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RESUMO

Moringa Oleifeira € uma planta nativa da india que possui capacidade de tolerar
diversas condicBes ambientais e, por conta disso, € cultivada amplamente em quase
todos os continentes. As folhas da M. oleifera possuem alto valor medicinal, sendo
ricas em proteinas, metabolitos secundarios, vitaminas e minerais. Neste trabalho, foi
avaliado a atividade antitumoral de uma frag&o proteica das folhas de M. oleifera (FPR)
em camundongos portadores de sarcoma 180. Foram determinadas a concentracéo
proteica, atividade hemaglutinante (AH) e inibidor de tripsina. Também foi avaliado o
efeito da administrag&o oral durante sete dias de FPR (nas doses de 20 e 40 mg/kg)
em camundongos Swiss fémeas com Sarcoma 180 e esse efeito foi comparado a
aguele obtido em camundongos Swiss fémeas tratadas com metotrexato (MTX; 1,5
mg/kg i.p.). Os animais foram avaliados quanto ao consumo de 4gua e ragéo, peso,
tamanho do tumor (peso), parametros hematologicos e bioquimicos e o peso do
figado, baco, coracado, pulméo e rins. O extrato (15,6 mg/mL de proteinas) contendo
lectina (AH especifica: 1,9) e atividade inibidora de tripsina especifica (AITE) de 54,5
U/mg foi utilizado para producédo da FPR. FPR apresentou concentracao proteica de
6,4 mg/mL, AH especifica de 2,5 e AITE de 87,8 U/mg. FPR na dose de 40 mg/kg
promoveu reducédo significativa da massa tumoral em relacdo aos grupos controle
negativo e MTX. Para os grupos tratados com FPR, ndo houve alteracbes
signiticativas dos parametros bioquimicos e hematologicos, peso relativo dos 6rgaos,
consumo de 4gua e ragao, e peso dos animais, em comparac¢ao com 0s grupos Sham
e controle negativo. Podemos concluir que FPR apresentou acao antitumoral na dose
de 40 mg/kg, que pode estar relacionada com a presenca de lectinas e inibidores de
tripsina. Adicionalmente, todas as doses de FPR ndo apresentaram sinais de

toxicidade aos animais.

Palavras-Chave: Planta medicinal. Proteinas bioativas. Cancer. Atividade
antitumoral.



ABSTRACT

Moringa Oleifeira is a plant native to India that has can to tolerate different
environmental conditions and because of that is widely cultivated on almost all
continents. The leaves of M. oleifera have high medicinal value, being rich in proteins,
secondary metabolites, vitamins and minerals. In this work, the antitumor activity of a
protein fraction from M. oleifera leaves (FPR) was evaluated in mice with sarcoma 180.
Protein concentration, hemagglutinating activity (HA) and trypsin inhibitor were
determined. The effect of oral administration during seven days of FPR (at doses of 20
and 40 mg/kg) in female Swiss mice with Sarcoma 180 was also evaluated and this
effect was compared to that obtained in female Swiss mice treated with methotrexate
(MTX; 1.5 mg/kg i.p.). The animals were evaluated for water and food consumption,
weight, tumor size (weight), hematological and biochemical parameters, and the
weight of liver, spleen, heart, lung, and kidneys. The extract (15.6 mg/mL protein)
containing lectin (specific AH: 1.9) and specific trypsin inhibitor activity (AITE) of 54.5
U/mg was used for FPR production. FPR showed protein concentration of 6.4 mg/mL,
specific AH of 2.5 and AITE of 87.8 U/mg. FPR at a dose of 40 mg/kg promoted
significant reduction of tumor mass compared to negative control and MTX groups. For
the groups treated with PRF, there were no changes in biochemical and hematological
parameters, relative organ weight, water and food consumption, and animal weight,
compared to the Sham and negative control groups. We can conclude that FPR
showed antitumor action at the dose of 40 mg/kg, which may be related to the presence
of lectins and trypsin inhibitors. Additionally, all doses of FPR showed no signs of

toxicity to the animals.

Keywords: Medicinal plant. Bioactive Proteins. Cancer. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

Diversos paises desenvolvidos e em desenvolvimento utilizam preparacdes de
plantas para cuidados basicos de saude. O conhecimento sobre plantas medicinais
no tratamento e cura de enfermidades simboliza, muitas vezes, o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos, sendo uma pratica tdo antiga
guanto a espécie humana (MACIEL et al., 2002). As plantas medicinais apresentam
componentes denominados de principios ativos, que podem atuar de forma isolada
ou conjuntamente de forma sinérgica (LEANDRO et al., 2017).

A Moringa oleifera Lam ganhou destaque devido aos seus diversos usos
medicinais, sendo utilizada para o tratamento e prevencao de doencas devido as suas
propriedades terapéuticas e antioxidantes, além de servir como uma rica fonte de
alimento de alto valor nutricional (SOUSA; MELO, 2019). As folhas inteiras de M.
oleifera sdo usadas na alimentacdo como saladas e chas e o p6 em condimento e
suplemento multivitaminico natural (MANUWA; SEDARA; TOLA, 2020).

Diversas propriedades bioldgicas de extratos e compostos isolados de folhas
de M. oleifera sé@o relatadas, incluindo as atividades anti-inflamatoria, antidiabética,
antioxidante e anticancer (ANWAR et al., 2007). Ma et al. (2020) sugeriram que as
propriedades farmacoldgicas das folhas de M. oleifera sdo relacionadas a
presenca de flavonoides, taninos, glucosinolatos, carotenoides e proteinas. Proteinas
das classes das lectinas (proteinas hemaglutinantes que ligam carboidratos) e
inibidores de tripsina (proteinas que modulam a acao da enzima) de origem vegetal
com atividade antitumoral ja foram descobertas (MODY et al., 1995; GUPTA et al.,
2010).

