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Resumo

Fundamento: As sementes de Moringa oleifera, que sao utilizadas para clarificacao de dgua, contém uma lectina chamada
WSMol que tem mostrado atividade antibacteriana e imunomoduladora in vitro. Devido ao seu valor nutritivo e potencial
terapéutico, as folhas e as sementes dessa arvore sao consumidas em algumas comunidades. Algumas lectinas de plantas
nao sao toxicas para mamiferos, mas tem sido relatado que outras sao prejudiciais quando ingeridas ou administradas
por outros meios.

Objetivo: Como um dos passos necessarios para determinar a seguranca de WSMol, nés avaliamos os possiveis efeitos
cardiotéxicos desta proteina purificada.

Métodos: Durante 21 dias consecutivos, a WSMol foi administrada a camundongos por gavagem. Foram investigadas
as fungoes eletrofisiolégicas, mecanicas e metabdlicas in vivo e ex vivo por meio de registros eletrocardiograficos,
ressonancia magnética nuclear e respirometria de alta resolucao.

Resultados: O tratamento com WSMol nao induziu alteracdes nos niveis de glicose no sangue ou peso corporal em
comparacao com o grupo controle. Adicionalmente, as relacées peso cardiaco/peso corporal e peso cardiaco/comprimento
tibial estavam semelhantes em ambos os grupos. A ingestao de lectina também nao modificou a tolerancia a glicose ou
resisténcia a insulina. Nao foram observadas alteracoes nos parametros eletrocardiograficos ou na duracao do potencial
de acao cardiaco. Os coracdes dos camundongos dos grupos controle e WSMoL mostraram funcao ventricular esquerda
preservada. Além disso, a WSMol nao induziu alteracdes na funcao mitocondrial (em todos os casos, p > 0,05).

Conclusdes: A administracao de WSMolL demonstrou ter um perfil de seguranca cardiaca. Estes resultados contribuem
a avaliacao de seguranca do uso de sementes de M. oleifera para tratar agua, visto que essa lectina esta presente na
preparacao empregada por algumas populacdes com esse fim. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(6):1029-1037)
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Abstract

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

Objective: As one of the steps needed to define the safety of WSMol, we evaluated possible cardiotoxic effects of this purified protein.
Methods: WSMol was administered for 21 consecutive days to mice by gavage. Electrophysiological, mechanical, and metabolic cardiac
functions were investigated by in vivo and ex vivo electrocardiographic recordings, nuclear magnetic resonance, and high-resolution respirometry.

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

Conclusions: The administration of WSMol demonstrated a cardiac safety profile. These results contribute to the safety evaluation of using M.
oleifera seeds to treat water, since this lectin is present in the preparation employed by some populations to this end. (Arq Bras Cardiol. 2020;
174(6):1029-1037)
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Introducao

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) é uma arvore
nativa da regido sul do Himalaia, amplamente cultivada na
Asia e nos trépicos, principalmente devido ao seu uso para
clarificagao de agua. Tem sido cultivada como um remédio
tradicional, utilizada nas inddstrias alimentar, cosmética e
farmacéutica,'? e também é usada para tratar varias doengas,
como cancer e doencas cronicas e infecciosas.’*

Uma lectina soltvel em agua isolada das sementes de M.
oleifera (WSMol) tem demonstrado atividade inseticida,>” e
estudos in vitro demonstraram sua atividade antibacteriana contra
bactérias corrosivas e patogénicas.®’® A WSMoL demonstrou
atividade anti-inflamatéria in vitro em macréfagos murinos
estimulados por lipopolissacarideos,'" e foi capaz de ativar
linfécitos humanos a partir de culturas de células mononucleares
do sangue periférico, mostrando um efeito imunomodulador.'
Também tem sido comprovado que WSMol é uma das proteinas
coagulantes encontradas nas sementes de M. oleifera,®' e é
capaz de reduzir a turbidez e a ecotoxicidade de amostras de
agua coletadas de um riacho poluido.™

Estd bem demonstrado que muitos antibiéticos e algumas
classes de drogas anti-inflamatérias estdao frequentemente
associados a efeitos cardiotoxicos.”'® Entre os eventos
adversos no sistema cardiovascular, estio a ocorréncia de
insuficiéncia cardiaca com disfungao ventricular sistdlica,
arritmias e isquemia miocardica."” Classicamente, como
uma consequéncia de cardiotoxicidade, podem ser
observadas alteragbes no eletrocardiograma (ECQ), tais
como o prolongamento do intervalo QT, o qual tem sido
observado em pacientes que usaram vdrias classes de drogas
antimicrobianas, incluindo macrélidos e fluoroquinolonas. 82
Entre os macrélidos, a administracao intravenosa de
eritromicina apresenta o risco maior de aumento do intervalo
QT, e arritmias fatais tém sido relatadas quando foi usada
isoladamente ou em combinagao com outras drogas que
prolongam o intervalo QT.'® Portanto, a protecao da funcao
cardiaca atualmente estd um desafio constante para a
inddstria farmacéutica, autoridades reguladoras e médicos
que enfrentam reagbes clinicas adversas de vdrios agentes
terapéuticos na pratica clinica.

