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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam a carboidratos de forma especifica e
reversivel. Desempenham atividades bioldgicas que acontecem devido a sua interacdo com
glicanos presentes nas superficies celulares de diversos organismos. As folhas de Schinus
terebinthifolia Raddi. contém uma lectina denominada de SteLL que apresenta atividades
bioldgicas, tais como antimicrobiana, antitumoral, antinociceptiva, citotoxica,
imunomoduladora e inseticida. Esta dissertacdo teve como objetivo investigar os efeitos de
SteLL na viabilidade de linhagens tumorais leucémicas (K562- leucemia mieldide crénica;
JURKAT- leucemia linfoblastica aguda) e células tronco mesenquimais (CTMs), assim como,
investigar os efeitos imunomoduladores sobre as CTMs. Além disso, determinar a atividade
antinociceptiva de SteLL em modelos experimentais de nocicepgdo aguda periférica e central
em camundongos. As CTMs foram isoladas de corddo umbilical humano e a citotoxicidade de
SteLL (0,048-100 pg/mL) foi avaliada pelo ensaio de MTT. Culturas de CTMs tradadas com
SteLL (50 pg/mL) foram investigadas quanto & producdo de citocinas e ocorréncia de
apoptose e/ou necrose. Culturas de K562 e de JURKAT foram tratadas com SteLL (12,5-50
pug/mL) e a ocorréncia de apoptose e necrose foi analisada em ambas as linhagens tumorais.
Para triagem dos efeitos antinociceptivos da lectina foi utilizado o teste de contorc¢des
abdominais induzidas por acido acético, os animais receberam os tratamentos (PBS, controle
negativo; indometacina 20 mg/kg; morfina 10 mg/kg e SteLL 1, 5 e 10 mg/kg) por via
intraperitoneal. No teste de formalina, o tempo que cada animal gastou lambendo a pata foi
registrado nos primeiros 5 minutos (primeira fase - neurogénica) e no periodo de 15 a 30
minutos (segunda fase - inflamatoria) ap6s a injecdo de formalina na regido subplantar na
pata. A investigacdo do envolvimento do dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC)
e dos receptores da via opioide na acdo antinociceptiva da lectina foram avaliados. Para a
avaliacdo da antinocicepgdo central, o teste de imersdo da cauda foi realizado, sendo os
animais tratados (PBS, controle negativo; morfina 10 mg/kg e SteLL 1, 5 e 10 mg/kg) e
avaliados quanto aos periodos de laténcia para retirada da cauda 30, 60, 90 e 120 minutos
apo0s os tratamentos. SteLL ndo alterou a viabilidade de CTMs em nenhuma das
concentracdes, ndo induziu apoptose e necrose e ndo afetou a liberagdo das citocinas. SteLL
(12.5, 25 e 50 pg/mL) exerceu efeito citotoxico em K562 por indugao de apoptose em 92.3%,
92.3% e 97.7% das células, porém nao foi citotoxica para JURKAT em nenhuma
concentracdo. SteLL (1, 5 e 10 mg/kg) reduziu as contorc¢des induzidas por &cido acético de

maneira dose dependente em 84%, 90% e 100%. No teste de formalina, SteLL (1, 5 e 10



mg/kg) reduziu o tempo de lambida da pata em 49%, 48% e 51% na primeira fase. Na
segunda fase, SteLL (1 e 10 mg/kg) reduziu em 83% e 81%. Esse efeito foi revertido pela
administracdo da lectina incubada com glicoconjugado especifico (ovoalbumina) e pelo
antagonista ndo seletivo dos receptores opioides (naloxona). No teste de imersdo de cauda,
SteLL (1, 5 e 10 mg/kg) reduziu a percepc¢do do estimulo térmico, mesmo duas horas apds o
tratamento. Em conclusdo, SteLL ndo afeta a viabilidade de CTMs, porém ndo apresenta
efeito imunomodulador sobre elas. Entretanto, apresentou importante efeito citotéxico contra
a linhagem leucémica K562 e demonstrou acdo analgésica periférica e central, e o efeito

antinociceptivo periférico envolve o DRC e os receptores opioides.

Palavras-chave: Lectinas; aroeira da praia; célutas tronco mesenquimais; anticancer; dor;

opioides.



ABSTRACT

Lectins are proteins that recognize and bind carbohydrates in a specific and reversible way.
The biological activities performed by lectins happen due to their interaction with glycans
present on the cell surfaces of several organisms. The leaves of Schinus terebinthifolia Raddi.
contain a lectin called SteLL that has biological activities, such as antimicrobial, antitumor,
antinociceptive, cytotoxic, immunomodulatory and insecticide. This dissertation aimed to
investigate the effects of SteLL on the viability of leukemic tumor lines (K562-chronic
myeloid leukemia; JURKAT-acute lymphoblastic leukemia) and mesenchymal stem cells
(MSCs), as well as to investigate the immunomodulatory effects on MSCs. Furthermore, to
determine the antinociceptive activity of SteLL in experimental models of acute peripheral
and central nociception in mice. MSCs were isolated from human umbilical cord and the
cytotoxicity of SteLL (0.048-100 pg/mL) was evaluated by the MTT assay. SteLL-treated
MSC cultures (50 pg/mL) were investigated for cytokine production and occurrence of
apoptosis and/or necrosis. Cultures of K562 and JURKAT were treated with SteLL (12.5-50
pug/mL) and the occurrence of apoptosis and necrosis was analyzed in both tumor lines. To
screen for the antinociceptive effects of the lectin, the abdominal writhing test induced by
acetic acid was used, the animals received the treatments (PBS, negative control;
indomethacin 20 mg/kg; morphine 10 mg/kg and SteLL 1, 5 and 10 mg/kg). kg)
intraperitoneally In the formalin test, the time each animal spent licking the paw was recorded
in the first 5 minutes (first phase - neurogenic) and in the period of 15 to 30 minutes (second
phase - inflammatory) after the injection of formalin in the subplantar region of the paw. The
investigation of the involvement of the carbohydrate recognition domain (CRD) and opioid
pathway receptors in the antinociceptive action of lectin were evaluated. For the evaluation of
central antinociception, the tail immersion test was performed, and the animals were treated
(PBS, negative control; morphine 10 mg/kg and SteLL 1, 5 and 10 mg/kg) and evaluated for
latency periods for tail removal 30, 60, 90 and 120 minutes after treatments. SteLL did not
alter MSC viability at any concentration, did not induce apoptosis and necrosis, and did not
affect cytokine release. SteLL (12.5, 25 and 50 pg/mL) exerted a cytotoxic effect on K562 by
inducing apoptosis in 92.3%, 92.3% and 97.7% of cells, but it was not cytotoxic to JURKAT
at any concentration. SteLL (1, 5 and 10 mg/kg) dose-dependently reduced acetic acid-
induced writhing by 84%, 90% and 100%. In the formalin test, SteLL (1, 5 and 10 mg/kg)
reduced paw licking time by 49%, 48% and 51% in the first phase. In the second phase,



SteLL (1 and 10 mg/kg) reduced by 83% and 81%. This effect was reversed by the
administration of a lectin incubated with a specific glycoconjugate (ovalbumin) and by the
non-selective antagonist of opioid receptors (naloxone). In the tail immersion test, SteL.L (1, 5
and 10 mg/kg) reduced the perception of the thermal stimulus, even two hours after treatment.
In conclusion, SteLL does not affect MSC viability, but it has no immunomodulatory effect
on them. However, it showed an important cytotoxic effect against the K562 leukemic lineage
and demonstrated peripheral and central analgesic action, and the peripheral antinociceptive

effect involves the CKD and opioid receptors.

Keywords: Lectin; Brazilian pepper tree; mesenchymal stem cells; anticancer; pain; opioids.
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1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas de origem ndo imune capazes de reconhecimento e ligacédo a
carboidratos de maneira reversivel e especifica, sem modifica-los bioquimicamente. Estédo
amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas nos mais variados organismos. Nas
plantas, sdo isoladas de raizes, rizomas, caules, sementes, flores, folhas e frutos. A interacdo
entre as lectinas e os carboidratos de superficies celulares é uma das vias de sinalizagdo mais
eficientes que ocorrem nos organismos, desencadeando diversos efeitos biolégicos que podem
ser explorados nos campos biolégico, biomédico e biotecnolégico (COELHO et al., 2017;
CAVADA etal., 2020; NASCIMENTO et al., 2020).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) podem ser obtidas de humanos e mamiferos
a partir dos mais variados tecidos como corddo umbilical, tecido adiposo, tecidos dentéarios,
dentre outros (CHULPANOVA et al., 2018). Consideradas multipotentes, diferenciam-se em
linhagens mesenquimais (osteogénicas, condrogénicas, adipogénicas), além de apresentar
propriedades imunomoduladoras Uteis para terapias de doencas degenerativas e cancer
(PITTENGER et al., 2004; CHAO et al., 2012; DING et al., 2015; LIN et al., 2019; CHEN et
al., 2018). Estudos demonstram que as CTMs podem modular a funcionalidade de células
apresentadoras de antigenos, células T e células NK (Natural Killer), principalmente por
efeitos imunossupressores (RASMUSSON., 2006; ENGELA et al.,, 2012). As CTMs séao
capazes de migrar para locais lesionados ou de inflamagdo em resposta aos mediadores
inflamatdrios. Exercem efeitos reparadores por meio da transdiferenciacdo de células
especificas do tecido ou por secrecdo de fatores imunorreguladores que facilitam o
restabelecimento da homeostase tecidual (WANG et al.,, 2014). Acredita-se que as agOes
ocorrem tanto por contato celular em resposta as células imunes quanto pela secrecdo de
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (ENGELA et al., 2012).

O cancer representa uma das principais causas de morte em todo mundo. De acordo
com os dados da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), no ano de 2020 o céncer foi
responsavel por quase 10 milhdes de mortes (OMS, 2020). Diante da sua complexidade, o0s
principais tratamentos empregados sdo os agentes quimioterapicos, radioterapia e/ou remogao
cirirgica. Porém, sdo terapias agressivas que muitas vezes acometem as células normais e
causam efeitos colaterais graves. Ainda, sdo varios os relatos do desenvolvimento de

resisténcia que alguns tumores adquirem as drogas. A busca por moléculas capazes de



17

combater diferentes tipos de canceres, com maior seletividade celular e que sejam menos
agressivas, impulsiona pesquisas em todo o mundo (TESSMANN et al, 2017,
SHIVAMADHU et al., 2017). A possibilidade de reconhecimento diferenciado de padrdes de
glicosilacdo em membranas de células normais e celulas tumorais ¢ um importante fator
associado a acdo das lectinas, que entdo podem agir na propria superficie celular tumoral ou
serem internalizadas (LICHTENSTEIN; RABINOVICH., 2013; YAU et al., 2015; LUZ et al.,
2017).

A dor pode ser definida segundo a Asssociacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP- International Association for the Study of Pain) como sendo “Uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a dano real
ou potencial ao tecido” (RAJA et al., 2020). No mundo, 1 em cada 5 adultos (20%) sofrem de
dor e 1 em cada 10 adultos (10%) é diagnosticado com dor crénica a cada ano (SCHAIBLE et
al., 2004; GOLDBERG et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2015). O tratamento para o alivio da
dor depende do tipo e etiologia, das diferentes intervencGes a farmacoldgica é a mais
empregada. Porém, sdo terapias que podem vir acompanhadas de efeitos colaterais graves,
devido ao uso prolongado ou excessivo. Lectinas vegetais tém sido descritas com atividade
antinociceptiva (PIRES et al., 2013; CAMPOS et al., 2016; PIRES et al., 2019; RAMOS et
al., 2020).

Schinus terebinthifolia Raddi, é uma planta pertencente a familia das Anacardiaceae,
conhecida como aroeira-da-praia, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira, pimenta-rosa
(OLIVEIRA et al., 2014). Esta presente entre as 71 espécies de plantas medicinais listadas na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Na medicina
popular é utilizada devido as propriedades anti-inflamatorias, antipiréticas, analgésicas e
cicatrizante (CARVALHO et al., 2013). As folhas de S. terebinthifolia contém uma lectina
(SteLL), que apresenta propriedades de reconhecimento e ligacdo a N-acetilglicosamina,
quitina e glicoproteinas. Atividades bioldgicas descritas para SteLL incluem acédo
antimicrobiana (GOMES et al., 2013), antitumoral e antinociceptiva em camundongos
portadores de sarcoma 180 (RAMOS et al.; 2019, 2020), anti-infecciosa (LIMA et al., 2019) e
imunomoduladora (SANTOS et al., 2020).

Tendo em vista os relatores anteriores sobre SteLL, esta dissertacdo teve como

objetivos avaliar a atividade citotoxica in vitro de SteLL em linhagens tumorais leucémicas e

em células-tronco mesenquimais (CTMs) isoladas de corddo umbilical humano da lectina
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SteLL, bem como uma possivel influéncia na secrecdo de agentes imunomoduladores pela
CTMs. Além disso, foi investigada a atividade antinociceptiva em modelos experimentais de

nocicepcao periférica e central em camundongos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a lectina de folhas de Schinus terebinthifolia (SteLL) quanto a toxicidade para

células-tronco mesenquimais e células cancerosas e a atividade antinociceptiva in vivo.

1.1.2 Objetivos especificos

v

Purificar a lectina (SteLL) de folhas S. terebinthifolia seguindo procedimento
previamente estabelecido;

Investigar a atividade citotoxica de SteLL em linhagens tumorais leucémicas (K562 -
leucemia mieldide cronica; JURKAT- leucemia linfoblastica aguda);

Avaliar a atividade citotoxica de SteLL em células-tronco mesengquimais (CTMs)
isoladas de corddo umbilical humano;

Investigar a capacidade de SteLL em modular a producéo de citocinas pelas CTMs;
Avaliar a atividade antinociceptiva de SteLL em modelos de nocicepgdo periférica e
central em camundongos;

Investigar se a atividade antinociceptiva de SteLL envolve o dominio de ligacdo a

carboidratos da lectina e receptores da via opioide.
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2.1 LECTINAS

As lectinas constituem um grupo de proteinas de origem ndo imune com capacidade
de reconhecimento e ligagdo a carboidratos (CAVADA et al., 2020). O termo lectina (origem
do latim legere, que significa selecionado), apresentado pela primeira vez por Boyd (1954),
descreve um grupo de proteinas que se ligam a carboidratos sem modifica-los,
reconhecimento esse que ocorre de forma reversivel e especifica (NASCIMENTO et al.,
2020). Estdo amplamente distribuidas na natureza, onde ja foram isoladas de fungos (SINGH;
BHARI; KAUR., 2011), bactérias (NIZET; VARKI; AEBI., 2017) plantas (GOMES et al.,
2013) e animais (SREERAMULU et al., 2018).

Possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que permite o reconhecimento a
carboidratos simples (monossacarideos e dissacarideos), oligossacarideos complexos e/ou
polissacarideos, além de glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipideos) (MADHU et al.,
2019). As interacOes entre lectinas e carboidratos envolvem ligacdes de hidrogénio,
interacGes hidrofdbicas e forcas de van der Waals (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACK.,
2020).