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regifes do corpo (INCA, 2022).
A Organizagdo Mundial da Saude (2020) define ‘sarcoma’ como um grupo
heterogéneo de canceres originarios de tecidos mesenquimais, que podem ser
classificados em sarcomas de tecidos moles ou 0sseos e ainda divididos em diversos
subtipos de acordo com o local em que se origina.

Geralmente, nos hospitais, s&o prescritos medicamentos convencionais para o

tratamento do céncer, contudo, esses medicamentos possuem alto custo para
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obtencdo dos compostos e inespecificidade dos mesmos (JOHNSON, 2007). Por
conta disso, as pesquisas sobre plantas medicinais na area da cancerologia estéo
ganhando um maior destaqgue (JOHNSON, 2007). Estudos sobre a composicéo
quimica de raizes, folhas, sementes e flores da M. oleifera, identificaram compostos
fendlicos, lectinas e inibidores de tripsina com propriedades farmacoldgicas, em
especial atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva (PONTUAL et al., 2012;
PEREIRA, 2018). Estudos in vitro e in vivo publicados demonstraram que lectina e
inibidor de tripsina de origem vegetal sdo habeis em induzir morte de células de
sarcoma 180 e reduzir a area do sarcoma 180, comprovando a acao antitumoral in
vivo dessas duas classes de proteinas (RAMOS et al., 2019; PATRIOTA et al., 2020;
PATRIOTA et al., 2021).

As intervencdes terapéuticas convencionais para tratamento do cancer como
a cirurgia, radioterapia e quimioterapia apresentam diversas contraindicagdes e
efeitos colaterais (WARD et al., 2019). Por conta desses fatores, faz-se necesséria a
busca por novos métodos e terapias alvo-especificos (alternativos) utilizando

compostos naturais com propriedades medicinais.
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antitumoral da fracdo proteica das folhas de M. oleifera (FPR)

em animais portadores de sarcoma 180.
2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir a fragcéo proteica das folhas de M. oleifera (FPR);

o Determinar a dosagem proteica da FPR utilizando método colorimétrico;

o Determinar a presenca de lectinas em FPR utilizando o ensaio de atividade
hemaglutinante;

« Determinar a presencga de inibidor de tripsina na FPR utilizando a enzima tripsina
e 0 substrato sintético cromogénico BAPNA (Na-Benzoyl-DL-arginine4-nitroanilide
hydrochloride);
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e Avaliar camundongos Swiss fémeas com Sarcoma 180 tratadas com metotrexato
(MTX; 1,5 mg/kg i.p.), FPR nas doses de 20 e 40 mg/kg e determinar consumo de
agua e racdo, peso, tamanho do tumor (peso), parametros hematoldgicos e
bioquimicos e o peso do figado, baco, coracéo, pulmao e rins.

e Comparar os dados obtidos com aqueles provenientes dos animais dos grupos

Sham e controle negativo que receberam solugéo salina via oral

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CANCER

Cancer, tumores malignos ou neoplasia maligna € um conjunto de mais de 100
doencas caracterizado pelo crescimento desordenado das células, que invadem
tecidos e 6rgdos (metastase). O cancer € considerado uma séria ameaca a saude
humana em todo o mundo, sendo a segunda patologia mais frequentemente
diagnosticada e mais mortal ap6s as doencas cardiovasculares (MADIA et al., 2019).

O céancer € uma doenca multifatorial, resultante da interacdo entre fatores
extrinsecos e intrinsecos ao organismo. Os fatores extrinsecos referem-se ao meio
ambiente e habitos ou costumes préprios, como tabagismo, sedentarismo, radiacdo
ou agentes infecciosos. A forma intrinseca esté relacionada a condi¢des imunoldgicas
e mutacbes em genes especificos, como 0s proto-oncogenes, que em organismos
sadios estdo menos expressos ou até mesmo silenciados. Quando ativados, os proto-
oncogenes tornam-se oncogenes, responsaveis por transformar as células normais
em células cancerosas (INCA, 2022). As causas extrinsecas e intrinsecas podem agir
tanto em conjunto como em sequéncia para iniciar ou promover 0 processo de
carcinogénese (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

A carcinogénese € composta por trés estagios: iniciagdo, promocdo e
progressao (INCA, 2022). No estagio de iniciacao (Figura 1A), as células vao sofrer
acdo de agentes cancerigenos quimicos ou fisicos, levando a ativacdo de oncogenes
e/ou inativacdo de genes supressores de tumor, além de causar mudancas
irreversiveis ao DNA (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012). O segundo estagio,
a promoc¢ado do tumor (Figura 1B), ocorre o aumento da proliferacdo celular e/ou

reducdo da morte celular provocados por promotores tumorais, COmo Processos
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inflamatérios (KARIN; GRETEN, 2005). O dltimo estagio da carcinogénese, a
progressdo (Figura 1C), € caracterizado pelo aumento do tamanho do tumor,
metastase e 0 acumulo de mutacgdes, acarretando o desenvolvimento de um fenadtipo
mais maligno (KARIN; GRETEN, 2005).

Segundo Ramamurthy et al. (2021), diversos estudos de linhagens de células
cancerosas relataram consistentemente a inibicdo do crescimento celular, aumento
da apoptose, parada do ciclo celular e citotoxicidade em todas as linhagens de células
cancerigenas, independentemente do tipo de cancer. Células neoplasicas
apresentam um padrdo de glicosilacdo diferente das células normais como por
exemplo, alteracBes em N-glicanos de glicoproteinas que sao relacionadas a grau de
malignidade e metastase do cancer (DENNIS et al., 1987, POUSSET et al., 1997).