WSMol tem surgido como um potencial medicamento
antibacteriano e como um agente imunomodulador.
Algumas lectinas de plantas ndo sao téxicas para mamiferos,*'22
enquanto outras tém sido relatadas como prejudiciais quando
ingeridas ou administradas por outros meios, como injecao
intraperitoneal.* Portanto, como um dos passos necessarios
para determinar a seguranga de WSMol, este estudo avaliou
0s possiveis efeitos cardiotéxicos desta proteina.

Métodos

Material das plantas e isolacao da lectina

Foram coletadas sementes de moringa oleifera em Recife
(Pernambuco, Brasil) com a autorizacao (n? 38690) do Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) e
armazenadas a —20 2C. Uma amostra do material coletado foi
armazenada como um atestado de espécie (nmero 73345) no
herbério Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico
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de Pernambuco. Foi registrado o acesso (A6CAB4C) no
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

A WSMol foi isolada a partir do p6 das sementes de
acordo com o protocolo previamente descrito por Coelho et
al.,” Resumidamente, as protefnas foram extraidas em dgua
destilada, e, apés filtragao e centrifugacao, o extrato foi tratado
com sulfato de aménio com saturagao de 60%>* durante 4 h a
28 °C. Apo6s outra centrifugagao, o precipitado foi ressuspenso
em agua e dialisado durante 8 h contra dgua destilada (4 h) e
NaCl 0,15 M (4 h). A fragao dialisada (100 mg de proteinas)
foi carregada em uma coluna de quitina equilibrada com NaCl
0,15 M (taxa de fluxo de 20 mL/h), e o WSMol foi eluido com
1,0 M de 4cido acético. A lectina isolada foi dialisada contra
agua destilada com trés trocas de liquido para eliminagdo do
eluente. A atividade de ligagao de carboidratos da lectina foi
monitorada durante o processo de purificagao pelo ensaio da
atividade hemaglutinante, de acordo com o método descrito
por Paiva e Coelho.?

Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos C57BL/6
mantidos no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sob condicoes
controladas de temperatura constante (23 °C), com um ciclo
claro/escuro de 12h/12h e acesso livre a comida e agua. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com os Principios
Eticos de Pesquisa em Animais adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacao Animal, e os protocolos aplicados foram
aprovados pelo Comité de Ftica em Pesquisa em Animais da
UFRJ, sob niimero de protocolo DFBCICB041. Os camundongos
foram utilizados para experimentos durante 21 dias.

Condicoes experimentais

Os animais foram separados em dois grupos experimentais:
CNTRL (grupo controle) e WSMolL (animais tratados com
WSMol). Vaérios estudos do nosso grupo tém extensivamente
realizado experimentos com WSMol utilizando concentragoes
entre 10 ug/ml e 0,2 mg/ml*'? com a finalidade de testar
diversos efeitos biolégicos de WSMoL. No presente estudo,
para testar a cardiotoxicidade desta protefna purificada, foi
utilizada uma concentragao de WSMolL 10 vezes mais alta.
Deste modo, os animais do grupo WSMolL foram tratados
com a lectina (protefna purificada) por gavagem, com uma
concentragao 5 mg/kg do peso corporal (equivalente a 2 mg/ml)
durante 21 dias. Os animais no grupo CNTRL foram tratados
com agua milli-Q por gavagem durante 21 dias.