Um método utilizado para identificar a presenca de lectina é a atividade
hemaglutinante, baseado na interacdo de lectinas com os carboidratos presentes na superficie
celular dos eritrdcitos. E realizado em microplacas, permitindo facil visualizagdo de uma rede
celular que permanece em suspensdo devido a essa interagdo; caso ndo haja lectinas ou essas
ndo sejam capazes de reconhecer os carboidratos do eritrocito, as hemécias se depositam no
fundo do poc¢o (Figura 1A) (SANTOS et al., 2013). Para a confirmacdo se a aglutinacdo €
promovida por lectinas é realizado o teste de inibicdo, onde sdo adicionados carboidratos
livres ou glicoproteinas na solucdo que interagem previamente com as lectinas, impedindo
que elas se liguem a superficie dos eritrocitos e formem a rede de hemaglutinacdo (Figura
1B); esse teste evidencia também a especificidade da lectina (SANTOS et al., 2013).

Sabe-se que carboidratos de superficie celular estdo envolvidos na interagdo,
comunicacdo e adesédo celular em diversos processos e capacidade das lectinas de reconhecé-
los estimula a avaliacdo delas como ferramentas bioldgicas (WILSON et al., 2018). Dentre as
respostas biologicas desempenhadas pelas lectinas, destacam-se as atividades antibacteriana
(CORIOLANO et al., 2020; SILVA et al., 2019 a), antiviral (HUANG et al., 2018;
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MORIMOTO; SATO., 2016), antifangica (GOMES et al., 2013; JONES et al., 2017),
inseticida (VANTI et al., 2018), antitumoral (PROCOPIO et al., 2017; DAMASIO et al.,
2014), anti- angiogénica (MADHU et al., 2019), anti-inflamatoria (OLADOKUN et al., 2019;
PIRES et al., 2019), mitogénica (SINGH; WALIA; KENNEDY., 2018), imunomoduladora
(ARANDA-SOUZA et al., 2018; MISHRA et al., 2019), antioxidante (WU et al., 2016;
LACERDA et al., 2017) e gastroprotetora (LACERDA et al., 2017; ABDON et al., 2012),

dentre outras.

Figura 1- Atividade hemaglutinante de lectina (A); inibicdo da atividade hemaglutinante de lectina (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com a arquitetura geral do dominio de reconhecimento de carboidratos

(DRC) as lectinas podem ser classificadas como: merolectinas que contém apenas um DRC
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dentro de sua estrutura polipeptidica, ndo sendo capazes de precipitar glicoconjugados ou
aglutinar células. As hololectinas, com dois ou mais DRC homdlogos, capazes de aglutinar
células; neste grupo encontra-se a maioria das lectinas. Superlectinas com capacidade de
ligacdo a diferentes carboidratos. Quimerolectinas com um ou mais dominios de ligagdo a
carboidratos em conjunto com dominios que desempenham outras atividades bioquimicas,
como atividade catalitica, independente ao dominio de reconhecimento (RIBEIRO;
FERREIRA; FREITAS, 2018).

2.1.1 Lectinas de plantas

As plantas sdo fontes de compostos terapéuticos, utilizadas desde a Antiguidade na
prevencdo e/ou cura de doencas (BRASIL., 2016). O Brasil por ser um dos paises com rica
biodiversidade, constitui um celeiro de principios ativos e/ou substancias com melhor eficacia
e menor toxicidade, que podem ser exploradas para sintese de novos medicamentos (HAO;
YANG., 2016; HAO; XIAO., 2020).

As lectinas sdo encontradas em diversas espécies de plantas. Participam no processo
de defesa, presentes em grandes quantidades nos 6érgdos que sdo mais vulneraveis a ataques de
insetos, patogenos e pragas (VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME., 2011). Séo
isoladas de diversos tecidos, tais como: casca (COSTA et al., 2018), sementes (CARVALHO
et al., 2015), folhas (GOMES et al.,2013; PROCOPIO et al., 2017), flores (CHOLAK et al.,
2016) e rizomas (BISWAS; CHATTOPADHYAYA, 2015).

Como alguns exemplos de lectinas de plantas e suas atividades, podemos citar: a
lectina isolada das raizes de Portulaca elatior (PeroL), que apresentou atividade
bacteriostatica contra Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. A mesma também possui atividade antifungica contra Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis (SILVA et al., 2019c). Lectina isolada do
suco Punica granatum (PgteL) apresentou atividade antifangica contra C. albicans e C.
krusei, causando rompimento da parede celular e colapso energético (SILVA et al., 2018).
Lectina dos frutos de Praecitrullus fistulosus (PfL) demonstrou efeito citotoxico em células
tumorais do co6lon (HT29), além da atividade antitumoral in vivo diminuindo a densidade,
secrecdo, angiogénese tumoral (MADHU et al., 2019). Lectina isolada do Tamarindus indica
(TCLL), demonstrou atividade antiviral contra o virus CHIKV (KAUR. et al., 2019).
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Os potenciais antinociceptivo e anti-inflamatério das lectinas também tém sido
relatados na literatura; um exemplo € a lectina extraida de sementes da Tetracarpidium
conophorum (TcSL), que apresentou atividade antinociceptiva em ratos e atividade anti-
inflamatoria com diminuicdo de edema, migracdo leucocitaria (OLADOKUN et al., 2019).
Vérios estudos tém relatado lectinas com atividade imunomoduladora, dentre elas podemos
citar: a isolada das inflorescéncias da Alpinia purpurata (ApulL) induziu através de PMCs a
liberagdo de citocinas de perfil Thl, Th1l7, 6xido nitrico, estimulou a IL-10, citocina com
papel regulador no processo inflamatorio, além de diferenciagdo e ativacdo de linfécitos T
CD4+ e CD8+ (BRITO et al., 2017).

Com base na estrutura molecular e na sequéncia dos DRCs, as lectinas de plantas
podem ser classificadas nas seguintes familias: amarantinas; Cianovirinas; aglutininas de
Agaricus bisporus; aglutininas homélogas a quitinase; aglutinina de Euonymus europaeus;
aglutinina de Galanthus nivalis familia (GNA); proteinas com dominio de heveinico;
Jacalina; lectinas de leguminosas; lectinas de dominio Lys M; familia da Cucurbitaceae e
familia da Ricina-B. De acordo com a especificidade aos carboidratos a maioria das lectinas
sdo classificadas como: ligadora de galactose (ADAMUDE et al., 2020), manose (JONES et
al., 2017), N- acetilglicosamina (GOMES et al., 2013) e D-glicose/manose (ROSA., 2019).

2.1.2 Schinus terebinthifolia Raddi

Schinus terebinthifolia Raddi pertence a familia Anacardiaceae. Essa familia possui
cerca de 76 géneros e 600 espécies, nas quais 15 géneros e cerca de 70 espécies encontram-se
no Brasil (ANDRADE; PONCELET; FERREIRA, 2017). A espécie S. terebinthifolia é nativa
da América do Sul e Central e apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil. E
popularmente conhecida como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e pimenta brasileira. Esta
variagdo nos nomes ocorre principalmente por seus frutos possuirem aparéncia de uma
pequena pimenta de coloragdo rosa-avermelhada, por isso, também pode ser chamada de
pimenta-rosa (LENZI; ORTH., 2004; OLIVEIRA etal., 2014).

E uma arvore de porte médio, entre 5-10 metros de altura, tronco com 30-60 cm de
diametro revestido de casca grossa (Figura 2A). As folhas sdo compostas de 3 a 10 pares de
foliolos aromaticos, medindo de 3 a 5 cm de comprimento por 2 a 3 cm de largura (Figura 2B

e 2C). Os frutos sdo do tipo drupa, corpo globuloso ou ovoide, com cerca de 5 cm de
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didametro, aromatico, adocicado, de cor vermelha e lustrosa, sdéo comumente usados na
culinéria pelo sabor e aroma. As flores sdo amarelas palidas, pequenas e dispostas em cachos
(ANDRADE; PONCELET; FERREIRA, 2017).

Com propriedades medicinais descritas desde a primeira edicdo da Farmacopeia
Brasileira (1926), encontra-se entre as 71 espécies de plantas medicinais relatadas na Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), por seus efeitos benéficos a
saude da populagédo e na produgéo de fitoterapicos (CARVALHO et al., 2013; DICIAULA et
al., 2014).

Figura 2- Schinus terebinthifolia Raddi. (A) arvore; folhas com pares de foliolos (B); foliolo (C).

4

Fotos: Thamara Procépio

Os frutos de S. terebinthifolia sdo comumente usados como tempero, enquanto a
casca, folhas e raizes sdo constituintes tradicionais da medicina popular, devido as suas
propriedades anti-inflamatdrias, antipiréticas, analgésicas, depurativo, em infec¢des do trato
urinario, doencas de pele, problemas gastrointestinais, dentre outras (MACHADO et al.,
2008; CASTRO et al., 2011; CARVALHO et al., 2013; ROSAS et al., 2015; PALHETA et
al., 2017). As atividades bioldgicas sdo atribuidas a compostos bioativos presentes nesta

planta, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, compostos fendlicos, taninos,
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alcalbides, saponinas (JORGE; MARKMANN., 1996; CARVALHO et al, 2013;
FEUEREISEN et al., 2014; ENNIGROU et al., 2016).

Extratos obtidos de diferentes partes da S. terebinthifolia Raddi demonstram algum
tipo de atividade biologica. Extratos de folhas apresentam atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatdria e inseticida (ROSAS et al., 2015; PROCOPIO et al., 2015;
ULIANA et al., 2016). Extrato de frutos com potencial anti-hipertensivo e antioxidante
(GLORIA et al., 2017). Oleos essenciais de folhas e frutos com atividade inseticida,
antimicrobiana e antioxidante (SILVA et al., 2010; ULIANA et al., 2016). Em condigfes
inflamatorias causada por artrite reumatoide, o extrato hidroalcodlico de folhas promoveu
diminuicdo do influxo de neutréfilos aos tecidos sinoviais (ROSAS et al., 2015). Oleo
essencial de folhas e frutos causou inibi¢do da produgédo de 6xido nitrico pelos macrofagos e a
capacidade de eliminacao dos radicais livres (DANNENBERG et al., 2016).

As folhas de S. terebinthifolia Raddi contém uma lectina denominada StelLL, cujo
processo de purificacdo inicia-se com a preparacdo do extrato das folhas, seguido por uma
cromatografia de afinidade em coluna quitina, pelo fato de SteL L ter afinidade de ligagdo a N-
acetilglicosamina. Trata-se de uma proteina glicosilada de massa molecular nativa de 12,4
kDa, estavel diante a diferentes faixas de pH (5,0- 8,0), aquecimento (30-100 °C) e adicao de
ions de Ca®* e Mg?* (GOMES et al., 2013; SANTOS et al., 2020).

SteL L apresentou atividade antibacteriana, com potencial bacteriostatico e bactericida
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além da atividade antifingica ao
crescimento de Candida albicans (GOMES et al., 2013); atividade antitumoral in vitro e in
vivo capaz de causar apoptose células de Sarcoma-180 e a reducdo da massa tumoral em
camundongos (RAMOS et al., 2019); atividade inseticida contra Sitophilus zeamais adultos
causando um desequilibrio no metabolismo digestivo, com efeito inibitério sobre as proteases
e resultando na diminuicdo da sobrevida (CAMAROTI et al., 2018); atividade
imunomoduladora em esplendcitos de camundongos in vitro, estimulando a liberacdo de
citocinas de perfil pro-inflamatério (IL-17A, TNF-a, IFN- y e IL-2), anti-inflamatdria (IL-4),
além de reducdo na liberacdo de 6xido nitrico (SANTOS et al., 2020); acdo anti-infecciosa em
larvas Galleria mellonella infectadas por S. aureus, aumentando a sobrevida dos insetos
(LIMA et al., 2019). Ainda, em macrdfagos de camundongos ndo infectados, SteL.L estimulou
a liberacdo de citocinas IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a, 6xido nitrico e anion superdxido,

enquanto em macrofagos infectados por S. aureus foi capaz de regular a expressdo de IL-17A
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e IFN-y (LIMA et al., 2019). Por fim, SteLL apresentou acdo antinociceptiva em modelo de
tumor (sarcoma 180) ortopedico in vivo, sendo capaz de diminuir a hiperalgesia, com

envolvimento de receptores opioides em sua essa atividade (RAMOS et al., 2020).

2.2 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo células precursoras/indiferenciadas com capacidade de auto-
renovacgdo e diferenciacdo em varias linhagens celulares. Essas células tém capacidade de
realizar divisdo simétrica e assimétrica. Na divisdo simétrica uma célula-tronco se divide em
duas células-tronco idénticas a ela (auto-renovagao), continuando sua expansao celular. Na
divisdo assimétrica se origina uma célula idéntica a ela e uma célula especializada,
responsavel pelo processo de diferenciacdo que constitui o tecido adulto (LIU et al., 2005; XU
etal., 2019a).

Baseado em seu potencial de diferenciacdo, classificam-se em: ceélulas-tronco
totipotentes, que correspondem as células do embrido recém-formado, que formam a placenta
e podem se diferenciarem todos os tipos celulares do corpo; células-tronco pluripotentes, que
surgem apos 4 dias da fertilizacdo, com a formacdo da massa celular interna do blastocisto, e
estdo envolvidas na formacédo de todos os tecidos do organismo; as multipotentes, que séo
células mais diferenciadas, capazes de originar tipos celulares limitados e células para o
ambiente que residem, envolvidas na regeneracdo tecidual, as células onipotentes, que
possuem capacidade de diferenciacdo limitada, um ou dois tipos celulares para tecido ou
orgdo especifico (SOUZA et al., 2003; XU et al., 2019 a; ZAKRZEWSKI et al.; 2019).

A partir de sua origem, podem ser classificadas em dois grupos: células-tronco
embriondrias, derivadas da massa celular interna do blastocisto embrionario, podendo se
diferenciar nas trés linhagens germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma); e células-
tronco adultas ou somaticas, encontradas entre as células diferenciadas, desempenhando a
homeostase do organismo. Geralmente, as células-tronco adultas sdo multipotentes e incluem
as células-tronco neurais, células-tronco hematopoiéticas, células-tronco cardiacas, dentre
outras (KALRA; TOMAR., 2014; XU et al., 2019a).

Pesquisas realizadas com células-tronco demonstram resultados promissores no que
diz respeito na recuperacdo e cura de determinadas doencas, podendo ser utilizadas na

recuperacao funcional e tecidual do miocardio, regeneracdo de neurdnios na doenca de
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Parkinson (Tabela 1), porém apenas algumas terapias com células-tronco j& estdo para uso
clinico (ROCHA; GLUCKMAN., 2005; G-1 IM., 2017; ROGERS et al., 2020).

Tabela 1- Células-tronco e seu uso na terapia celular.

Célula-tronco

Doencas

Terapia Celular

Referéncias

Células-tronco
hematopoiéticas e
progenitoras

Células-tronco neurais

Doenca de Parkinson

Regeneracdo neural

XIFRO et al., 2016

L’EPISCOPO et al., 2018

Células-tronco cardiacas

Insuficiéncia cardiaca

Infarto do miocéardio

Regeneracéo funcional e
tecidual

CHUGH et al., 2012

ZWETSLOOT et al., 2016

Células-tronco
pluripotentes induzidas

Diabetes tipo |

Proliferagdo celular
enddcrina produtoras de

MOCHIDA et al., 2020

insulina
Cancer Antitumoral NIANIAS et al., 2019
Células-tronco perinatais Distarbios Diferenciacdo em células MIKI., 2018
metabdlicos hepéticas

Células-tronco
hematopoiéticas

Células-tronco
hematopoiéticas

Mieloma multiplo

Doenca falciforme

Transplante de érgaos

Transplante aut6logo

Transplante alogénico e
autélogo

Imunomodulacdo

ARORA et al., 2019

TANHEHCO; BHATIA,,
2019

ELAHIMEHR et al., 2016

Células-tronco do cordéo
umbilical

Osteoporose

Regeneracéo dssea

HONG et al., 2018

Fonte: Elaborada pela autora.