Figura 1 - Estagios do processo de formacgédo do tumor. A) Iniciacdo; B) Promocéo; C)

Progresséao.
Agentes promotores
Agentes iniciadores o
3 4
¥ 3 2
A B
: - '.: - {‘E
2 % °
Multiplicagfio
descontrolada de Actimulo de Tumor
alliles Alerudis células cancerosas
Cc

Fonte: INCA, 2022

Um dos fatores que podem contribuir com o desenvolvimento do cancer é o
estresse oxidativo, sendo caracterizado por um desequilibrio na producéo de radicais
livres e compostos oxidativos e sua eliminacdo pelos antioxidantes (KHOR et al.,
2018). Além disso, o aumento intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
pode resultar na oxidagéo de proteinas, alterac6es em vias de sinalizacdo, mudancas

na expressao génica, e alteracdes epigenéticas (SILVA; JASIULIONIS, 2014).
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3.1.1 Sarcoma 180 e experimentacao animal

O uso de animais de laboratério representa uma parcela significativa no
desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao estudo da tumorigénese (ANDRADE;
PINTO; OLIVEIRA, 2002). O modelo experimental de mamifero mais utilizado sao os
camundongos, devido a sua semelhanga genética, biologica e fisiolégica com os
humanos, além de possuirem gestacédo curta, sdo acessiveis e de facil domesticacao
e manuten¢cdo (RANGARAJAN et al., 2003; CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do
corpo, sendo aqueles que tem inicio em tecidos epiteliais, como pele e mucosas,
denominado carcinoma e aqueles que se originam em tecidos conjuntivos, como 0SS0,
musculo ou cartilagem séo classificados como sarcoma (INCA, 2022).

Sarcoma 180 (S180) ou tumor de Crocker é um modelo animal de tumor
universalmente utilizado para avaliacdo de drogas anticancerigenas in vivo (GAO et
al., 2017). Histologicamente, o Sarcoma 180 é uma massa solida formada por células
de citoplasma basofilo com nucleo central e arranjadas em ninhos ou cordbes
(ZUCKERBERG, 1973). O tumor tem capacidade de invadir o musculo esquelético, o
tecido adiposo, nervos e até mesmo vasos sanguineos. Apesar do comportamento
agressivo, esta neoplasia ndo produz metastases (KURASHIGE; MITSUHASHI,
1982).

O Sarcoma 180 pode ser transplantado por inoculacdo subcutanea
intramuscular ou intraperitoneal e cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais
inoculados. Em geral, ocorre ulceracao na pele ao redor do 28° dia apos a incubacédo
subcutdnea e o0s animais tendem a morrer no 30° dia. Esse tumor pode
se desenvolver em um tumor solido ou ascitico a depender da forma de inoculacéo
das células de sarcoma 180 no animal a ser testado (Figura 2) (ZUCKERBERG,
1973).

Figura 2 - Aspecto externo de camundongos portadores de Sarcoma 180 na regiao

intraperitoneal.
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Fonte: o autor.

Apenas uma semana de crescimento tumoral € o suficiente para o surgimento
de necroses, devido ao fato de que a forma sélida do S180 se caracterizar por um
rapido crescimento, chegando a atingir uma média de 18 x 14 x 10 mm por volta do
7° dia de transplante (SCHABEL et al., 1977; PEREIRA; CHAVES, 1983;)

Uma das vantagens do modelo S180 € que favorece melhores resultados nos
estudos da atividade antitumoral in vivo, uma vez que todas as respostas sistémicas
se fazem presentes, inclusive a imunidade (FERREIRA et al., 2019). Atualmente, o
S180 é um dos modelos tumorais mais utilizados na busca de novas entidades
guimicas com acdes terapéuticas, principalmente, antitumorais e, mais recentemente,
com capacidade antinociceptiva contra dor cronica induzida por canceres (FERREIRA
et al., 2019).

3.2 PROTEINAS

Proteinas sé@o polimeros de aminoacidos que diferem entre si de acordo com a
sequéncia de aminoacidos expressa na cadeia peptidica (NELSON; COX, 2018). As
proteinas podem ser classificadas em globulares e fibrosas e participam de
praticamente todos os processos fisioldgicos vitais (HARVEY; FERRIER, 2012). Por
conta dessa importancia biologica, essas moléculas estdo sendo cada vez mais
estudadas na area da biotecnologia para o desenvolvimento de biofarmacos (FERRO,
2010).

3.2.1 Lectinas



19

Lectinas sd@o proteinas antinutricionais que estao distribuidas amplamente na
natureza, podendo ser encontradas em praticamente todos os tipos de organismos,
desde vertebrados e invertebrados até microrganismos e plantas (LIS; SHARON,
1998). Nas plantas, as lectinas sdo encontradas em praticamente todos os tecidos,
onde atuam na protecdo contra agentes fitopatogénicos, podendo ser encontradas,
de forma mais concentrada, em locais estratégicos para defesa do organismo (SILVA,
2020). Essas moléculas possuem a capacidade de se ligar especificamente e
reversivelmente a carboidratos, podendo aglutinar células como eritrécitos, linfocitos,
fibroblastos e glicoconjugados (COELHO et al., 2012). Devido a essa excepcional
propriedade de reconhecimento de glicanos, os pesquisadores encontraram diversas
aplicacbes em quimica analitica, biotecnologia e quimica de superficie (YOUAN;
COULIBABY, 2017).

Algumas lectinas vegetais apresentam propriedades de reconhecimento de
células neoplasicas, além de diferenciar tumores malignos de benignos e o grau de
glicosilacdo associado a metastase (MODY et al.,, 1995; GUPTA et al., 2010). As
lectinas apresentaram um efeito antiproliferativo contra diversas linhagens de células
cancerigenas in vitro com efetiva acdo antitumoral em modelos de cancer in vivo,
incluindo o sarcoma 180, sugerindo-0s como agentes anticancerigenos promissores
(MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2020).