Hipertrofia cardiaca

Com a finalidade de avaliar a existéncia de possivel
hipertrofia cardiaca, os coragdes dos camundongos foram
pesados, e os dados foram normalizados, calculando as
relagbes peso cardiaco/peso corporal (PC/PCorp) e peso
cardiaco/comprimento tibial (PC/CT).2**” Apds a pesagem, 0s
animais foram sacrificados por meio de deslocamento cervical.
Subsequentemente, os coragbes foram extraidos, lavados com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), secados para
remover o excesso de liquido e pesados. O comprimento
tibial foi medido com um paquimetro.
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Glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose
intraperitoneal e teste de tolerancia a insulina intraperitoneal

As concentragdes de glicemia de jejum foram determinadas
a partir do sangue das veias da cauda usando um glicosimetro
automatizado (Contour™ TS Bayer), teste de tolerdncia a
glicose intraperitoneal (TTCI) e o teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal (TTII), os camundongos foram mantidos em
jejum por 6 h e 4 h, respectivamente. Ap6s o periodo de jejum,
os animais receberam, por via intraperitoneal, 2 g/kg de glicose
parao TTGlou 0,5 IU/kg de insulina TTII,? e niveis de glicemia
de jejum foram monitorizados 0, 15, 30, 60, 120 min apds
injecao de um corte na cauda. Foi calculada a 4rea sob a curva
(AUC) utilizando todos os pontos no tempo, descontando os
valores basais de glicose para cada animal.

Eletrocardiografia e ecocardiografia

Para avaliar a atividade elétrica cardiaca in vivo, foi realizado
um registro de eletrocardiograma (ECC) nos animais conscientes
utilizando um método nao invasivo,* a saber: dois eletrodos
subcutaneos implantados sob anestesia com isoflurano nas patas
dianteiras direita e esquerda, correspondendo a derivagao | do
ECG. No momento do registro, os eletrodos foram conectados
por cabos flexiveis a um amplificador diferencial caseiro
acoplado em CC (generosamente fornecido por Dr. Ariel
Escobar, University of California, Merced, EUA), utilizando um
filtro passa-baixo de 500 Hz e uma frequéncia de aquisicao
de 1 kHz. O sinal foi digitalizado usando Digidata 1440A
(Axon Instruments, San José, CA, EUA) e registrado usando
um programa de aquisicdo baseado em Labview (National
Instruments, Austin, TX, EUA). Foram analisadas as duracoes
dos seguintes intervalos: PR, RR, QRS e Q).

A fungdo cardiaca foi avaliada por ecocardiografia (ECHO)
in vivo utilizando o Sistema de Imagem de Alta Resolucao Vevo
770 (VisualSonics, Toronto, Canada) acoplado a um transdutor
de 30 MHz, sob anestesia com isoflurano. As imagens foram
adquiridas na modalidade bidimensional e analisadas por um
investigador cego. Foram calculados o volume diastélico final,
o volume sistélico final, a fragao de ejecdo e a mudanga de
area fracionada do ventriculo esquerdo utilizando o método
de Simpson. Resumidamente, estes pardmetros de fungdo
cardiaca foram avaliados em um corte do eixo paraesternal
longitudinal e em quatro imagens do eixo curto no modo
B em alta resolugao temporal, obtidas em diferentes niveis
ventriculares, como descrito anteriormente.*°

Potencial de acao

Para realizar registros do potencial de agao (PA) cardiaco em
coragdo intato, um sistema de perfusao retrograda de Langendorff
foi utilizado para manter os coragdes funcionais ex vivo durantes
horas, como previamente descrito.*'*? Para evitar danos no tecido
cardiaco pela formacao de codgulos sanguineos, os animais
foram injetados por via intraperitoneal, com Na*-heparina,
15 min antes da eutanasia que foi realizada por deslocamento
cervical. Os coragbes foram rapidamente removidos, canulados
pela aorta e continuamente perfundidos com uma solucao de
Tyrode oxigenada contendo o seguinte (em mM): NaCl 140, KCl
5,3, CaCl, 2, MgCl, 1, NaPO4H2 0,33, HEPES 10 e glicose 10.
O pH foi calibrado para 7,4 com NaOH a 32 C. Para diminuir

a contragdo mecanica, os coragoes foram perfundidos
com Tyrode contendo 4 mM de Blebbistatin (Selleckchem,
Houston, TX, EUA).

Foram usados microeletrodos de vidro borossilicato
(10-40 MQ) para registrar os sinais elétricos. Estes microeletrodos
foram preenchidos com solugao de KCl 3 M e inseridos em
um suporte (MEH1SF12, World Precision Instrument [WPI],
Sarasota, FL, EUA) incorporado em um micromanipulador
(MM33 links, WPI) conectado a entrada de um pré-amplificador
(Electro 705, WPI). Os microeletrodos foram colocados na
superficie do ventriculo esquerdo e a leitura do microeletrodo
foi ajustada em zero. Os sinais amplificados foram digitalizados
(NI USB 6281, National Instrument) e analisados com um
programa caseiro em LabView (generosamente desenvolvido
e fornecido por Dr. Ariel Escobar, University of California,
Merced, CA, EUA).