Das aplicagdes de lectinas no estudo com células-tronco, a tecnologia de microarray é

a mais empregada, visando o desenvolvimento de um sistema rapido e sensivel que permite o

monitoramento dos glicanos de superficie celular. Sabe-se que durante o desenvolvimento os

perfis glicanos sofrem mudancas caracteristicas, dessa forma as lectinas sdo utilizadas como
marcadores de células-tronco (HASEHIRA, HIRABAYASHI, TATENO, 2017). Marcadas

por fluorocromos, as lectinas sdo capazes de detectar mudancas no perfil glicidico em

processos de diferenciagdo celular (PARK et al., 2015; WILSON et al., 2018). Wearne et al.
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(2006) mostraram que lectinas isoladas de plantas, dentre elas a lectina de sementes de
Canavalia ensiformis (ConA), lectina do fruto de Musa acuminata (BanLec), lectina do
germe de Triticum vulgare (WGA) e a lectina de sementes de Amaranthus caudatus (ACA),
sao capazes de distinguir células-tronco em diferentes estagios de diferenciacao.

Tateno et al (2011) desenvolveram uma plataforma de microarray com um total de 96
lectinas, para identificar diferencas entre os perfis de glicanos em superficies de células-
tronco pluripotentes induzidas humanas (CTPlh) e células-tronco embrionarias humanas
(CTENh). Ja a lectina de Erythrina cristagalli (ECA) foi utilizada como matriz de suporte para
proliferacdo e aumentou a eficiéncia do plaqueamento de células-tronco pluripotentes e

células-tronco embrionéarias humanas (MIKKOLA et al., 2012).

2.2.1 Células-tronco mesenquimais

Células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células adultas, ndo hematopoiéticas, que
podem ser isoladas de humanos e animais. Sdo capazes da auto-renovacao e diferenciagcdo em
multilinhagens celulares. Segundo os critérios da Sociedade Internacional de Terapia Celular,
para serem consideradas CTMs, devem ter uma boa adesdo plastica, capacidade de
diferenciar-se em linhagens mesodérmicas, como ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos, além
de expressdo a marcadores de superficie celular (cluster of differentiation) como os CDs 29,
44, 73, 90, 105 e expressdo negativa marcadores de células hematopoiéticas como CDs 14,
34, 45 e para o antigeno leucocitario humano (HLA- DR) (DOMINICI et al., 2006; ULLAH
etal., 2015).

Desde do primeiro relato de isolamento das CTMs a partir da medula 06ssea, ja foi
possivel isola-las dos mais variados tecidos como corddo umbilical, tecido adiposo, tecidos
dentarios, sangue menstrual, endomeétrio, ligamentos cruzados, dentre outros (WAGNER et
al., 2005; GENG et al., 2009; CHENG et al., 2009; HUANG et al., 2009; ALLICKSON etal.,
2011; SCHURING et al., 2011). Além de demonstrarem capacidade de diferenciacdo tanto in
vitro quanto in vivo em tecidos mesenquimais, as CTMs apresentam notaveis propriedades
como a plasticidade, também conhecida por transdiferenciacdo, onde sdao direcionadas aos
locais lesionados e originam células ndo semelhantes ao mesoderma. A secre¢do de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento também é uma caracteristica das CTMs, pois através de

interagdes com seus microambientes impedem que células vizinhas sofram apoptose,
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estimulam a proliferagdo e regeneragdo do tecido lesado. Também é reportada a modulagdo
do sistema imunolégico com regulacdo positiva diante de processos inflamatorios, além do
mecanismo de migracdo para os tecidos lesados com envolvimento de quimiocinas e
moleculas de adesdo (FOLESTAD et al., 2016).

CTMs demonstram ter um futuro promissor na medicina regenerativa. Estudos
clinicos vém aumentando a cada ano. De acordo com a Biblioteca Nacional de Medicina dos
EUA dos 5757 estudos clinicos envolvendo células-tronco, 966 sdo com CTMs em todo o
mundo. Dados disponiveis demostram o enorme potencial que as CTMs possuem no que diz
respeito ao tratamento doengas, incluindo as hematologicas (LIU et al., 2017; WANG et al.,
2018), autoimunes (LIANG et al., 2018), congénitas (FARAHABADI et al., 2020), dentre

outras mostradas na Tabela 2.

Tabela 2- CTMs e sua utilizacdo em estudos clinicos.

Doengas

Condicéo Clinica

Fonte das
CTMs

Resultados

Referéncias

Neurodegenerativas

Doenca de Parkinson

Insuficiéncia cardiaca

Medula Ossea

Cordao umbilical

Estabilidade na
evolucdo da doenca

Melhora funcional do
ventriculo esquerdo,

CANESI et al., 2016

BARTOLUCCI etal.,
2017

Cardiacas S Medula Ossea regeneracéo cardiaca XUetal,, 2019 b
Infarto do miocardio
) Medula Ossea Melhora funcional e VEGA et al., 2015
Osseas Osteoartrite de joelho diminuicéo da dor LEE et al., 2019
Tecido adiposo
o Insuficiéncia hepatica Medula Ossea Aument~o da sgprewda, LIN etal., 2017
Virais funcgdo hepética e
(HBV) A «
diminuicéo de infeccbes
x - Diminuicdo da
Covid-19 Cordao umbilical mortalidade, niveis de SHU et al., 2020

IL-6, PCR e da
inflamac&o pulmonar

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.3 CANCER

O céancer é um dos principais problemas de saide mundial, com crescente incidéncia e
mortalidade. De acordo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o termo cancer descreve um
conjunto de mais de 100 tipos doencas malignas de crescimento desordenado, caracteristicas
de expansdo e disseminacdo de células anormais, que podem invadir tecidos ou 6rgaos
diferentes de sua origem (INCA, 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) no ano de 2018 cerca de 18
milhdes novos casos de cancer foram diagnosticados, seguido por 9,6 milhdes de mortes.
Paises com maior Indice em Desenvolvimento Humano (IDH) lideram as taxas de incidéncia,
que sdo cerca de duas a trés vezes maiores que em paises de médio ou baixo IDH, sendo os
mais frequentes foram os canceres de pulmao, mama, colorretal e prostata (OMS, 2018). Para
o0 Brasil, no triénio 2020-2022 a estimativa para cada ano é de cerca 685 mil novos casos de
cancer, onde 57% sdo individuos do sexo masculino, acometidos pelo cancer de prostata
(29,2%), ja no sexo feminino o céncer de mama continua sendo o de maior incidéncia
(29,7%) (INCA, 2020).

Genes de expressdo responsaveis pelo controle das funcdes celulares normais do
organismo, podem sofrer mutacdes, favorecendo comportamentos irregulares de vias
celulares. Estas desordens acontecem de duas maneiras: a primeira por ativagdo de oncogenes,
devido a mutagbes nos proto-oncogenes, que sdo responsaveis pelo controle da proliferagéo,
sobrevivéncia e invasdo celular. E segundo, pela inativacédo de genes supressores de tumores
(TSGs), que sao responsaveis por inibir a proliferacdo e sobrevivéncia, envolvidos também no
ciclo celular e morte programada/apoptose (CAMPBELL et al., 2020). A resisténcia a
apoptose é uma caracteristica de diferentes tipos de cAncer. Em um organismo normal, hd um
equilibrio que envolve a divisdo e a morte celular. Mutacdo em genes supressores como p53,
proteina vital na regulacdo do ciclo celular, leva a perda de reguladores pré-apoptoticos,
responsaveis pela deteccdo de perturbacbes celulares como danos ao DNA e estresse
oxidativo (ARAUJO et al., 2019; NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

Por ser uma doenca complexa, as capacidades adquiridas durante os estagios de
desenvolvimento dos tumores foram organizadas a fim de facilitar o entendimento da
progressdo tumoral, conhecidas como marcas registradas (Hallmarks do céancer). Séo elas:
proliferacdo sustentada, insensibilidade aos supressores de crescimento, imortalidade

replicativa, ativacdo de invasdao e metastases, instabilidade gendmica, mutagénese e
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resisténcia a morte celular. Ao longo dos anos foram incluidas algumas outras caracteristicas
como: resisténcia as defesas do sistema imunoldgico, reprogramacdo energética da célula,
inducdo de angiogénese e inflamacdo (Figura 3) (HANAHAN; WEINBERG.,2011;
NENCLARES; HARRINGTON., 2020).

Diante da complexidade do cancer, o tratamento depende da sua localizagdo, fatores
de risco, gravidade e tipo tumoral. As opc¢bes sdo remocdo cirdrgica, radioterapia,
quimioterapia, dentre outros. S&o varios 0s agentes quimioterapicos empregados na terapia do
cancer. Porém é uma terapia acompanhada de efeitos colaterais graves causada pela falta de
seletividade celular (SHIVAMADHU et al., 2017). As leucemias representam as neoplasias
hematologicas e podem se manifestar de forma aguda ou crdnica. Os progenitores
hematopoiéticos sdo capazes da autorrenovacdo e diferenciacdo em linhagens celulares que
constituem o sistema hematopoiético. Porém, nas leucemias essas células param de responder
aos fatores externos dentro do microambiente da medula dssea, desencadeando o descontrole
desses processos, inclusive de apoptose. Consequentemente, o crescimento desordenado na
medula déssea, contribui para que as células imaturas sejam encontradas no sangue periférico
(WONG etal., 2018).

Figura 3- Marcas registradas do cancer.

Proliferacéo
sustentada

Reprogramacao Resisténcia de
energética da ‘ defesas do sistema ‘
célula imunolégico
Resisténcia a morte Insensibilidade aos
celular supressores de
crescimento
Instabllidade Imortalidade
gendmica e T
mutagénese =y
Inflamacéo =
Inducéo de
pr?lm(\;gsldo angiogénese
Ativacéo de
invaséo e
metastases

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.3.1 Lectinas com atividade citotdxica e antitumoral

Ao longo dos anos, a busca por compostos naturais que desempenhem atividade contra
as células tumorais tem sido intensa. As lectinas vegetais estdo incluidas nesses compostos,
sendo consideradas como grandes candidatas para a acdo anticancer (LUZ et al.,, 2017;
RIBEIRO; FERREIRA; FREITAS., 2018). Em estudos in vitro e in vivo, diversas lectinas
demonstram atividade antitumoral, sem causar citotoxicidade em células normais. Lectina
isolada de casca da Crataeva tapia (CrataBL) promoveu a diminuicdo de Sarcoma-180 em
camundongos (Swiss) na dose de 20 mg/kg (ARAUJO et al., 2011). Lectina de rizoma da
Microgramma vacciniifolia (MvRL) promoveu citotoxicidade de células tumorais de
carcinoma mucoepidermdide pulmonar (HCI-H292, Clso: 25,23 pg/mL) sem afetar
viabilidade de células mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs) mesmo em
concentracdo de 100 pg/ mL (ALBUQUERQUE et al.,, 2014). Lectina de sementes da
Moringa oleifera (cMoL) diminuiu a viabilidade das células tumorais de melanoma B16-F10
nas concentracbes de 3 alé uM (LUZ et al.,, 2017). Lectina de foliolos da Calliandra
surinamensis (CasuL) reduziu viabilidade das células mielociticas leucémicas (K562) e
células do cancer de mama (T47D), com Clso de 67,08 e 58,75 pg/ mL, respectivamente, e
sem efeito citotoxico em PBMCs (PROCOPIO et al., 2017).

A acdo citotoxica especifica sobre células tumorais de algumas lectinas esté associada
a especificidade de ligacdo que essas proteinas possuem a carboidratos de superficie celular,
reconhecendo mudancas na expressdo da glicosilacdo nas membranas das células tumorais,
(POIROUX et al., 2017; RIBEIRO; FERREIRA; FREITAS., 2018). As lectinas sdo
citotoxicas para células tumorais por diferentes mecanismos, como interaces com 0s
receptores especificos glicosilados de membrana, internalizagdo por endocitose (podendo ser
localizadas em diferentes compartimentos celulares) e ativagdo de vias de sinalizagdo ligadas
a morte celular que podem ser inducdo de apoptose, autofagia, necrose e inibicdo do
crescimento celular (LICHTENSTEIN; RABINOVICH., 2013; YAU et al., 2015; LUZ et al.,
2017).

A morte celular é conduzida por um processo bioldgico intracelular bem regulado.
Também ocorre em condi¢cbes patologicas em resposta a uma lesdo, inflamacao, infec¢do ou

intoxica¢Oes, mediada por vias de sinalizacdo celulares. Mecanismos de morte celular
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possuem um papel importante na homeostasia do organismo e falhas ou ativagao desregulada
dos mesmos estdo relacionados a diversas doencas (WIMMER; SACHET; OEHLER., 2020).

A apoptose ¢ um mecanismo de morte bastante regulado, que ndo ocorre somente em
ocasides de estresse ou dano, mas também durante o desenvolvimento celular e renovacédo
tecidual (GALLUZZI et al., 2018). A ativacdo pode ocorrer por via extrinseca
(citoplasmatica) ou via intrinseca (mitocondrial). A extrinseca acontece pela ligacdo aos
receptores de morte presentes nas superficies celulares; um exemplo é o receptor do fator de
necrose tumoral o (TNF-a). Na via intrinseca, a ativacdo ocorre através de estresse
intracelular ou extracelular e as perturbagdes ocorrem principalmente no potencial interno da
membrana mitocondrial, levando a uma perda da homeostase celular, estimulando a morte
celular apoptética (LUZ et al., 2017; RIBEIRO; FERREIRA; FREITAS., 2018). Os caminhos
entre as duas vias sdo diferentes, mas resultam na ativacéo de proteases especificas, chamadas
de caspases. As celulas em apoptose apresentam alteragdes morfolégicas como aumento na
permeabilidade da membrana, encolhimento da célula, condensacdo da cromatina (picnose) e
fragmentacdo do DNA (cariorrexis) (YANG et al., 2020; NIKOLETOPOULOU et al., 2013;
GALLUZZI et al., 2018).

Diferentemente, a necrose € iniciada por perturbagfes que envolvem o microambiente
intracelular, diante de danos ou patologias, seguida por reagdes inflamatorias. As células
necréticas ocasionam tanto uma inflamacéo local como em células vizinhas que sobreviveram
aos danos, ocasionada pela perda da permeabilidade da membrana, liberando padrdes
moleculares associados aos danos (DAMPs) enddgenos, responsaveis pela resposta
inflamatéria (GALLUZZI et al., 2018; KIM- CAMPBELL; GOMEZ; BAYIR., 2019). A
necrose ndo é ativada diretamente por via das caspases e sim pela desorganizacao da fungéo e
estrutura da membrana mitocondrial interna, desencadeando as caracteristicas morfolégicas
de células necrdticas que sdo o aumento do reticulo endoplasmético, condensacdo da
cromatina, ruptura da membrana plasmatica e lise celular (ZHU; SUN., 2018).