Algumas lectinas ja foram descritas com efeitos anti-sarcoma 180. As lectinas
isoladas das folhas de Microgramma vacciniifolia (MvFL) e Schinus terebinthifolia
(SteLL) induziram apoptose e necrose em células de sarcoma 180 in vivo e reduziram
a area tumoral em mais do que 57% (RAMOS et al., 2019; PATRIOTA et al., 2021).

3.2.2 Inibidor de protease

As proteases e seus inibidores sédo proteinas amplamente distribuidas em todos
0s organismos, e desempenham funcbes essenciais para manutengdo da vida
(SILVA-LOPEZ, 2009). Os inibidores atuam inativando ou reduzindo a atividade de
diversos tipos de enzimas, por meio da competicdo com o substrato pelo sitio ativo
das proteases, ou pela interacdo com outras regides da molécula enzimatica (KIM et
al., 2009; ROCHA-FILHO, 2015). Esse grupo de inibidores pode ser classificados em
serino, cisteino, aspartico, treonino e metaloproteases, de acordo com a classe de

enzimas que inibem, sendo as serinoproteinases 0s mais expressos em plantas
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(SILVA-LOPEZ, 2009). Nas plantas, os inibidores de tripsina atuam principalmente na
protecéo da integridade vegetal por meio do controle da agao de outras proteinases
(VALUEVA; MOSOLOV, 2004).

A tripsina faz parte de uma grande familia de serinoproteinases que hidrolisam
especificamente proteinas e peptideos no grupo carboxila de residuos de arginina e
lisina além de desempenhar um papel critico na digestdo de proteinas (LU et al.,
2008). Essa molécula é uma das mais importantes e abundantes proteases digestivas
presente nos vertebrados, sendo sintetizada no pancreas em sua forma inativa
(tripsinogénio) (WHITCOMB; LOWE, 2007). Além da sua importancia fisiologica, a
tripsina é utilizada para diversos fins biomédicos e industriais (VANDERMARLIERE;
MUELLER; MARTENS, 2013).

Os inibidores de proteases estdo entre as proteinas de grande interesse na
pesquisa biotecnolégica pelo potencial de aplicagdo nos setores industrial e
farmacéutico, tendo sido investigados quanto a sua atividade antibacteriana,
antifingica e anticancerigena (KIM et al., 2009, PAULA et al., 2012). Ensaio in vivo
utilizando o inibidor de tripsina isolado de flores de M. oleifera revelou que nos animais
tratados houve reducao de 90 a 97% do peso do tumor, bem com no nimero de vasos
secundarios e calibre de vasos primarios em modelo com Sarcoma 180 (PATRIOTA
et al., 2020).

3.3 A ESPECIE Moringa oleifera

M. oleifeira Lam. é uma espécie da familia monogénica Moringaceae, dentro
da ordem Brassicales, a qual pertence alguns vegetais cruciferos, como brdcolis,
couve e repolho (WATERMAN et al., 2014). Popularmente conhecida como “arvore
de baqueta” ou “arvore milagrosa” a espécie ganhou destaque devido aos seus
diversos usos medicinais e a sua capacidade de tolerar uma ampla gama de
condi¢gbes ambientais, sendo cultivada em quase todos 0s continentes e possuir um
rapido crescimento, podendo chegar até 15m de comprimento (MAJALI;
ALTHUNIBAT; QARALLEH, 2015; SANTOS et al., 2015).

As folhas de M. oleifera sdo compostas bipinadas com foliolos obovais,
pequenos e glabros. As flores sdo esbranquicadas, reunidas em racemos pendentes.

Os frutos séo do tipo capsula alada e deiscente com aspecto de uma vagem, medindo



21

até 35 cm de comprimento e marcado pelas sementes em seu interior. As sementes
sao trialadas e oleaginosas (Figura 3) (LORENZI & MATQOS, 2002).

As sementes contém coagulantes naturais que podem ser utilizados no
tratamento da agua além de ser fonte de 6leo, que pode ser aplicado em cosméticos
e como matéria-prima para producédo de biodiesel (YIN, 2010; MOFIJUR et al., 2014).
As flores da planta contém proteases que podem atuar na coagulacéo do leite e que
possuem atividade inseticida (PONTUAL et al., 2012; PONTUAL et al., 2012;).

Figura 3 - Folhas (A), flores (B), fruto maduro (C) e sementes (D) da M. oleifera

Fonte: BARROS et al. (2021)

As folhas de M. oleifera tém alto valor nutricional com altos niveis de proteinas,
vitaminas, potassio, célcio, fosforo, ferro e aminoacidos essenciais (LIN et al., 2018;

SULASTRI et al., 2018). Devido a seus consideraveis beneficios nutricionais, as
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folhas sdo muito utilizadas pela populacéo para tratar desnutricdo e para aumentar e
enriquecer o leite materno de maes em fase de amamentacéo (MISHRA et al., 2012).
Além disso, as folhas possuem altas concentracbes de flavonoides, taninos,
glucosinolatos, saponinas, alcaloides, terpenoides, minerais e proteinas (Figura 4),
sendo atribuida a eles diversas propriedades medicinais e biotecnolégicas, sendo
utilizadas na prevencdo de mais de 300 doengas (FAHEY, 2005; OKIKI et al., 2015;
MA et al., 2020).

Ha registros arqueoldgicos de que oOleos de frutos e sementes do género
Moringa foram utilizados em medicamentos e perfumes no Egito Antigo (BRUN,
2000). Outra curiosidade é que o falecido lider revolucionario de Cuba, Fidel Castro,
promoveu ativamente o cultivo da arvore em Cuba devido a suas propriedades
nutricionais e medicinais (NAYAR, 2016).

Figura 4 — Componentes de M. oleifera relatados por conter atividade hipotensora,
anticancer e antibacteriana. 4-(4'-O-acetil-a-Lrhamnopiranosiloxi) isotiocianato de
benzila [1], 4-(-L-ramnopiranosiloxi) isotiocianato de benzila [2], niazimicina [3],
pterigospermina [4], isotiocianato de benzila [5], e 4-(a-L-ramnopiranosiloxi) benzil
glucosinolato [6].
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3.3.1 Atividades biolégicas da Moringa oleifera

E encontrado na literatura diversas propriedades biologicas relacionado a
compostos bioativos de M. oleifera. Moyo et al. (2011) e Teixeira et al. (2014)
relataram que o teor proteico encontrado nas folhas de M. oleifera foi de 30,3% e
28,7%, respectivamente, correspondendo a proteinas de baixa digestibilidade in vitro
com presenca de fatores antinutricionais, como lectinas e inibidores de tripsina. As
lectinas cMol (do inglés, M. oleifera lectin) e WSMoL (do inglés, water-soluble M.
oleifera lectin), presentes nas sementes apresentaram atividade inseticida,
antifingica, antibacteriana e efeito hipoglicemiante (Paiva et al., 2011; (CORIOLANO
et al., 2020; SANTOS et al., 2021; VERA-NUNEZ et al., 2021).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de esteroides e compostos
fendlicos em fracionamentos de folhas de M. oleifera, sendo atribuido a eles o
potencial citotoxico e anticancerigeno (KRISHNAMURTHY, et. al., 2014). Trabalhos
de pesquisa sugerem que a planta pode ser utilizada como agente anti-
neoproliferativo devido a sua capacidade especifica de induzir EROs em células
cancerigenas in vitro (GOPALAKRISHNAN et al., 2016).

Extrato aquoso de folhas apresentou atividade antiproliferativa em células de
cancer hepatico pela inibicho do fator de transcricdo pré inflamatério NF-kB
(BERKOVICH et al.,, 2013) e inducdo de apoptose em células de carcinoma
epidermoide de boca (SREELATHA et al.,, 2011). Além disso, compostos com
atividade anticancerigena bem definida, como glicosinolatos, niazimicina e
isotiocianato de benzila, foram encontrados em folhas de Moringa (HERMAWAN, et.
al., 2012). Outras atividades bioldgicas relatadas para as folhas da espécie sao
anticancer, anti-inflamatoria, antidiabética, antimicrobiana e antioxidante
(GOPALAKRISHNAN et al., 2016).

A principal vantagem do uso de fitoquimicos como agente anticancerigenos é
gue eles parecem ter menos efeitos adversos do que os medicamentos comerciais
(SUPHACHAL, 2014).

Estudo mostra que as folhas de M. oleifera podem ter o potencial de inibir o
crescimento de células cancerigenas e melhorar a saude humana, além de inovacdes
em ingredientes alimentares. Com base em resultados in vitro e in silico, os
fitoquimicos das folhas de M. oleifera podem ser utilizados como drogas lideres no

tratamento do cancer (MUNTAZ et al., 2021). A M. oleifera tem um grande potencial
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para inibir a progresséo tumoral sem afetar a fisiologia e a fungdo normal do corpo e,
portanto, pode ser investigada como medicamento para o tratamento do cancer (WU;
XU; LAU, 2021).

4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL

As folhas de M. oleifera foram coletadas no campus da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) em Recife, Brasil, com autorizag&o do Instituto Chico Mendes
de Conservacdo da Biodiversidade (n° 72024) do Ministério do Meio Ambiente do
Brasil. Uma exsicata (numero 73.345) foi depositada no herbario Dardano de Andrade

Lima (Instituto Agronémico de Pernambuco, Recife, Brasil).

4.2 PREPARACAO DA FRACAO RICA EM PROTEINA (FPR)

A fracdo rica em proteinas (FPR) das folhas de M. oleifera foi obtida a partir do
p6 das folhas secas (7,5 g), o qual foi adicionado ao tampéo citrato-fosfato 0,1 M pH
3,0, contendo NaCl 0,15 M (100 mL). A mistura foi homogeneizada por 4 h a 25 °C
usando um agitador magnético e, em seguida, filtrada e centrifugada (9.000 g, 15 min,
4 °C) e o sobrenadante coletado foi tratado com sulfato de aménio a 60% de
saturacao, de acordo com Green e Hughes (1955). Apds nova centrifugacéo (9.000 g,
15 min, 4 °C), o precipitado foi coletado e dialisado contra &gua destilada e

correspondeu a FPR.

4.3 DOSAGEM DE PROTEINA, ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE E INIBIDORA DE
PROTEINA

A quantificagdo proteica foi realizada de acordo com Lowry et al. (1951),
utilizando curva padrao (31,25 a 500 pg/mL) de albumina sérica bovina (BSA). FPR
(0,2 mL) foi incubada (10 min) com 1 mL de uma solucao alcalina de cobre [1 mL de
sulfato de cobre a 0,5% (p/v) em citrato de sodio a 1% (p/v) e 50 mL de solugéo de

carbonato de sédio a 2% (p/v) em hidroxido de sodio a 0,1% (p/v)]. Apos incubacao a
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25 °C, 0,1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, diluido 1:1 com agua, foi adicionado
aos tubos de ensaio e, apds 45 min, foi medida a absorbancia a 720 nm.