Diversos ensaios de citotoxicidade sédo realizados para avaliagdo dos tipos de morte
celular, alguns deles via citometria de fluxo, que quantifica células apoptoticas e necroticas
utilizando marcadores fluorescentes. Um dos corantes utilizados para a apoptose € a anexina-
V conjugada com marcadores fluorescentes. A formacgdo de corpos apoptéticos neste tipo de
morte externaliza a fosfatidilserina, um fosfolipideo normalmente presente apoenas na

camada interna da membrana. A anexina- V liga-se a esse lipideo, marcando-o (CROWLEY
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et al., 2016). Para celulas necréticas um dos marcadores utilizados € o iodeto de propideo (P1),
que entra nas células que perderam a integridade de membrana, associando-se aos acidos
nucleicos (RIEGER et al.,, 2011). Aliada a citometria, a microscopia Optica (alteracdes
morfoldgicas) e estudos de mecanismos (vias de sinalizacdo) auxiliam e comprovam o tipo de
morte desencadeada (LUZ et al., 2017).

2.4 DOR

2.4.1 Fisiopatologia da dor

A dor é uma percepcdo sensorial de envolvimento fisiolégico complexo, responsavel
por gerar impactos efetivos em ambiente externo e interno de organismos, além de ser uma
experiéncia subjetiva incluindo comportamento cognitivo e emocional ou afetivo (KANIA et
al., 2021). A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP- International Association
for the Study of Pain) define a dor como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a dano real ou potencial ao tecido”
(RAJA et al., 2020).

A nocicepcéo e a dor possuem conceitos diferentes. O termo nocicepcao refere-se ao
estimulo doloroso, tem o envolvimento das vias neuroanatdmicas, além dos mecanismos
neurologicos que detectam os sinais que chegam ao sistema nervoso central (SNC), resultado
da ativacdo dos receptores sensoriais especializados (nociceptores). J& a dor € a percepcao
compreendida por areas presentes no cortex cerebral responsaveis por uma resposta efetiva ao
estimulo recebido (CESARE; NAUGHTON.,1997; JULIUS; BASBAUM., 2001,
RODRIGUEZ et al., 2015).

Em termos de duragéo, a dor pode ser classificada como: dor aguda, associada a lesao
ou trauma tecidual conhecido, responsiva a terapia, com desaparecimento conforme a
efetividade ao tratamento ou cicatrizacdo; ou dor crénica, que geralmente ultrapassa o periodo
de recuperacdo do organismo, e mesmo com a resolucao da lesdo inicial a dor ainda persiste,
sendo um importante fator de sofrimentos e incapacidade para os individuos. Mundialmente,
1 em cada 5 adultos (20%) sofrem de dor e 1 em cada 10 adultos (10%) é diagnosticado com
dor cronica a cada ano (SCHAIBLE et al., 2004; GOLDBERG et al., 2011; RODRIGUEZ et

al., 2015). De acordo com o tipo de lesédo, a dor pode ser classificada como sendo:
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nociceptiva, neurogénica, neuropética, psicogénica ou inflamatoria, resultantes da estimulagéo
dos nociceptores, lesdo do tecido neural, disfuncdo de um nervo, fatores psicoldgicos, ou
resultantes de processos inflamatorios, respectivamente (RODRIGUEZ et al., 2015).

O processo da nocicepcdo acontece em 4 fases. A primeira, conhecida como
transducdo, € iniciada quando os nociceptores presentes na pele, articulacbes e nas
membranas de 6rgdos convertem o estimulo nocivo em corrente elétrica, e consequentemente
liberam substdncias sensibilizadoras de nociceptores (bradicininas, histaminas,
prostaglandinas, substancia P, dentre outras); essa corrente é conduzida entdo atraves de
potenciais de acdo (JULIUS; BASBAUM., 2001; SCHAIBLE et al., 2004; VANDERAH.,
2007; RODRIGUEZ et al., 2015).

Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres ativadas por estimulos capazes de
causar danos aos tecidos, como pressdao mecanica, temperaturas extremas e produtos
quimicos, como os acidos. Entdo, a transmissdo do potencial de acdo é conduzida ao longo
dos axdnios nociceptivos para os corpos celulares da raiz dorsal na medula espinhal através de
fibras aferentes de primeira ordem, classificadas de acordo com a sua estrutura, didmetro e
velocidade de conducdo (BASBAUM et al., 2009).

Existem duas principais classes de nociceptores: fibras C e as fibras A-56. As fibras C
caracterizam-se por serem amielinicas, de pequeno diametro (0.4 — 1.4 um/s), com velocidade
de conducgdo de 0,5 a 2,0 m/s, representando a maioria dos neurdnios sensoriais do sistema
nervoso periférico, responsivos ao calor e mecanicamente (fibras C polimodais), além da
presenca de fibras C sensiveis somente ao calor (nociceptores silenciosos), com limiares de
dor altos e que desenvolvem sensibilidade mecéanica apenas em um cenario de lesdo ou
processo inflamatorio. J& as fibras A-3 sdo mielinizadas, de didmetro médio (2.0 a 6.0 um),
maior velocidade de condugéo (12 a 30 m/s), transmitindo informacdes de alta intensidade e
baixa laténcia, mediando a resposta dolorosa rapida (dor aguda). Além disso, as fibras A-6
podem ser divididas em dois grupos: tipo I, que correspondem a nociceptores mecénicos de
alto limiar, respondem a estimulos mecanicos quanto quimicos, além de limiares de calor. J& 0
tipo Il possui limiar de calor mais baixo, porém um limiar mecénico alto (JULIUS;
BASBAUM., 2001; SCHAIBLE et al., 2004; VANDERAH., 2007; RODRIGUEZ et al.,
2015).

Acredita-se que devido as diferencas na velocidade de conducdo entre as fibras, os

sinais das fibras A-3 chegam & medula espinhal antes dos da fibra C e que o estimulo doloroso
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possibilita duas sensagdes de dor sucessivas e possivelmente distintas. Nas evidéncias vindas
de estudos experimentais quando realizada a estimulacdo das fibras A, a sensacdo de dor
acentuada é caracterizada em picada, ja nas fibras C uma sensacdo fraca em queimacao
dolorida é descrita. O potencial de acdo conduzido por essas fibras leva a despolarizacdo da
membrana, resultado da saida de potassio e entrada de sédio na célula; dessa forma a
polaridade elétrica é adquirida e facilitando a chegada do sinal ao cérebro (JULIUS;
BASBAUM., 2001; SCHAIBLE et al., 2004; VANDERAH., 2007; RODRIGUEZ et al.,
2015). Todos os neurdnios sensoriais primarios possuem um corpo celular na raiz dorsal que
dao origem a um unico ax6nio que inerva o tecido alvo periférico ao SNC. O impulso elétrico
disparado percorre toda a fibra nervosa até atingir neurdnios nociceptivos de segunda ordem
(BASBAUM; JULIUS., 20086).

A terceira fase é a percepcdo que chega ao cérebro em forma de sinapses para os
neurénios. O principal neurotransmissor excitatorio em todos os nociceptores é o glutamato,
porém as fibras podem ser sensibilizadas por outras substdncias como a substincia P e
peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP). A percepgdo é sentida por duas vias, a
primeira caracterizada por um sinal que vai do tdlamo ao cortex sensorial primario,
caracterizando o componente discriminativo, ou seja, a codificacdo e analise quanto a
natureza, localizagdo, intensidade e duracdo do estimulo nociceptivo. Em areas corticais
limbidas o aspecto afetivo-motivacional percebido gera o carater desagradavel e doloroso
(CROSS., 1994; JULIUS; BASBAUM., 2001; SCHAIBLE et al., 2004; VANDERAH., 2007;
RODRIGUEZ et al., 2015; KANIA et al., 2021).

O sistema de modulacdo ¢ a ultima fase, ocorrendo em neurénios localizados no dorso
posterior da medula espinhal que modulam as transmissdes nociceptivas. A liberagdo de
substancias como serotonina (5-HT) e norepinefrina ativa os opiaceos endogenos (encefalinas,
enddgenos podem atuar em terminacdes pré-sinapticas e pdés-sinapticas de nociceptores,
capazes de bloquear os canais de célcio controlados por voltagem, bem como aumentar o
efluxo de potassio (hiperpolarizacao) resultando na analgesia. Em individuos que relatam néo
sentir dor em condicOes de estresse, ou em situacdes que a dor apresenta-se de forma leve, a
ativacdo do sistema modulador demonstra ser suficiente (CROSS., 1994; JULIUS;
BASBAUM., 2001; SCHAIBLE et al., 2004; VANDERAH., 2007; RODRIGUEZ et al.,
2015).
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Processos que atuam como alerta para a melhor resposta a dor sdo conhecidos como
facilitacdo e inibicdo: a facilitacdo leva ao comportamento protetor e inconsciente de
sinalizacdo ao individuo sobre lesdo ao tecido, ajudando no desempenho de reacdes
comportamentais como a de fuga ou luta contra o fator prejudicial. J& a inibicdo é
caracterizada por periodos de ameaca, onde a transmissao de informac6es (sinaptica) é inibida
e assim, evita o comprometimento de funcbes e diminuicdo da dor (RODRIGUEZ et al.,
2015).

Os efeitos farmacoldgicos de drogas opioides ou efeitos bioldgicos dos peptideos
enddgenos iniciam-se atraves da ligacdo e ativacdo dos receptores opioides ligados a
membrana, encontrados principalmente no sistema nervoso central (SNC) e periférico.
Pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G, classificados em trés diferentes
tipos: u (Mu), 6 (Delta) e x (Kappa), exibindo cerca de 60% de semelhancas nas sequéncias
de aminoacidos e perfis de seletividade a ligantes especificos, alem de padrfes de distribuicdo
neuroanatdmica. Do ponto de vista clinico, o receptor pu tém grande importancia, uma vez que
os analgésicos mais potentes como morfina, fentanil e metadona provocam efeitos
farmacoldgicos de analgesia, bem como o uso prolongado ou excessivo levam ao

desenvolvimento da tolerancia e a dependéncia fisica (WEI et al., 2004; SONG et al., 2017).

2.4.2 Modelos experimentais de dor

Pelo fato do processo de dor apresentar diferentes vias de sinalizacdo, € necessario
empregar modelos experimentais que diferenciem as possiveis acfes analgésicas das
substancias em estudo, sejam elas por mecanismos centrais ou periféricos. Por ndo serem
capazes de expressar os componentes subjetivos da dor, os animais sdo avaliados de acordo
com a maneira que se comportam (nocicepc¢éo) diante dos testes (KANDEL et al., 2003).

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético € um modelo ndo
seletivo amplamente utilizado para triagem de novos agentes antinociceptivos. Estimulos
nocivos como a injecao intraperitoneal de acido acético desencadeia um processo irritativo em
superficies viscerais, aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de mediadores
inflamatdrios, incluindo a bradicinina, histamina, serotonina, substancia P e prostaglandinas.
Contribuem para a ativacdo das terminacGes nervosas, as quais sdo responsaveis pela dor
periférica e o desenvolvimento das contor¢cbes abdominais (CATERINA et al.,, 1997;
BHUIYAN et al., 2020).
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O teste de formalina é amplamente utilizado para medir a efetividade de candidatos a
agentes antinociceptivos, apresentando facil execucdo e possibilitando a avaliacdo de
respostas comportamentais relacionadas a dor. A vantagem deste teste € a possibilidade de
avaliar e diferenciar os dois tipos de dor: neurogénica e inflamatoria. A fase inicial aguda
(neurogénica) acontece nos primeiros 5 minutos apos a inje¢do da formalina e leva a ativacdo
de neurdnios aferentes primarios, estimulando de maneira direta 0s nociceptores, e a liberagdo
da substancia P. Apos isso, por um periodo de cerca de 10 minutos, chamado de quiescéncia,
ocorre a inibicdo da transmissdo nociceptiva pelos circuitos supra espinhais e espinhais e,
assim, h4 uma reducdo temporéria da dor. Posteriormente, tem inicio uma fase mais
prolongada (inflamatoria) que ocorre entre 15 e 30 minutos apdés o estimulo e envolve a
liberagdo de varios mediadores quimicos, incluindo a serotonina, bradicinina, histamina e
prostaglandinas, desencadeando um processo inflamatério nos tecidos periféricos e levando a
alteracdes no processamento central da nocicepgdo, prolongando assim o comportamento
doloroso nessa fase (HUNSKAAR, HOLE., 1987; TIOLSEN et al., 1992; TIOLSEN et al.,
1997; FISCHER et al., 2014). Drogas de acao central, como opioides, inibem ambas as fases,
enquanto as drogas que agem na periferia, como AINES e corticoides, inibem especialmente a
fase inflamatoria (GARCIA et al., 2004).

No teste de imersdo da cauda (tail-flick), a temperatura € o estimulo nociceptivo que
provoca 0 movimento de retirada da cauda da agua. Os nociceptores sdo estimulados
principalmente as fibras polimodais C que percorrem para neurdnios espinhais e sistemas
neurais superiores, resultando na percepc¢do do calor. Por esse motivo, o teste € aplicado para
avaliagdo de compostos com efeito analgésico central, semelhantes aos promovidos por
analgésicos opioides, que aumentam o tempo de laténcia de retirada da cauda (LYNN et al.,
1995; OLIVEIRA et al., 2009).

2.4.3 Lectinas com agdo antinociceptiva

Lectinas também tém apresentado atividade antinociceptiva. Um exemplo é a lectina
de sementes de Canna limbata (CLL; 0,1, 1, 5 e 10 mg/kg por via oral), que apresentou
potencial analgésico por mecanismos periféricos, diminuindo o nimero de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético em 60,3, 52,1, 70,8, 76,1%, respectivamente. No teste

de formalina, causou a reducdo no tempo de lambida da pata de camundongos na fase
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inflamatoria em 48,1, 66,1, 69,6, 79,5%. Além da diminuicdo da migracdo celular para a
cavidade peritoneal induzida por Zymosan A. Porém, CCL ndo aumentou o tempo de laténcia
dos camundongos sobre a placa quente (ARAUJO et al., 2013).

Lectina de folhas de Bauhinia monandra (BmoLL; 15, 30 e 60 mg/kg por via
intraperitoneal) reduziu significativamente o namero de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético em camundongos Swiss em 43,1, 50,1 e 71,3%, respectivamente. Nas doses de
30 e 60 mg/kg, aumentou o tempo de laténcia no teste da placa quente, 90 minutos apos a
administracdo. Foi sugerido um efeito analgésico periférico atribuido a inibicdo dos
mediadores inflamatorios, alem da agdo central através da interagdo da lectina aos receptores
envolvidos na nocicepcdo (CAMPOS et al., 2016).

Estudo realizado por Figueiredo et al (2009) mostrou que a lectina de sementes de
Canavalia boliviana (CboL; 1, 5 e 10 mg/kg i.v.) reduziu as contor¢des abdominais em 60, 63
e 64%, além de ter sua agdo revertida por seu carboidrato de ligacdo, a glicose. O efeito
antinociceptivo foi significativo em ambas as fases do teste de formalina. Teve acéo
analgésica central com o aumento do periodo de laténcia em resposta a estimulos térmicos nos
testes de placa quente e imersdo de cauda, além da provavel acdo ser por interacdo com
receptores opioides.

Nascimento et al (2015) estudaram o efeito antinociceptivo da lectina de sementes de
Andira anthelmia (AAL; 0,01, 0,1 e 1 mg/kg i.v.) que reduziu as contor¢fes abdominais
induzidas por &cido acético em 68, 46 e 74% em camundongos. AAL (0.1 mg/kg) diminuiu o
tempo de lambida da pata apenas na fase inflamatdria (48%) e sua associacdo a D-manose
bloqueou sua atividade. A lectina de sementes de Canavalia grandiflora (ConGf; 1, 10 e 100
mg/kg v.0) diminuiu o nimero de contorg¢des induzidas por &cido acético em 70, 40 e 54 %, e
na presenca do seu agucar de ligagdo a-D-metil-manosideo teve o efeito antinociceptivo
bloqueado (HOLANDA et al., 2009).

Lectina de sementes de Lonchocarpus araripensis (LAL; 0,1, 1 e 10 mg/kg i.v) em
resposta a formalina, diminuiu o tempo de lambida da pata em 46, 70 e 79 %, também reduziu
na concentracdo de 10 mg/kg o tempo de lambida da pata induzida pela capsaicina em 50 % e

nédo inibiu a nocicepcdo nos testes de placa quente (AMORIM et al., 2016).
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3 RESULTADOS

Os resultados dessa dissertacao sdo apresentados na forma de artigos.

3.1 ARTIGO 1- EFEITOS DA LECTINA DE FOLHAS DA Schinus terebinthifolia Raddi.
SOBRE LINHAGENS TUMORAIS LEUCEMICAS E CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS (CTMS) HUMANAS

Efeitos da lectina de folhas da Schinus terebinthifolia Raddi. sobre linhagens tumorais

leucémicas e células-tronco mesenquimais (CTMs) humanas
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Resumo

Lectinas sdo proteinas que reconhecem carboidratos de maneira reversivel e especifica, sendo
capazes de distinguir diferentes padrbes de glicosilacdo nas superficies celulares e induzir
diversos tipos de respostas. A lectina de folhas de Schinus terebinthifolia (SteLL) possui
diferentes atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana, imunomoduladora e antitumoral.
Esse estudo teve como objetivo investigar os efeitos de SteLL na viabilidade de células
leucémicas humanas (K562, leucemia mieloide crbnica; JURKAT, leucemia linfoblastica

aguda) e células tronco mesenquimais (CTMs) isoladas de corddo umbilical humano, assim
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como investigar possiveis efeitos imunomoduladores sobre as CTMs. A citotoxicidade de
SteLL foi avaliada pelo ensaio do MTT [brometo de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio] e/ou por avaliacdo de ocorréncia de apoptose e/ou necrose. Ainda, culturas
de CTMs tradadas com SteLL foram investigadas quanto a producéo de citocinas (IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL17A, IFN-y e TNF-a). SteLL (0,048-100 pg/mL) ndo alterou a viabilidade das
CTMs em nenhuma das concentra¢des, ndo induzindo apoptose ou necrose. Porém, ndo
modulou a liberagdo das citocinas. A lectina, nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL,
exerceu efeito citotdéxico sobre K562, induzindo apoptose em 92,3%, 92,3% e 97,7% das
células, respectivamente. Por outro lado, ndo foi citotoxica para JURKAT em nenhuma
concentracao.

(12,5-50 pg/mL). Em conclusdo, SteLL ndo ¢é toxica para CTMs, porém também nio teve
efeito imunomodulador sobre elas, mas apresentou potencial in vitro para reduzir a

viabilidade de células de leucemia mieloide cronica.

Palavras-chave: anticancer; células-tronco mesenquimais; lectina; aroeira-da-praia.

Introducéo

Células-tronco sdo capazes de autorrenovacgdo e diferenciacdo em diferentes tipos
celulares. No campo da terapia celular, essas células se destacam pelos resultados promissores
na recuperacdo e cura de diversas doencas (ZWETSLOOT et al., 2016; MOCHIDA et al.,
2020). Em estudo experimental realizado por Xifro et al. (2016) a infusdo de células-tronco
isoladas da medula 6ssea no mesencéfalo melhorou significativamente a perda e a
funcionalidade de neurdnios dopaminérgicos em modelo de doenca de Parkinson em
camundongos. As células-tronco mesengquimais (CTMSs) podem ser isoladas de quase todos 0s
tecidos do organismo humano, incluindo corddo umbilical, medula dssea, tecido adiposo e
tecidos dentarios (MURRAY; PEAULT, 2015; CHULPANOVA et al., 2018). Consideradas
multipotentes, diferenciam-se em diferentes linhagens mesenquimais (osteogénicas,
condrogénicas, adipogénicas), além de apresentar propriedades imunomoduladoras Uteis para
terapias de doencas degenerativas e cancer (PITTENGER et al., 2004; CHAO et al., 2012 ;
DING et al., 2015; CHEN et al., 2018; LIN et al., 2019).
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Estudos pré-clinicos mostram que as CTMs modulam as respostas imune inata e
adaptativa em varias doencas, inibindo respostas pré-inflamatorias e estimulando a respostas
anti-inflamatdrias. No microambiente celular, as CTMs secretam uma gama de quimiocinas,
citocinas, fatores de crescimento, bem como moléculas da matriz extracelular, que possuem
propriedades terapéuticas Uteis (ENGLISH., 2013; DABROWSKA et al., 2021).

Modulam a funcionalidade de células apresentadoras de antigenos, células T e células
NK (Natural Killer), principalmente por efeitos imunossupressores (RASMUSSON., 2006;
ENGELA et al.,, 2012). As CTMs sdo capazes de migrar para locais lesionados ou de
inflamag&o em resposta aos mediadores inflamatdrios. Exercem efeitos reparadores por meio
da transdiferenciagdo de células especificas do tecido ou por secrecdo de fatores
imunorreguladores que facilitam o restabelecimento da homeostase tecidual (WANG et al.,
2014). Acredita-se que as agbes ocorrem tanto por contato celular em resposta as células
imunes quanto pela secrecdo de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (ENGELA et
al., 2012). Estudo realizado por Raffaghello et al. (2008) demonstrou que CTMs isoladas da
medula dssea inibem a apoptose de neutrofilos ativados, e que o principal fator sollvel
derivado das CTMs foi a IL-6. Nesse caso, essa célula exerceu ac¢do anti-apoptética por meio
dos fatores soluveis, sem a necessidade de contato celtla-célula.

As lectinas sdo proteinas capazes de reconhecer e se ligar a carboidratos de forma
especifica e reversivel, sem modifica-los bioquimicamente (LIU; BIAN; BAO, 2010;
KARNCHANATAT et al, 2012; MACEDO et al.,, 2015). Lectinas de plantas sdo
amplamente estudadas e apresentam varias atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana,
antitumoral e imunomoduladora (MOURA et al., 2017; PROCOPIO et al., 2017; PATRIOTA
et al., 2017; AHMED et al., 2017). Pesquisas envolvendo lectinas e células-tronco sdo
estimuladas pelo potencial das lectinas de reconhecer carboidratos presentes em praticamente
todas as membranas celulares (MIKKOLA et al.,, 2012). Microarray de alta densidade
utilizando lectinas demonstrou ser Util para o reconhecimento de diferentes células-tronco
(TATENO et al., 2011; HASEHIRA, HIRABAYASHI, TATENO, 2017). A lectina de
Erythrina cristagalli (ECA) serviu como matriz de suporte para proliferacdo e aumentou a
eficiéncia do plaqueamento de células-tronco pluripotentes e células-tronco embrionarias
humanas (MIKKOLA et al., 2012).

O cancer é uma das principais causas de morte em todo mundo, sendo responsavel por

quase 10 milhdes de mortes somente no ano de 2020 (OMS, 2020). Diante da complexidade
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do céncer, os tratamentos empregados dependem da localizacdo, fatores de riscos, gravidade e
o tipo tumoral, estes incluem: agentes quimioterapicos, radioterapia, remocdo cirurgica,
dentre outros. Porém, sdo terapias agressivas que muitas vezes acometem as células normais e
causam efeitos colaterais graves, além da resisténcia que alguns tumores adquirem as drogas
(TESSMANN et al.,, 2017; SHIVAMADHU et al.,, 2017). A busca por novas moléculas,
menos agressivas, que sejam capazes de combater diferentes tipos de canceres e melhorem a
seletividade celular, é o que impulsionam pesquisas em todo o mundo (SHIVAMADHU et
al., 2017). As lectinas encontram-se entre esses compostos e tém se destacado por
apresentarem efeitos citotoxicos in vitro contra linhagens tumorais, acéo antitumoral in vivo
em modelos tumorais e auxiliarem no diagndstico, monitoramento da progresséo e evolucdo
do cancer (PROCOPIO et al., 2017; POIROUX et al., 2017; PATRIOTA et al., 2021).
Lectinas sdo capazes de reconhecer especificamente as mudancgas nos padrdes de glicosilagao
nas membranas das células tumorais, e resultam em respostas efetivas como a de ativacéo de
mecanismos para indugcdo de morte celular e a inibicdo do crescimento tumoral
(MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020; PATRIOTA et al., 2021).

A lectina isolada de folhas da Schinus terebinthifolia Raddi (SteLL) é uma
glicoproteina de massa molecular de 12,4 kDa (GOMES et al., 2013; SANTOS et al., 2020).
Diversas atividades bioldgicas vém sendo descritas para SteLL, incluindo o efeito citotdxico
in vitro contra células de sarcoma-180 e antitumoral in vivo em camundongos portadores
desse tumor (RAMOS et al., 2019) e reducdo da hiperalgesia em modelo de dor oncogénica
(RAMOS et al., 2020). Além disso, SteLL ndo apresentou citotoxicidade em esplendcitos de
camundongos, estimulando a liberagdo de interleucinas (IL-2, IL-4 e IL-17A), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e reduzindo a secre¢do de Oxido
nitrico (NO) (SANTOS et al., 2020). Essa lectina também ndo foi citotoxica para macrofagos
de camundongos, e estimulou a libera¢do das citocinas IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a, NO ¢
anion superoxido (LIMA et al., 2019).

Os relatos do potencial antitumoral e imunomodulador de SteLL estimulam a
investigacdo da atividade citotoxica de SteLL em linhagens tumorais leucémicas (K562 -
leucemia mieldide crénica; JURKAT- leucemia linfoblastica aguda) e em células-tronco
mesenquimais (CTMs) isoladas de corddo umbilical humano, bem como a capacidade de

SteLL em modular a producéo de citocinas pelas CTMs.
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Materiais e métodos

Isolamento da SteLL

Folhas de S. terebinthifolia Raddi. foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Pernambuco, na cidade do Recife, Brasil com autorizagdo (n°® 36301) do Instituto
Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade. O acesso foi registrado (AED6BF8) no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado. Um exemplar da espécie foi arquivado (n° 73.431) no Instituto Agrondmico de
Pernambuco. As folhas foram lavadas com agua corrente e em seguida com agua destilada.
Secas por 4 dias & 28 °C e depois trituradas até a obtencdo de uma farinha com auxilio de
processador industrial. Para obtengéo do extrato, a farinha foi suspensa na proporcdo de 10%
(v/v) em NaCl 0,15 M e apds homogeneizagdo por 16 h a 4 °C e centrifugagdo por (15 min,
9000 g, 4°C), foi obtido o extrato proteico.

SteLL foi isolada de acordo com o protocolo descrito por Gomes et al. (2013). O
extrato proteico (45 mg) foi aplicado em uma coluna (7,5 x 1,5 cm) de quitina (Sigma-
Aldrich, EUA) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M. Posteriormente, a coluna foi
lavada com o objetivo de remover as proteinas ndo ligadas e, em seguida, SteLL foi eluida
com &cido acetico 1,0 M. As fragbes coletadas foram acompanhadas quanto a absorbancia
(280 nm). SteLL foi dialisada contra agua destilada por cerca de 6 h em uma membrana de
celulose (Sigma-Aldrich, EUA), liofilizada e posteriormente ressuspendida em solucéo salina

tamponada com fosfato (PBS).

Determinacao da atividade hemaglutinante (HA) e concentragao proteica

A capacidade de ligacdo a carboidratos de SteL L foi determinada através do ensaio de
atividade hemaglutinante (HA) conforme descrito por Procépio et al. (2017) utilizando
suspensao de eritrocitos de coelhos tratados com glutaraldeido. A concentracdo de proteinas
foi determinada pelo método descrito por Lowry et al. (1951) usando uma curva padrao de

albumina bovina (31.25-500 pg/mL).
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Coleta do corddo umbilical humano

As células-tronco mesenquimais (CTMs) foram isoladas de corddo umbilical humano
coletados em partos cesareos ocorridos no Hospital D’Avila, na cidade do Recife,
Pernambuco, Brasil. As mées doadoras assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
— CEP/CCS/UFPE (90172918.3.0000.5208). Os corddes foram transportados ao laboratério
em um recipiente estéril contendo solugdo salina com EDTA (2mM) e antibidticos —
penicilina (150 U/ml), estreptomicina (150 pg/mL) e anfotericina (5 pg/ml) — sendo

processados em até 6 h apds o parto.

Isolamento e cultivo das CTMs

Para isolar as células, os corddes foram lavados e as veias perfundidas com PBS.
Entéo, os corddes foram cortados em pequenos pedagos longitudinalmente (aproximadamente
2 cm de comprimento) removendo veias e artérias, que foram descartadas. O tecido contendo
a geleia de Wharton foi entdo fragmentado e transferido para garrafas de cultura estéreis (75
cm?) contendo meio DMEM-low glucose (Gibco) suplementado com soro fetal bovino (SBF;
10% v/v), fator de nutrientes Ham's F-12 (20% v/v; Gibco) e os antibioticos penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), sendo mantidos em estufa a 37 °C, 80% de umidade e
5% de CO,. O método de isolamento das CTMs foi realizado sem tratamento enzimatico,
baseado na migragdo espontanea das células do tecido e sua propriedade de aderéncia ao
plastico com uma média de duracdo de 21 dias. A identificacdo foi realizada pelas
caracteristicas conhecidas de CTMs tais como habilidade de aderéncia ao pléastico, morfologia

(aspecto fibroblastoide) e por imunofenotipagem.

Avaliacéo da citotoxicidade in vitro em CTMs tratadas com SteLL

CTMs (10° células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos em meio DMEM

low glucose e incubadas em estufa (37°C, 5% de CO,) por um periodo de 24 h para aderéncia
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a placa. Apds esse periodo, SteLL foi ressuspendida no meio de cultura e adicionada nas
placas em diluicdo seriada para atingir concentracdes finais entre de 0,048 e 100 pg/mL nos
pocos. Pocos contendo apenas células e meio de cultura foram usados como controle
negativo. As placas foram incubadas novamente durante o periodo de 24 e 48 h. Em seguida,
o teste de MTT (brometo de [3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) foi realizado para
avaliacdo da citotoxicidade (PRABST et al., 2017). Ap0s cada periodo de incubacdo, o MTT
(20uL; 5 mg/mL) foi adicionado aos pogos € a placa incubada por 4 h. Em seguida, todo o
meio foi retirado e dimetil sulfoxido (DMSO, 100 pL) adicionado para solubilizar os cristais
de formazan formados. A leitura da absorbancia (590 nm) foi realizada em leitor de

microplacas. Cada experimento foi realizado em triplicata.