A presenca de lectina foi avaliada através do ensaio de atividade
hemaglutinante (AH) realizado em microplacas de 96 pogos com fundo em “V” de
acordo com Paiva e Coelho (1992). Aliquota (50 uL) de FPR foi diluida em série em
NaCl 0,15 M antes da adigdo de 50 yL de uma suspensao (2,5%, v/v) de eritrécitos de
coelho fixados com glutaraldeido (BING et al., 1967). A AH (titulo™) foi registrada como
o reciproco da maior diluicdo da amostra que promover hemaglutinacéo e a atividade
hemaglutinante especifica foi definida pela relacdo entre a AH e a quantidade de
proteinas (mg/mL).

A presenca de atividade inibidora de tripsina foi investigada de acordo com
Pontual et al. (2012) usando microplacas de 96 poc¢os. Aliquota (20 yL) de FPR foi
incubada com 5 uL de 0,1 mg/mL de tripsina bovina (Sigma-Aldrich), 5 yL de 8 mM N-
a-benzoil-DL-arginil-4-nitroanilida (BApNA) e o volume foi completado até 200 yL com
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 em NaCl 0,15 M. A absorbancia a 405 nm foi determinada no
tempo zero e apoés incubacdo a 37 °C por 60 min. No poco controle (100% de
atividade), FPR foi substituida por tampéo Tris. Branco da amostra (auséncia de
tripsina) também foi realizado. Uma unidade de atividade inibidora de tripsina foi
definida como a quantidade de inibidor que diminui a absorbancia em 0,01 em

comparac&o com o controle.

4.4 INDUCAO DO SARCOMA 180

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas provenientes do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco
(Recife, Brasil), com idade de 6 a 8 semanas, recebidos em mar¢o/2022. Os animais
foram mantidos sob temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo claro e escuro (12h) e agua
e racdo ad libitum. Os protocolos experimentais realizados seguiram 0s principios
técnicos e éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
Laboratorio (SBCAL). O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE sob o numero de protocolo 0036/2021.

Os camundongos foram divididos em seis grupos compostos por seis animais
(n =36). Uma suspensao de ceélulas de sarcoma 180 (American Type Culture

Collection, 2017) em PBS (5 x 10° células/100uL) foi inoculada no dorso por via
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subcutéanea (s.c.) em cada camundongo, exceto aqueles pertencentes ao grupo
Sham.

4.5 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Os tratamentos dos animais se iniciou no 8° dia apdés a inoculacdo e
prosseguiram por 7 dias consecutivos. Os grupos Sham e controle negativo
receberam solucdo salina via oral por por tubo orogastrico (gavagem). O grupo
controle positivo foi tratado com metotrexato a 1,5 mg/kg (i.p). Os outros grupos foram
tratados com FPR nas concentracdes de 20 mg/kg (Grupo FPR20) e 40 mg/kg (Grupo
FPRa0) por gavagem. Apos o término dos tratamentos (15° dia), os camundongos

foram eutanasiados com 100 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina (i.p).

4.6 DETERMINACAO DO CONSUMO DE AGUA E ALIMENTO E O PESO DOS
ANIMAIS E DOS ORGAOS

O peso dos animais e o consumo de agua e alimento foram medidos
diariamente. Os valores relativos de agua e consumo alimentar foram calculados
utilizando a férmula: Consumo relativo = alimento consumido (g) ou agua consumida
(mL)/peso corporal (g) x 100. O figado, rins, baco, coracdo e tumor de cada animal
foram removidos e pesados. O peso relativo do érgdo foram calculado usando a
férmula: Peso relativo = peso do 6rgao (g)/peso corporal (g) x 100. O desenho do

estudo esta resumido na Figura 5.

Figura 5 - Representacéo gréafica do desenho experimental.
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Avaliagdo do peso do animal e do consumo
de dgua e ragio durante o tratamento

o i
Folhas de Moringa Inoculagao subcutinea das ' 8" a0 14" dia L
células de sarcoma 180
— = (exceto no grupo sham)
l . G1 = Sham (PBS)
R G2 = Controle negativo (PBS)
- 24P G3=MTX (1,5 mg/kg, i.p)
Extrato tamponado g"_‘ = gzi (ig mg/kg)
Camundongos Swiss Administragio do M (40 mg/kg)
fémeas tratamento
1 5 grupos (n = 6) (8* a0 14° dia)
% 15°d
Fragdo rica em l s
proteina (PRF)

> Coleta de sangue venoso ——— Anadlise bioquimica
e hematoldgica

1. —» Remogdo e pesagem dos . Aniélise
Eutandsia orgdos e do tumor histolégica

(Cetamina e xilazina)

Fonte: Autor.

4.7 ANALISE BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA

O sangue dos animais foi colhido por puncéo cardiaca para avaliar o perfil
bioquimico, uma vez que este parametro pode apresentar-se alterado em animais
com Sarcoma 180 (SILVA-FILHO, 2019). Os seguintes parametros bioquimicos foram
avaliados: proteina total, albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase (GGT), uréia e
creatinina, usando kits especificos (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) em um
analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica).

Andlise hematoldgica foi realizada utilizando um analisador automético
(Sangue de animal Counter-ABC Vet, Montpellier, Franca) e microscopia optica; os
parametros avaliados foram: eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragcéao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e andlise total e diferenciada dos

leucocitos.

4.8 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram expressos como média = desvio padrdo (DP) e foram
submetidos a andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de

Bonferroni. A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

5 RESULTADO E DISCUSSAO

Estudos anteriores indicaram que as folhas de Moringa oleifera sao ricas em
proteinas e contém inibidor de tripsina e lectina (MOYO et al., 2011; TEIXEIRA et al.,
2014). O extrato (15,6 mg/mL) obtido em tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 3,0 contendo
NaCl 0,15 M, apresentou atividade inibidora de tripsina (54,5 U/mg) e lectina (AH
especifica: 1,9), sendo entdo utilizado para producédo da fracdo rica em proteinas
(FPR). FPR apresentou concentracdo proteica de 6,4 mg/mL, AH especifica de 2,5 e
atividade inibidora de tripsina especifica (AITE) de 87,8 U/mg (Tabela 1).