Analise de morte celular em CTMs tratadas com SteLL

CTMs foram cultivadas em placas de 6 pogcos em meio DMEM low glucose e
incubadas em estufa (37 °C, 5% de CO;) por um periodo de 24 h para aderéncia a placa. Apos
esse periodo, as células foram tratadas com SteL L (50 pg/mL). Pogos contendo apenas células
e meio de cultura foram usados como controle negativo. Apos o tratamento, as placas foram
incubadas em estufa por 24 h. Em seguida, as células foram coletadas utilizando tripsina
(Gibco) e incubadas novamente em estufa por 5 min para a dissociagdo de células da placa. A
seguir, as CTMs foram coletadas, lavadas em PBS e centrifugadas (3000 rpm, 10 min). A
ocorréncia de apoptose e/ou necrose foi entdo avaliada utilizando o kit Annexin V-FITC/PI
(Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante. Assim, o sedimento obtido foi
ressuspendido em 300 uL do tampao de ligacdo (50 mM HEPES, 700 mM NacCl, 12.5 mM
CaCl2, pH 7,4) e transferido para tubos de citometria. Anexina V conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (AnnV-FITC) e iodeto de propideo (PI) foram adicionados. A
analise foi realizada no citobmetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) com coleta de
10.000 eventos e analisados no proprio software. Células duplamente marcadas foram
consideradas em apoptose tardia; células marcadas apenas com AnnV-FITC foram
consideradas em estagio inicial de apoptose; células marcadas apenas com Pl foram
consideradas em processo de necrose; e células ndo marcadas foram consideradas viaveis.

Cada experimento foi realizado em triplicata.
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Dosagem de citocinas em sobrenadantes de culturas de CTMs

Sobrenadantes de culturas de CTMs, na auséncia ou presenca de SteLL (50 pg/mL)
apols 24 h de tratamento, foram coletados para quantificacdo de citocinas utilizando o kit de
citocinas humanas Th1/Th2/Th17 -CBA (BD Biosciences, EUA) para deteccdo simultanea de
interleucinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL17A), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y). Os ensaios foram realizados de acordo com as instrucGes do
fabricante e dados foram adquiridos no citdmetro BD Accuri C6. Seis curvas padrao de

citocinas individuais (0-5000 pg/mL) foram realizadas para o ensaio.

Linhagens tumorais leucémicas

As linhagens celulares humanas K562 (leucemia mieloide cronica) e JURKAT
(leucemia linfoblastica aguda) foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil.
As células foram cultivadas em meio RPMI completo contendo 10% de SBF e 1% de solugéo

de antibioticos (estreptomicina a 100 pg/mL e penicilinaa 100 U/mL).

Avaliacdo de morte celular em linhagens tumorais leucémicas tratadas com SteLL

Células tumorais K562 (10° células/pogo) e JURKAT (10° células/poco) foram
cultivadas em microplacas de 24 pocos contendo meio RPMI 1640 com HEPES
suplementado com soro fetal bovino a 10% (p/v). Em seguida, a K562 foi tratada com StelLL
(12,5-50 pg/mL) e a JURKAT com SteLL (12,5-50ug/mL). Pogos contendo apenas células e
meio de cultura foram usados como controle negativo. Pogos tratados com etanol foram
usados como controle positivo de morte. Apés o periodo de incubagdo de 24 h em estufa
(37°C, 5% de CO,) as células foram lavadas com PBS e coletadas por centrifugacdo (5.000
rpm, 5 min) e avaliadas quanto a ocorréncia de apoptose e/ou necrose conforme descrito

acima.

Andlise estatistica
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Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism®, versdo 8.0,
expressos como média £ desvio padrdo (SD). As diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos foram calculadas aplicando-se a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
pos-teste de Tukey. O teste t foi utilizado para analisar os resultados do ensaio das citocinas.

Valores de p <0,05 indicaram significancia quando comparados ao controle.

Resultados e discussao

As CTMs sdo um tipo de células-tronco adultas, multipotentes, sendo consideradas
agentes terapéuticos celulares promissores, devido a suas propriedades de autorrenovacdo e
diferenciacdo em linhagens celulares (GAO et al., 2016; GAO et al., 2017). As lectinas séo
aplicadas em estudos com células-tronco devido a sua capacidade de reconhecimento e
ligacdo a carboidratos na superficie dessas células, sendo empregadas principalmente na
técnica de microarray visando a busca por novos biomarcadores (NAND et al., 2014; DANG
et al., 2020). Porém, € provavel que a interagdo de lectinas com receptores glicosilados nessas
células também levem a respostas intracelulares. Assim, nos propomos a avaliar os efeitos de
SteLL sobre a produgéo de citocinas por CTMs.

Inicialmente, avaliamos se SteL L causaria algum efeito citotoxico em CTMs isoladas
do corddo umbilical humano. CTMs ndo apresentaram reducdo significativa (p > 0,05) de
viabilidade celular apds tratadas com SteLL (0,048- 100 pg/mL) por um periodo de 24 h
(Figura 1A) e 48 h (Figura 1B). Assim, foi observado que SteLL ndo causou citotoxicidade
relevante em CTMs.

A fim de confirmar a auséncia de citotoxicidade e verificar se a lectina induz alguma
via de apoptose ou necrose nas CTMs, realizamos o ensaio de avaliacdo de morte celular
através de citometria de fluxo acoplada a marcacdes das células com Anexina V conjugada
com isotiocianato de fluoresceina (AnnV-FITC) e iodeto de propideo (PI). Como esperado,
ndo foram detectadas diferencas significativas no namero de células em necrose, apoptose
inicial ou apoptose tardia em comparacdo com o controle ndo tratado (Figura 2 A). A
viabilidade das CTMs tratadas com SteLL (50 pg/mL) foi de 97,4+0,9% (Figura 2B). Esse
resultado esta de acordo com estudos anteriores que mostraram que SteLL ndo apresenta
efeitos citotdxicos em células saudaveis. Santos et al. (2020) mostraram que SteLL (3.12-50

png/mL) ndo é citotdxica para esplenocitos de camundongos e a viabilidade de macrofagos
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isolados de camundongos ndo foi afetada por SteLL (2,0-16,0 pg/mL) segundo Lima et al.
(2019).
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Figura 1- Avaliacdo da viabilidade de CTMs tratadas com diferentes concentragbes de SteLL (0,048-100
png/mL) por 24 h (A) e 48 h (B), através do ensaio do MTT. As barras representam a média da viabilidade celular
(%) * desvio padrdo para trés experimentos independentes realizados em triplicata, considerando o grupo

controle como 100% de viabilidade.
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Figura 2- Avaliacdo da citotoxicidade de SteLL para células tronco mesenquimais (CTMs). (A) Dot plot
representativo do ensaio de avaliacdo de morte celular com dupla marcacgéo - anexina V (AnnV) e iodeto de
propideo (PI) de culturas de CTMs humanas na auséncia (controle) e presenca de SteLL (50 pg/mL) por 24 h.
(B) Percentual de CTMs com dupla marcacdo (AnnV*/PI*). As barras representam a média da morte celular (%)

+ desvio padrdo para trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Avaliagbes da citotoxicidade de outras lectinas para CTMs tém sido descritas. A
lectina de frondes de Microgramma vacciniifolia (MvFL) nédo apresentou citotoxicidade para
CTMs em concentragdes de 0,1-50 pg/mL, porém a 100 pg/mL reduziu a viabilidade para

80%. Porém, MVFL ndo induziu apoptose ou necrose nessas células (SILVA et al., 2020). A
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lectina isolada da entrecasca da Crataeva tapia (CrataBL; 100 puM) tambeém afetou
significativamente a viabilidade de CTMs ap06s 24 h de tratamento, contudo, ndo induziu
apoptose ou necrose (BONTURI et al., 2019). A lectina de Viscum album coloratum (VCA,;
1-10 pg/mL) ndo apresentou efeito citotoxico e aumentou a autorrenovagéo e proliferagdo de
CTMs, por interferir na expressdo de fatores envolvidos no controle do ciclo celular (CHOI et
al., 2012). Em outro estudo, realizado por Kim e colaboradores (2019), foi demonstrado que
ema VCA (10 pg/mL) aumenta a viabilidade de CTMs.

As CTMs produziram citocinas pré-inflamatorias (TNF-o e IFN-y, IL-2, IL-6, IL-17) e
anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), porém os niveis de secrecdo dessas citocinas ndo foram
alterados significativamente apos tratamento com SteLL (50 pg/mL) (Figura 3). Em estudos
anteriores SteLL (12,5 ng/mL) demonstrou capacidade de estimular a liberacdo de citocinas
(IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a), NO e anion superoxido em cultura de macrofagos isolados de
camundongos. Além disso, estimulou a producéo de IL-17A, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-2 em
cultura de esplendcitos isolados de camundongos (LIMA et al., 2019; SANTOS et al., 2020).
Nossos resultados mostram que acdo imunomoduladora de SteLL apresenta especificidades
com relacdo ao tipo celular. Alguns estudos mostram que as lectinas podem exercer efeito
imunomodulador em culturas celulares de CTMs. A lectina VCA (1 pg/ml) aumentou a
expressdo da IL-6, uma citocina de perfil pré-inflamatorio envolvida na estimulagdo da
proliferacdo das CTMs (KIM et al., 2019). Por outro lado, CrataBL reduziu a secre¢édo de
citocinas (IL-6, IL-8) nas concentractes de 50 e 100 uM (BONTURI et al., 2019).

As leucemias representam as neoplasias hematoldgicas e podem se manifestar de
forma aguda ou cronica. Os progenitores hematopoiéticos sdo capazes da autorrenovacao e
diferenciagdo em linhagens celulares que constituem o sistema hematopoiético. Porém, nas
leucemias essas células param de responder aos fatores externos dentro do microambiente da
medula Ossea, desencadeando o descontrole desses processos, inclusive de apoptose.
Consequentemente, o crescimento desordenado na medula 6ssea, contribui para que as células
imaturas sejam encontradas no sangue periférico (WONG et al.,, 2018). SteLL (reduziu
significativamente (p < 0,0001) a viabilidade de células da linhagem K562 em comparacao
com o controle (Figura 4A). A viabilidade da linhagem JURKAT ndo sofreu reducgédo

significativa na presenca de SteLL, em nenhuma das concentrag6es (Figura 4B).
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Figura 3- Avaliacdo dos niveis de citocinas de perfil pré-inflamatério (TNF-a ¢ IFN-y, IL-2, IL-6, IL-17) e anti-
inflamatério (IL-4 e 1L-10) em sobrenadantes de culturas de CTMs humanas na auséncia (controle) e na
presenca de SteLL (50 pg/mL) por 24 h. As barras representam a média da concentraco de citocinas (pg/mL) £

desvio padrdo para trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 4- Investigacdo de morte celular em culturas de linhagens tumorais leucémicas tratadas com SteLL por
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tardia. As barras representam a média de morte celular + desvio padrdo para trés experimentos independentes
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realizados em triplicata. (****) indica diferenca significativa (p < 0.0001) em comparacédo ao controle. (C) Dot
plot representativo do ensaio de avaliacdo de morte celular com dupla marcacédo - anexina V (AnnV) e iodeto de
propidio (PI) de culturas da linhagem tumoral K562. Controle (apenas células e meio) e células tratadas com
SteLL (12.5 pg/mL), SteLL (25 pg/mL) e SteLL (50 pg/mL) por 24 h.

Conforme apresentado na Figura (4C), a principal via de morte induzida por SteLL na
linhagem K562 foi apoptose. Esse resultado esta de acordo com o estudo realizado por Ramos
et al. (2019) no qual SteL L apresentou citotoxicidade contra células de Sarcoma 180 (IC50:

8.30 pg/mL), por meio da inducdo de apoptose. Outras lectinas sdo capazes de induzir
apoptose em células tumorais (AHMED et al., 2017; KABIR et al.,2019; ISLAM et al., 2018).

A apoptose € caracterizada por ser um mecanismo de morte celular bastante regulado,
tem como objetivo a remog&o tanto de células que sofreram estresses e/ou danos, bem como é
atil na renovagdo e desenvolvimento celular. Ocorre principalmente por duas vias, a primeira
desencadeada por ativacdo de receptores de morte presentes na superficie celular (via
extrinseca) e pela via dependente da mitocdndria (via intrinseca) (JIANG et al., 2015).

A capacidade de ligacdo das lectinas é altamente especifica a carboidratos, o que
permite o reconhecimento de diferengas entre os receptores glicoproteicos expressos em
membranas de células tumorais e ndo tumorais. A interacao de lectinas com glicoconjugados
presentes nas superficies de células tumorais podem causar respostas intracelulares que levam
a apoptose e inibicdo do crescimento tumoral (MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020;
PATRIOTA et al., 2021). Ainda, essa especificidade pode explicar o fato de SteLL ter sido
ativo contra K562 e nédo contra JURKAT.

Lectina isolada da esponja marinha Cliona varians (CvL; 1-150 pg/mL) inibiu o
crescimento de células leucémicas K562 e JURKAT, com Clsp de 70 e 100 pg/mL,
respectivamente. Apds o periodo de 72 h de incubagdo com a lectina, a morte celular de K562
foi induzida por apoptose (QUEIROZ et al., 2009). Lectina de raizes de Astragalus
membranaceus (AML; 20 ug/mL) causou apoptose na linhagem K562 de maneira dependente
do tempo, sendo detectadas alteracGes morfoldégicas como a condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear e corpos apoptdticos foram observadas por microscopia de
fluorescéncia (HUANG et al., 2012). Lectina de foliolos de Calliandra surinamensis (CasulL)
reduziu a viabilidade das linhagens K562 ap6s 72 horas de incubacdo, apresentando Clso de

5.7 pg/mL (PROCOPIO et al., 2017).
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Conclusao

SteLL ndo foi citotoxica para CTMs nem interferiu na capacidade dessas células em
produzir citocinas. Essa lectina apresentou agdo citotdxica na linhagem tumoral leucémica
K562 por meio da inducdo de apoptose. Estudos futuros podem ser realizados para investigar
possiveis efeitos de SteLL na diferenciacdo de CTMs, bem como para esclarecer 0s

mecanismos envolvidos na atividade antineoplasica da lectina.
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3.2 ARTIGO 2- EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA LECTINA DE FOLHAS DA Schinus
terebinthifolia RADDI. (ANACARDIACEAE) EM CAMUNDONGOS

Efeito antinociceptivo da lectina de folhas da Schinus terebinthifolia Raddi.

(Anacardiaceae) em camundongos

Amanda de Oliveira Marinho?, Jéssica de Santana Brito?, Abdénego Rodrigues da Silva?,
Suéllen Pedrosa da Silva?, Alisson Macario de Oliveira?, Patricia Maria Guedes Paiva?,

Leydianne Leite de Siqueira Patriota®, Thiago Henrique Napoledo®

aDepartamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil.

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antinociceptiva da lectina de folhas da
Schinus terebinthifolia (SteLL) através de modelos experimentais agudos de nocicepcao
periférica e central em camundongos. Os animais foram tratados por via intraperitoneal com
PBS (controle), indometacina (20 mg/kg), morfina (10 mg/kg) ou SteLL (1, 5 e 10 mg/kg).
Para triagem dos efeitos antinociceptivos da lectina, foi utilizado o teste de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético. O teste de formalina foi usado para avaliar os efeitos
de SteLL na dor neurogénica (primeira fase) e na dor inflamatoria (segunda fase), bem como
para investigar o envolvimento do dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) e de
receptores opioides no efeito antinociceptivo. A fim de avaliar a antinocicepcéo central, foi
realizado o teste de imersdo de cauda. SteLL (1, 5 e 10 mg/kg) reduziu de maneira dose
dependente o namero de contorgdes induzidas por &cido acético em 84%, 90% e 100%. Na
primeira fase do teste de formalina, SteLL (1, 5 e 10 mg/kg) reduziu o tempo de lambida da
pata em 49%, 48% e 51%. Na segunda fase, SteLL (1 e 10 mg/kg) reduziu em 83% e 81%,
respectivamente. Esse efeito antinociceptivo foi revertido pela incubacdo prévia da lectina
com ovoalbumina (indicando possivel envolvimento do DRC) e pela administracdo de
naloxona (sugerindo uma modulacao via receptores opioides). No teste de imersdo de cauda,

SteLL (1, 5 e 10 mg/kg) reduziu a sensibilidade para a percepc¢do do estimulo térmico, mesmo
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apos 2 horas de sua aplicacdo. Em conclusdo, SteLL apresenta acdo analgésica periférica e
central. Esses resultados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de agentes
analgésicos utilizando a lectina.

Palavras-chave: dor; analgesia; opioides; lectina; aroeira da praia.

Introducéo

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, International
Association for the Study of Pain), a dor é definida como “uma experiéncia sensorial ou
emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita nos
termos de tal lesdao” (KANIA et al., 2021). A dor pode ser fisiolégica ou patolégica, sendo
uma resposta do Sistema Nervoso Central (SNC) desencadeada a partir de uma lesao tecidual
ou de um distdrbio emocional (ASSIS et al., 2020).

Diferentes intervengdes sdo empregadas para o alivio da dor, porém a abordagem
farmacoldgica € a mais utilizada. Dependendo do tipo e etiologia da dor, o tratamento €
realizado por drogas analgésicas de acdo central (ex. opioides) ou periférica (ex. anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, AINEs). Contudo, é enorme a incidéncia de efeitos colaterais
devido ao uso prolongado ou excessivo dessas substancias. Por exemplo, o acetominofeno
(paracetamol) é uma droga analgésica e antipirética amplamente utilizada no mundo e
considerada segura em niveis terapéuticos, mas em casos de overdoses possui potencial
hepatotoxico que pode progredir até a insuficiéncia hepéatica aguda (JAESCHKE et al., 2018;
RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2019).

Dessa forma, o controle da dor permanece como um desafio clinico e ha a necessidade
de se buscar novas opcdes terapéuticas para seu alivio. Nesse contexto, destacam-se 0s
produtos naturais, como aqueles derivados de plantas, que tém sido a fonte de maior sucesso
de potenciais medicamentos, por apresentarem mecanismos de acdo diferenciados para
diversos tipos de doengas e pela possibilidade de serem protétipos para a sintese de novas
biomoléculas (GOUVEIA et al., 2019). As plantas usadas na medicina popular para reducao
da dor contribuem para o direcionamento de estudos que buscam alternativas analgésicas a
base de plantas (FAWOLE et al., 2010; DZOYEM; ELOFF, 2015).

Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) é uma planta nativa da América do Sul

e Central que apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil e é popularmente conhecida
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como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira, pimenta brasileira ou pimenta-rosa (ANDRADE;
PONCELET; FERREIRA, 2017). No Brasil, a S. terebinthifolia Raddi encontra-se entre as 71
espécies de plantas medicinais relatadas pela Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) por seus efeitos benéficos a salde da
populacdo e contribuicdo efetiva para producao de fitoterapicos (CARVALHO et al., 2013).
Segundo a monografia da espécie disponibilizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), os chas das cascas e folhas sdo usados popularmente para tratar dor de
dente e dor de garganta (ANVISA, 2014). O uso de preparacdes & base dessa planta também
tem sido relatado para dores menstruais (ALBUQUERQUE et al., 2007).

PreparacGes obtidas das folhas da S. terebinthifolia apresentam atividade
antinociceptiva em modelos experimentais de dor. O extrato metandlico de folhas reduziu a
nocicepcao nas fases neurogénica e inflamatoria no modelo de nocicepcdo aguda induzida por
formalina; apresentou acdo antihiperalgesica em modelo de hiperalgesia mecénica induzida
por carragenina; e sobre a hiperalgesia mecanica em modelo de artrite, todos efeitos avaliados
em camundongos (OLIVEIRA-JR et al.,, 2020). Além disso, fracdo metandlica de folhas
demostrou acdo antinociceptiva por reduzir a nocicepcdo em modelo de dor neuropética
causada por lesdo do nervo ciatico em ratos (SCHEID et al., 2018).

Lectinas constituem um grupo de proteinas com capacidade de reconhecimento e
ligacdo a carboidratos e glicoconjugados, por possuirem pelo menos um dominio de
reconhecimento a carboidratos (DRC), ndo catalitico e que interage de maneira seletiva,
reversivel e sem alterar a estrutura dos aclcares (NASCIMENTO et al., 2020). Diversas
atividades bioldgicas sdo descritas para lectinas de plantas, incluindo a antinociceptiva. Por
exemplo, lectina de sementes de Andira anthelmia (AAL) apresentou acdo analgésica por
reduzir contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético e o tempo de lambida na fase
inflamatdria do teste de formalina em camundongos (NASCIMENTO et al., 2015). A lectina
de folhas Bauhinia monandra (BmoLL) reduziu as contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético e aumentou o tempo de laténcia no teste de placa quente em camundongos
(CAMPOS et al., 2016). Ja a lectina de sementes Abelmoschus esculentus (AEL) reduziu a
hipernocicepcdo inflamatéria induzida por formalina na articulagcdo temporomandibular de
ratos via receptores opioides k e & (ALVES et al., 2018).

As folhas de S. terebinthifolia Raddi contém uma lectina denominada StelLL, que é

uma glicoproteina de massa molecular nativa de 12,4 kDa, estavel diante de diferentes faixas
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de pH, temperatura e resistente a adi¢ao de ions (GOMES et al., 2013; SANTOS et al., 2020).
As potencialidades biomédicas e biotecnoldgicas de SteLL vém sendo descritas e incluem:
efeitos bacteriostatico e bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
antifungico frente a espécies de Candida (GOMES et al., 2013); a¢do citotoxica in vitro sobre
células de Sarcoma-180 e antitumoral in vivo em camundongos portadores de Sarcoma-180
(RAMOS et al.,, 2019); atividade imunomoduladora em esplendcitos de camundongos,
estimulando a liberagdo de interleucinas (IL-2, IL-4 e IL-17A), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e reduzindo a secre¢do de 0xido nitrico (SANTOS et al.,
2020); acdo anti-infecciosa e modulacdo da resposta imunoldgica em macrofagos de
camundongo infectados por Staphylococcus aureus, regulando a expressdo de IL-17A e IFN-y
(LIMA et al., 2019); e por fim agdo antinociceptiva em modelo de tumor ortopédico in vivo,
sendo capaz de diminuir a hiperalgesia (RAMOS et al., 2020).

Esse estudo anterior sobre a atividade antinociceptiva de SteLL em modelo
experimental de dor oncolégica constituiu em um estimulo para a continuidade de
investigacOes do potencial analgésico dessa lectina, bem como uma evidéncia de que ela pode
estar relacionada aos efeitos antinociceptivos relatados para as folhas de S. terebinthifolia. No
presente trabalho, investigamos inicialmente a atividade antinociceptiva in vivo de SteLL em
modelo de triagem ndo seletivo (teste de contor¢des abdominais induzido por &cido acético),
em modelo de nocicepcdo periférica (teste de formalina) e central (teste de imersdo de cauda).
Além disso, avaliamos o envolvimento do DRC da lectina e a participacdo de receptores da

via opioide no efeito antinociceptivo atravées do teste de formalina.

Materiais e Métodos

Material vegetal e isolamento de StelLL

Folhas de S. terebinthifolia Raddi. foram coletadas no campus da Universidade
Federal de Pernambuco, na cidade do Recife, Brasil com autorizagdo (n° 36301) do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade. O acesso foi registrado (AED6BF8) no
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado. Um exemplar da espécie foi arquivado (n°® 73,431) no Instituto Agrondmico de

Pernambuco.
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As folhas foram lavadas com &gua corrente e em seguida com agua destilada, secas
por 4 dias a 28 °C e depois trituradas até a obtencdo de uma farinha com auxilio de
processador industrial. Para obtencéo do extrato, a farinha foi suspensa na proporcao de 10%
(v/v) em NaCl 0,15 M e homogeneizada por 16 h a 4°C. Apds esse periodo, a suspensdo foi
centrifugada por (15 min, 9000g, 4 °C). SteLL foi isolada de acordo com o protocolo descrito
por Gomes et al. (2013). O extrato das folhas (45 mg) foi aplicado em uma coluna (7,5 x 1,5
cm) de quitina (Sigma-Aldrich, EUA) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M.
Posteriormente, a coluna foi lavada com o objetivo de remover as proteinas nao ligadas e, em
seguida, SteLL foi eluida com 4&cido acético a 1,0 M. As fracdes coletadas foram
acompanhadas quanto & absorbéancia (280 nm). As fracdes contendo SteLL isolada foram
reunidas e a lectina foi dialisada contra agua destilada por cerca de 6 h em uma membrana de
celulose (Sigma-Aldrich), liofilizada e posteriormente ressuspendida em solugdo salina

tamponada com fosfato (PBS).

Determinacao da atividade hemaglutinante (HA), inibicdo da AH e concentragdo proteica

A capacidade de ligacdo a carboidratos de SteLL foi verificada através do ensaio de
HA conforme descrito por Procépio et al. (2017) utilizando suspensdo de eritrdcitos de
coelhos tratados com glutaraldeido. Para o ensaio de inibicdo de HA, as amostras de lectina
foram incubadas por 15 min com monossacarideos (frutose, glicose e N-acetilglucosamina;
0,2 M) ou glicoproteinas (ovocaseina e ovalbumina; 0,2 M) antes da adi¢do da suspenséo de
eritrocitos (PROCOPIO et al., 2017). A concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método descrito por Lowry et al. (1951) usando uma curva padrdo de albumina bovina
(31.25-500 pg/mL).

Avaliacdo da atividade antinociceptiva de SteL L
Animais
Os experimentos foram submetidos ao Comité de Etica em Experimenta¢do Animal da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (processo n° 0063/2021). Camundongos

machos Swiss (Mus musculus) com 6-8 semanas de idade e pesando entre 25-40 g foram
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adquiridos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) e
adaptados no biotério do Departamento de Bioquimica (UFPE), sendo alojados em
temperatura de 22 °C, ciclo claro-escuro de 12:12 horas e com acesso ilimitado a &gua e

alimento.

Teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste foi realizado pelo método proposto por Koster e colaboradores (1959) com
algumas modificagdes descritas por Singh e Majumdar (1995). Os animais foram separados
em seis grupos (n=6/grupo) e tratados com PBS (controle) por via intraperitoneal (i.p.), SteLL
(1, 5 e 10 mg/kg i.p.), indometacina (20 mg/kg i.p.) ou morfina (10 mg/kg i.p.). Apds 0s
tratamentos, cada animal recebeu uma injecdo intraperitoneal de &cido acético (0,8%, 20 uL).
PBS e SteLL foram administrados 1 hora antes do acido acético e a indometacina e morfina
foram administradas 30 minutos antes. Os camundongos foram colocados em uma caixa de
polietileno para o registro do periodo de laténcia (tempo até a primeira contor¢do) e o nimero

de contorcdes abdominais foi registrado no intervalo de 5 a 15 minutos.

Teste de formalina

O teste foi realizado de acordo com Hunskaar e Hole (1987). Os animais foram
divididos em seis grupos (n=6/grupo) e posteriormente tratados com PBS (controle, i.p.),
SteLL (1, 5e 10 mg/kg i.p.), indometacina (20 mg/kg i.p.) ou morfina (10 mg/kg i.p.). PBS e
SteLL foram administradas 1 hora antes da injecdo da formalina, enquanto a indometacina e
morfina foram administradas 30 min antes. Apds os tratamentos, 20 pL de formalina a 2,5%
em PBS foram injetados na regido subplantar da pata traseira direita de cada animal. O tempo
gasto por cada animal lambendo a pata foi registrado durante os primeiros 5 min apds a
aplicacdo da formalina (F1: primeira fase - dor neurogénica), e em seguida no intervalo de 15

a 30 min (F2: segunda fase - dor inflamatdria) apds a injecao.

Investigacdo do envolvimento do dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) no efeito

antinociceptivo da lectina
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SteLL (10 mg/kg) foi previamente incubada por 1 hora a 37 °C com glicoconjugado
(ovoalbumina a 0,1 M) capaz de inibir sua atividade hemaglutinante ou com carboidrato
(glicose a 0,1 M) incapaz de fazer essa inibicdo. SteLL, ovoalbumina e glicose foram
incubados individualmente sob as mesmas condicdes (PIRES et al., 2013). Posteriormente, 0s
animais foram divididos em seis grupos (n=6/grupo), tratados com PBS (controle i.p.),
ovoalbumina (i.p.), glicose (i.p.), SteLL (10 mg/kg i.p.), SteLL (10 mg/kg + ovalbumina, i.p.)
ou SteLL (10 mg / kg + glicose, i.p.). O teste de formalina foi realizado 1 hora ap0s os

tratamentos.

Investigacdo da participagdo de receptores opioides no efeito antinociceptivo da lectina

Para avaliar o envolvimento de receptores opioides no efeito antinociceptivo de StelL,
naloxona (2 mg/kg i.p.) foi administrada 15 min antes dos tratamentos (ALVES et al., 2018).
Os animais foram divididos em seis grupos (n=6/grupo) e tratados com PBS (controle i.p.),
naloxona (2 mg/kg i.p.), morfina (10 mg/kg i.p.), naloxona + morfina (i.p.), SteLL (10 mg/kg
i.p.) ou SteLL + naloxona (i.p.). O teste de formalina foi realizado 1 hora ap06s o tratamento

com PBS ou SteL L e 30 minutos ap6s a administragdo da morfina.

Teste de imersao de cauda

O teste de imersdo de cauda foi realizado conforme Khatun e colaboradores (2015)
para avaliacdo da atividade analgésica central. Os animais foram pré-selecionados quanto a
sensibilidade através da imersdo da cauda em dgua morna (55 £ 1°C); aqueles que retiraram a
cauda rapidamente (2-5 segundos) foram selecionados para o ensaio. Os camundongos foram
divididos em cinco grupos (n= 6/grupo) e tratados com PBS (controle i.p.), morfina (10
mg/kg i.p.) ou SteLL (1, 5 ou 10 mg/kg i.p.). O periodo de laténcia (tempo para cada animal
retirar sua cauda da agua morna) foi determinado em 30, 60, 90 e 120 minutos apds 0s
tratamentos. Uma laténcia de 20 s foi considerada analgesia completa, e a cauda do animal foi

retirada para evitar queimaduras.

Analise estatistica
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Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism®, versdao 8.0, e
expressos como média + erro padrdo da média (SEM). As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais foram calculadas aplicando-se a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p <0,05 indicaram significAncia

estatistica quando comparados ao controle.