Tabela 1 - Determinacdo da concentracdo proteica, atividade hemaglutinante
especifica (AHE) e inibidora de tripsina especifica (AITE) do extrato e fracao proteica
(FPR) das folhas de M. oleifera.

Parametros Extrato FPR
Proteina (mg/mL) 15,6 6,4
AHE (titulo-¥mg/mL) 1,9 2,5
AITE (U/mg) 54,5 87,8

Em recente estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, observamos
gue FRP nao apresentou toxicidade em animais normais nas mesmas concentracdes
administradas nesse experimento (20 e 40 mg/kg/dia). Nosso trabalho corrobora, uma
vez que também ndo foi observada alteracdes no consumo de alimento e ganho de
peso dos animais, em compara¢édo com o grupo Sham. Apenas no grupo tratado com

20 mg/kg de FPR ocorreu maior consumo de agua (Tabela 2).



Tabela 2 - Consumo de agua e comida e peso dos animais.
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Peso dos Consumo de Consumo de
Tratamento i ) . o

animais agua racao
Grupo Sham 39,3+1,07 24 £5,71 23,57 £ 5,25
Grupo PBS 37,4 +0,69 34 +£8,12 29,00 +4,71
Grupo MTX 38,67 + 0,79 38+6,12 27,71 + 4,15
Grupo PRF 20 mg/kg 37,83+2,23 52 +5,77* 26,14 + 3,02
Grupo PRF 40 mg/kg 38,17 + 0,82 43 + 9,96 27,29 + 3,25

Os valores representam a média £+ DP (n = 6/grupo). Diferencas significativas (p<0,05) foram
encontradas em comparag&o com o grupo Sham (*).

De acordo com a analise dos parametros bioquimicos (Tabela 3), FPR néo
causou alteracdes significativas em relacao ao grupo Sham, indicando que nao houve
danos hepaticos ou renais. Contudo, é encontrado na literatura que durante o
tratamento com metotrexato (MTX) € comum a elevacao de marcadores hepaticos,
como o aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase
alcalina (ALP), indicando possivel hepatotoxicidade. Outros parametros bioquimicos,
como creatinina e uréia, também podem ser encontrados elevados durante o uso do
MTX, indicando um quadro de nefrotoxicidade, corroborando com os dados

encontrados em nosso estudo (MELLO et al., 2021).

Tabela 3 - Pardmetros bioquimicos de animais saudaveis (grupo Sham) e de animais
portadores de Sarcoma 180 tratados com PBS (controle negativo), metotrexato 1,5
mg/kg (MTX) e frag&o proteica de M. oleifeira (FPR) em 20 mg/kg e 40 mg/kg.

Parametros Tratamentos

SHAM PBS MTX FPR20mg FPR 40 mg

ALB 36.59+2.32 36.74+2.41 32.14+4.12* 38.17+4.04 36.43+£3.45
ALT 67.51+3.36 67.28+4.35 102.52+9.78* 66.17+5.91 67.85+4.13
AST 95.43+6.14 94.43+5.59 155.79+12.51* 93.15+5.16 94.43+4.48
ALP 13.86+0.71 14.26+0.60 17.43+0.80 * 13.65+0.53 13.51+0.45
BIL 0.73+0.19 0.59+0.15 0.65+0.18 0.62+0.12 0.66+0.16
GGT 14.95+0.93 15.75+0.84 15.33+0.95 14.24+1.17 15.12+1.14
TP 75.42+6.42 75.23+6.41  51.54+5.45* 77.15+6.24  73.34+5.32
UR 0.32+0.07 0.29+0.06 0.65+0.08 * 0.37+0.06 0.35+0.07
CRE 0.47+0.09 0.42+0.04 2.04+0.40 * 0.40+0.09 0.42+0.05
TC 96.58+7.45 96.77+5.67 90.55+6.13 92.70+£7.23  98.14+9.35
TG 99.27+10.31 95.51+9.69 91.42+8.10 94.57+8.16  92.93+9.19
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ALB: albumina (g/dL); ALT: alanina aminotransferase (U/L); AST: aspartato aminotransferase (U/L);
ALP: fosfatase alcalina (U/L); BIL: bilirrubina (mg/dL); GGT: gama-glutamil transferase; TP: proteina
total (g/dL); UR: uréia sanguinea (mg/dL); CRE: creatinina (mg/dL); CT: colesterol total (mg/dL) TG:
triglicerideos (mg/dL). Os valores representam a média + SEM (n=6/grupo). *Diferencas significativas

(p < 0,05) foram encontradas em comparacao com o controle.

De acordo com os parametros hematologicos (Tabela 4), todos os animais
portadores do sarcoma 180 tiveram reducdo do numero de hemécias aumento do
namero de leucdcitos, o que pode ser devido ao quadro patolégico causado pelo
processo tumoral (BARBISAN, 2014). Contudo, nos grupos tratados com FPR, houve
melhora do hematdcrito e hemoglobina corpuscular média. FPR também aumentou o

numero de mondcitos.

Tabela 4 - Parametros hematoldgicos de animais saudaveis (grupo Sham), bem como
de animais portadores de sarcoma 180 tratados com PBS (controle negativo),
metotrexato 1,5 mg/kg (MTX) ou fracao proteica das folhas de M. oleifeira (FPR) nas
concentracfes de 20 mg/kg e 40 mg/kg.