Resultados e discussao

O teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético é amplamente utilizado
para triagem de novos agentes analgésicos e anti-inflamatdrios. Estimulos nocivos como o
acido acético levam a ativacdo de neurdnios sensoriais periféricos, conhecidos como
nociceptores, que transmitem informacgdes aos centros de processamento da dor localizados na
medula espinhal e cérebro. Além disso, 0 acido acético desencadeia um processo irritativo em
superficies viscerais, aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de mediadores
inflamatdrios, incluindo a bradicinina, histamina, serotonina, substancia P e prostaglandinas,
as quais sdo responsaveis pela sensacdo dolorosa e pelas contor¢gdes abdominais (CATERINA
etal., 1997; BHUIYAN et al., 2020).

SteLL inibiu significativamente (p < 0,0001) e de maneira dose-dependente (Figura 1)
0 numero de contor¢fes induzidas por &cido acético em todas as concentracdes testadas,
causando inibicdo de 84%, 90% e 100% nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg, respectivamente,
quando comparados ao grupo controle. Indometacina e morfina reduziram a resposta

nociceptiva em 47% e 96%, respectivamente.
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Figura 1- Ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético em animais tratados com PBS (controle
i.p.), indometacina (20 mg/kg i.p.), morfina (10 mg/kg i.p.) ou SteLL (1, 5 e 10 mg/kg i.p.). As barras
representam a média do nimero de contor¢bes abdominais + erro padrdo da meédia. (****) indica diferenga
significativa de p <0,0001 em comparacdo com o grupo controle, baseado na analise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Tukey. Control: Controle, Indo: Indometacina, Mor: Morfina.

Outras lectinas de plantas tém sido descritas com atividade antinociceptiva neste
modelo experimental. Em concentracdes semelhantes a SteLL, porém por via intravenosa, a
lectina de sementes de Canavalia boliviana (CboL; 1, 5 e 10 mg/kg) reduziu as contor¢des
abdominais em 60, 63 e 64% (FIGUEIREDO et al., 2009). A lectina de sementes de Andira
anthelmia (AAL; 0.01, 0.1 e 1 mg/kg) administrada por via intravenosa foi capaz de diminuir
0 numero de contor¢des abdominais em 68, 46 e 74%, em concentragGes inferiores e similar a
SteLL (NASCIMENTO et al., 2015). A administrac¢do oral da lectina de sementes Canavalia
brasiliensis (ConBr; 30, 100 e 300 mg/kg), em concentragbes muito superiores a StelLL,
diminuiu as contorgdes abdominais em 46, 69 e 53% (PIRES et al., 2013). A lectina de folhas
Bauhinia monandra (BmoLL; 15, 30 e 60 mg/kg) administrada por via intraperitoneal reduziu
em 43,1, 54,2 e 71,3% as contor¢cdes abdominais, porém em concentra¢fes superiores a SteLL
(CAMPOS et al., 2016). Assim, observamos que SteL L demonstrou melhor acdo analgésica
em comparagdo com outras lectinas de plantas, uma vez que mesmo na menor concentragdo
de SteLL (1 mg/kg) seu efeito inibitério (84%) se sobressaiu comparado com aqueles
encontrados para CboL, AAL, ConBr e BmoLL.

O teste de formalina é amplamente utilizado para medir a efetividade de candidatos a
agentes antinociceptivos, sendo um modelo bifasico que apresenta como vantagem a
capacidade de diferenciar os dois tipos de dor: neurogénica e inflamatoria. SteLL agiu na
primeira fase do teste reduzindo significativamente (p < 0,0001) o tempo de lambida em 49%,
48% e 51% nas doses de 1, 5, 10 mg/kg, respectivamente, ndo sendo observado um efeito
dose-dependente (Figura 2A). Morfina e indometacina causaram 92% e 64% de inibicéo,
respectivamente. Na segunda fase do teste, SteLL reduziu significativamente o tempo de
lambida (p < 0,0001) em todas as concentrac¢des, com inibicdo de 83%, 65% e 81% nas doses
de 1, 5 e 10 mg/kg (Figura 2B). Indometacina e morfina promoveram inibicdo de 85% e 96%

na segunda fase, respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bauhinia
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Figura 2- Teste de formalina em animais tratados com PBS (controle i.p.), indometacina (20 mg/kg i.p.),
morfina (10 mg/kg i.p.) ou SteLL (1, 5 e 10 mg/kg i.p.). (A) F1: primeira fase - neurogénica. (B) F2: segunda
fase - inflamatéria. As barras representam a média do tempo de lambida da pata * erro padrdo da média. (****)
indica diferenca significativa de p <0,0001 em comparagdo ao grupo controle, baseado na analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Control: Controle, Indo: Indometacina, Mor: Morfina.

A fase neurogénica acontece nos primeiros 5 min apés a injecdo da formalina e leva a
ativacdo de neurdnios aferentes primarios, estimulando de maneira direta 0s nociceptores e a
liberacdo da substancia P. Apoés isso, por um periodo de cerca de 10 min, chamado de
quiescéncia, ocorre a inibicdo da transmissdo nociceptiva pelos circuitos supra espinhais e
espinhais, e assim, ha uma reducdo temporéaria da dor. Posteriormente, tem inicio a segunda
fase (F2: inflamatdria) que ocorre entre 15 e 30 minutos apds o estimulo e envolve a liberacdo
de vérios mediadores quimicos, incluindo a serotonina, bradicinina, histamina,
prostaglandinas, desencadeando um processo inflamatdrio nos tecidos periféricos e levando a
alteracdes no processamento central da nocicepgdo, prolongando assim o comportamento
doloroso nessa fase (HUNSKAAR, HOLE., 1987; TIOLSEN et al., 1992; TIOLSEN et al.,
1997; FISCHER et al., 2014).

Possivelmente, a atividade analgésica periférica desempenhada por SteLL pode estar
envolvida com a inibicdo da biossintese ou liberacdo de mediadores inflamatorios, pois
estudos anteriores relataram sua capacidade de modular mediadores inflamatérios como
citocinas e 6xido nitrico (LIMA et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

Outros estudos mostram que lectinas tém efeito antinociceptivo periférico, e
apresentam resultados semelhantes aos obtidos para SteL L, com efeito inibitorio em ambas as
fases do teste de formalina (VANDERLEI et al., 2010; ARAUJO et al., 2013; PIRES et al.,
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2019; OLADOKUN et al., 2019). Um exemplo é a lectina de sementes de Lonchocarpus
araripensis (LAL; 10 mg/kg i.v.) que reduziu em 52% o tempo de lambida na primeira fase, e
46%, 70% e 79% na segunda fase em diferentes concentra¢des (0,1, 1 e 10 mg/kg i.v.)
(AMORIM et al., 2016). Outro exemplo € a lectina de sementes de Lonchocarpus campestris
(LCaL; 10 mg/kg s.c.) que diminuiu o tempo de lambida na primeira fase em 37% e na
segunda fase em 73% (OLADOKUN et al., 2019). Em ambos os estudos, mesmo que por vias
de administracdo diferentes, as maiores doses administradas foram similares & usada para
SteLL e os resultados encontrados foram semelhantes.

SteLL (10 mg/kg) teve sua acdo nociceptiva revertida em ambas as fases do teste de
formalina quando incubada com ovoalbumina previamente & sua aplicagdo; por outro lado, a
incubacdo prévia com glicose ndo foi capaz de reverter o efeito de SteLL em nenhuma das
fases (Figura 3). Quando administrados isoladamente, ovoalbumina e glicose néo
apresentaram nenhum efeito antinociceptivo. Em conjunto, esses resultados indicam o
provavel envolvimento do DRC da lectina na atividade antinociceptiva desempenhada, uma
vez que a AH de SteLL (512 UAH) foi totalmente inibida na presenca de ovoalbumina, porém
permaneceu inalterada na presenca de glicose. De fato, uma variedade de processos
bioldgicos desempenhados por lectinas relaciona-se com a sua capacidade de interagdo com
carboidratos através do DRC (MARQUES et al., 2017).

Tem sido demonstrado que muitas atividades bioldgicas de lectinas ocorrem via DRC,
incluindo a atividade antinociceptiva. Lectina de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr;
100 mg/kg v.0) teve atividade no teste de formalina e no teste de placa quente bloqueada por
seu carboidrato de ligagdo a-D-metil-manosideo (PIRES et al., 2013). Lectina de sementes de
A. anthelmia (AAL; 0.1 mg/kg i.v.) teve a acdo analgésica no teste de formalina bloqueada
por D-manose (NASCIMENTO et al., 2015). Lectina de sementes Canavalia grandiflora
(ConGf; 1 mg/kg v.0), quando associada ao seu agucar de ligagdo a-D-metil-manosideo, teve
o efeito antinociceptivo bloqueado no teste de contor¢bes abdominais induzidas por &cido
acetico (HOLANDA et al., 2009). Ainda, a lectina de sementes de Lonchocarpus araripensis
(LAL; 10 mg/kg i.v) teve sua acdo antinociceptiva inibida por N-acetilglicosamina no teste de
formalina (AMORIM et al., 2016).
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Figura 3- Investigagdo do envolvimento do dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) no efeito
antinociceptivo da lectina no teste de formalina. (A) F1: primeira fase - neurogénica, (B) F2: segunda fase -
inflamatéria. As barras representam a média do tempo de lambida da pata * erro padrdo da média. (*) indica
diferenca significativa de p <0,05 e (**) indica significancia de p <0,005, ambas em relacdo ao controle, baseado
na analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Control: Controle, Ova: Ovoalbumina, Gli:

Glicose.

Receptores opioides (ROs) pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G,
os principais incluem: p (Mu), 6 (Delta) e x« (Kappa). Estudos evidenciam que os ROs sdo
glicosilados, por exemplo o receptor i contém cinco locais para possiveis N-glicosilacoes
(DUARTE; DEVI., 2020). Por serem glicosilados, os ROs apresentam possiveis sitios para
interagdes com lectinas. A naloxona reverteu parcialmente a atividade de SteLL (10mg/kg),
principalmente na fase inflamatéria do teste da formalina (Figura 4). Nossos dados
corroboram com o estudo realizado por Ramos e colaboradores (2020), em que o efeito
antinociceptivo de SteL L sobre a hiperalgesia em modelo de dor oncoldgica foi revertido pela
naloxona, indicando provavel envolvimento dos receptores opioides. Outras lectinas ja foram
relatadas com o efeito antinociceptivo bloqueado por antagonistas opioides (VIANA et
al.,2002; VANDERLEI et al., 2010; PIRES et al., 2013; ALVES et al., 2018). Por exemplo, a
ConBr (100 mg/kg v.0.) teve sua acdo parcialmente revertida pela naloxona no teste de
formalina e no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético (PIRES et al.,
2013). Drogas de acéo central, como opioides, inibem ambas as fases, enquanto as drogas que
agem na periferia, como AINES e corticoides, inibem especialmente a fase inflamatdria
(GARCIA et al., 2004).
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Figura 4- Investigagéo do envolvimento dos receptores opioides na atividade antinociceptiva de SteLL no teste
de formalina. A administracdo da naloxona (2 mg/ kg i.p.), ocorreu 30 minutos antes da administracéo SteLL (10
mg/kg i.p.) ou morfina (10 mg/kg i.p.). (A) F1: primeira fase - neurogénica. (B) F2: segunda fase - inflamatoria.
As barras representam a média do tempo de lambida da pata + erro padrao da média. (****), (**) e (*) indicam
diferencas significativas de p<0,0001, p< 0,005 e p<0,05 em comparacdo ao controle, baseado na analise de

variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Control: Controle, Mor: Morfina, Nalox: Naloxona.

No teste de imersdo da cauda, a temperatura é o estimulo nociceptivo. Os nociceptores
sdo estimulados, principalmente as fibras polimodais C que percorrem para neurbnios
espinhais e sistemas neurais superiores, resultando na percepcéo do calor. Por esse motivo, 0
teste é aplicado para avaliagdo de compostos com atividade analgésica central, capazes de
aumentar o tempo de laténcia para a retirada da cauda (LYNN et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
2009). Os animais tratados com SteLL 1 mg/kg exibiram uma diminuicdo significativa na
sensibilidade para retirada da cauda, apresentando alto limiar de dor, mesmo duas horas ap6s
a administracdo da lectina, em comparacgdo com o controle (Figura 5D). Como esperado, a
morfina também aumentou significativamente a laténcia em resposta a dor em comparagao ao
grupo controle.

Outras lectinas apresentam acdo analgeésica central. Por exemplo, ConBr (10, 30 e 100
mg/kg v.0.) e a BmoLL (30 e 60 mg/kg i.p.) apresentaram um aumento no tempo de laténcia
no teste de placa quente em camundongos (PIRES et al., 2013; CAMPOS et al., 2016). Além
disso, em estudo anterior SteLL (1 e 2 mg/kg) demonstrou atividade antinociceptiva no teste
de placa quente apds 90 min da administracdo e sua agdo foi modulada por receptores
opioides (RAMOS et al., 2020). Esses resultados fortalecem nossa hipotese de que SteLL,
além de atuar a nivel periférico, também apresenta acdo central. As substancias que atuam a

nivel de sistema nervoso central, como a morfina, suprimem respostas de neurdnios espinhais
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ao estimulo térmico na cauda, dessa forma aumentando o tempo de laténcia (FISCHER et al.,
2008).
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Figura 5- Teste de imersdo de cauda em animais tratados com PBS (controle, i.p.), morfina (10 mg/kg i.p.) ou
SteLL (1, 5, 10 mg/ kg i.p.), realizado (A) 30 minutos, (B) 60 minutos, (C) 90 minutos e (D) 120 minutos apds a
administracdo dos tratamentos. As barras representam a média do tempo de laténcia da retirada da cauda * erro
padrdo da média. (***), (****) indicam diferencas significativas de p <0,001 e p < 0,0001 em compara¢do com
o controle, baseado na analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Control: Controle, Mor:
Morfina.

Conclusao

SteLL apresenta acdo analgésica periférica, efeito que envolve o DRC da lectina e é
mediado por receptores opioides. Além disso, SteL. L apresentou atuagdo analgésica a nivel do
SNC. Esses resultados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de agentes
analgésicos utilizando a lectina. Assim como, estimulam a investigacdo do possivel efeito

anti-inflamatoério da lectina e sua avaliagdo em outros modelos experimentais de dor.
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4 CONCLUSOES

A lectina SteLL ndo exerceu efeito citotoxico para CTMs nem interferiu na
capacidade dessas células em produzir citocinas. Estudos futuros podem ser realizados
para investigar possiveis efeitos de SteLL na diferenciacdo de CTMs.

SteLL apresentou acdo citotdxica na linhagem tumoral leucémica K562 por meio da
inducdo de apoptose. InvestigacGes adicionais podem ser empregadas para esclarecer
0s mecanismos envolvidos na atividade antineoplésica da lectina.

SteLL apresentou agdo analgésica em modelos de nocicepcdo (teste de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético e teste de formalina), efeito que envolve o
DRC da lectina e é mediado por receptores opioides.

Além disso, a lectina apresentou atuacdo analgésica a nivel do SNC, aumentando o
tempo de laténcia para a retirada da cauda em resposta ao estimulo térmico no teste de
imersdo da cauda.

Esses resultados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de agentes
analgésicos utilizando a lectina. Assim como, estimulam a investigacdo do possivel
efeito anti-inflamatodrio da lectina e sua avaliacdo em outros modelos experimentais de

dor.
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