Tratamentos
Parametros SHAM Contrple MTX 1,5 FPR FPR
negativo mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
GBV 8.60£0.42 6.27+0.76* 6.86+0.91* 7.59+0.21* 7.28+0.36*
HCT 45.4+2.07 34.1+4.66* 37.6x4.77* 44.27+2.61# 45.14+2.24#
HB 15.2+0.55 11.1+£1.56* 11.9+1.71* 15.32+0.46 15.76+0.37
VCM 52.8+1.46 45.4+3.43* 54.8+2.51# 44.17+2.27* 45.58+2.36*
HCM 17.7+0.33 14.7£1.15 17.3+0.51# 16.49+0.45# 16.60+0.40#
CMHC 33.6+0.62 27.1+0.60* 31.7+#1.28 35.20+2.11 36.45+2.25
LEU 5.12+1.09 13.1+8.25* 23.9+7.45* 9.45+0.97* 9.88+1.01*
SEG 21.6£5.77 52.5+£11.8* 66.8+15.4* 66.45+2.48* 64.89+3.11*
LIN 26.7+6.22 28.6+11.3 31.6+14.9* 26.75+0.79 27.06x0.65
MON 1.20+£1.64 1.16+0.81 1.60+1.81* 5.53+0.54*# 4.65+0.88*#
BAS 0.60+0.89 0.00+0.00* 0.00+0.00* 0.59+0.16# 0.48+0.14#
EOS 0.40+0.54 1.00+£0.42* 0.66+0.81 1.22+0.12* 1.17+0.14*

GBV: Glébulos Vermelhos (108/mm?3); HCT: Hematdcrito (%); HB: Hemoglobina (g/dL); VCM: Volume
Corpuscular Médio (%); HCM: Hemoglobina Corpuscular Média (%); CMHC: Concentracdo Média de
Hemoglobina Corpuscular (%); LEU: Leucdcitos (103/mm3); SEG: Segmentados (%); LIN: Linfocitos
(%); MON: Mondcitos (%); BAS: Basofilo; EOS: Eosindfilo. Os valores representam a média + SEM
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(n=6/grupo). (*) Diferencas significativas (p < 0,05) dos grupos em comparagédo com o grupo Sham. (#)
Diferencas significativas (p < 0,05) dos grupos tratados em comparac¢ao com o controle negativo.

Em relacdo ao peso dos o6rgdos (Tabela 5), foi observado um aumento
significativo do baco e figado nos grupos controle negativo e MTX em relagc&o ao grupo
Sham, o0 que n&o aconteceu nos grupos tratados com FPR, sugerindo um efeito

protetor da fracdo nesses 6rgaos.

Tabela 5 - Peso de 6rgaos de animais saudaveis (grupo Sham), bem como de animais
portadores de sarcoma 180 tratados com PBS (controle negativo), metotrexato 1,5
mg/kg (MTX) ou fracdo proteica das folhas de M. oleifeira (FPR) nas concentracfes
de 20 mg/kg e 40 mg/kg.

Peso dos 6rgéaos (g)

Coracéo Bacgo Rins Pulméo Figado

FPR 20 mg/kg 0,13+0,01 0,29+0,07 0,40+0,08 0,26 +0,08 1,82+0,19
FPR 40 mg/kg 0,15+0,01 0,25%+0,07 0,45+0,04 0,22+0,02 1,80+0,22
MTX 0,15+0,01 0,41+0,07* 0,43+0,04 0,22+0,03 2,27 +0,41*
Controle negativo 0,16 + 0,02 0,45+0,13* 0,53+0,04 0,29+0,02 2,41 +0,38*
Sham 0,18+0,02 0,160,022 0,47+0,03 0,26+0,05 1,87+0,22

(*) Diferencas significativas (p < 0,05) dos grupos em comparacdo com o grupo Sham.

Foi observada uma reducéo significativa da massa tumoral somente no grupo
FPR40 em relacdo ao grupo controle negativo (Figura 6). Tem sido descrito que a
ligacdo de lectinas a carboidratos na superficie da célula tumoral pode desencadear
varias respostas intracelulares, como apoptose, inibicdo do crescimento celular,
parada do ciclo celular e inducdo do estresse oxidativo (PATRIOTA et al., 2021). Ha
diversas evidéncias sobre o papel das proteases na transformacdo do céancer,
desenvolvimento, processo metastatico e transi¢ao epitélio-mesenquimal (ZASHEVA,
SIMOVA-STOILOVA, 2017). Ja4 ha relatos da atividade anticancerigena de um
peptideo inibidor de tripsina contra linhas celulares de leucemia mieloide (HARISH et

al., 2020). No grupo MTX houve redugéo do tumor em 90%, conforme esperado.
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Figura 6 - Peso do tumor dos animais portadores de sarcoma 180 tratados com PBS
(controle negativo), ou fracdo proteica das folhas de M. oleifeira (FPR) nas
concentracdes de 20 mg/kg e 40 mg/kg. Cada coluna representa a média do peso do
tumor de cada animal (n = 6 por grupo).

Peso do tumaor (g)
%]
(&)

1 - =
05 ]

Contrale FPR20 FPR40
negativo

Os valores representam a média = DP (n = 6/grupo). (*) Diferenca significativa (p<0,05) foi encontrada
somente para o grupo FPR40 em relacdo aos demais.

6 CONCLUSAO

Podemos concluir que FPR promoveu reducdo da massa tumoral na
concentracdo de 40 mg/kg. Adicionalmente, todas as concentracbes de PFR
mantiveram o peso dos animais e ndo alteraram os marcadores bioquimicos e
hematoldgicos indicando auséncia de toxicidade. Andlise histopatoldgica segue em

andamento.
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