Os parametros analisados foram a duragao do potencial
de agdo (DPA) a 30% e 90% de repolarizacao (DPA, e DPA
respectivamente).

907

Isolamento das mitocondrias cardiacas dos camundongos

O isolamento das mitocondrias cardiacas dos camundongos
foi adaptada do protocolo descrito por Affourtit et al.,** com
pequenas modificagbes. Os coragdes foram rapidamente
dissecados e lavados em tampao Chappell-Perry (CP) gelado,
contendo o seguinte (em mM): KCI 100, Tris-HCI 50, EGTA
2 com pH de 7,2. Os coragbes foram pesados, picados com
laminas e lavados 4 a 5 vezes com tampao CP. O tecido foi
subsequentemente incubado por 5 min com tampao CP
suplementado com albumina a 0,5%, 5 mM de MgCl2, T mM
de ATP e 125 U/100 mL de protease tipo VIII, na proporgao
de 1 mL/100 mg de tecido. Apés isso, os coragdes foram
homogeneizados (Ultra-turrax homogenizer [IKA®, Campinas,
SP, Brasill, configuragao baixa, 3 s, 3 vezes), e o homogenato
resultante foi centrifugado. O sobrenadante foi centrifugado e
o sedimento foi lavado e ressuspenso em tampao CP gelado
e finalmente centrifugado. O sedimento mitocondrial final foi
ressuspenso em um volume pequeno de tampao CP. A dosagem
de protefna da preparacao obtida foi realizada pelo método
descrito por Lowry et al.>*. As preparagoes mitocondriais
isoladas foram submetidas a respirometria de alta resolugao
para medir os fluxos de consumo de oxigénio.

Respirometria de alta resolucao

Para as analises de consumo de oxigénio, foram usadas
mitocondrias isoladas. Os experimentos foram realizados em
um respirometro O2k de alta resolugao (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria, UE) a 37°C com meio de respiragao
mitocondrial (MIR05) contendo o seguinte (in mM): EGTA 0.5,
MgCl, 3, K-MES 60, taurina 20, KH,PO, 20, HEPES 20, sacarose
110 e 1 g/L BSA livre de gordura com pH de 7,1. O protocolo
utilizado para avaliar a fungdo mitocondrial foi adaptado de
Pesta e Gnaiger,* consistindo na adigao sequencial de mltiplos
substratos e inibidores, a saber: 5 mM piruvato, 2,5 mM malato,
10 mM glutamato, 100 uM 5’-difosfato de adenosina (ADP),
1T mM ADP, 10 mM succinato, 0,2 ug/mL oligomicina e 2 uM
antimicina A. A relagao de controle respiratério (RCR) foi
calculada pelo fluxo de oxigénio apés a adicao do succinato
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na presenca de ADP, dividido pelo fluxo apds a oligomicina.
A capacidade fosforilativa maxima do sistema de transporte de
elétrons (OXPHOS) foi calculado pelo consumo de oxigénio
ap6s a adicao do succinato menos o consumo de oxigénio
residual (ROX), o qual foi estimado ap6s a adigao da antimicina
A. O vazamento inespecifico de prétons foi determinado pelo
fluxo de oxigénio nao sensivel a oligomicina menos o ROX.
Um protocolo distinto foi realizado, alterando a sequéncia dos
substratos, para calcular o vazamento de elétrons, a relagao de
peréxido de hidrogénio (H,0,) pelo fluxo de O,. A ordem de
titulacdo deste protocolo foi a seguinte: 5 mM piruvato, 2.5 mM
malato, 10 mM glutamato, 10 mM succinato, T mM ADP e
0,2 ug/mL oligomicina. Os dados foram analisados em software
DatlLab 5 (Oroboros Instruments) e expressos em pmol O,/mg/s.

Produgao mitocondrial de H,0,

O H,0, mitocondrial foi medido monitorizando-se a taxa
de aparecimento de resorufina a 563/587 nm (excitagao/
emissao) em um espectrofotdmetro de fluorescéncia (Varian
Cary Eclipse, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
A mesma concentragao de mitocondria isolada que foi utilizada
nos experimentos de consumo de oxigénio foi acrescentada
em 2 mL de MIRO5 suplementado com 5,5 uM Amplex
red, 2 U/mL peroxidase e 40 U/mL superéxido dismutase.
Os ensaios de producao de H,0O, foram realizados a 37 °C, e
os substratos, inibidores e desacopladores foram acrescentados
na ordem seguinte: 5 mM piruvato, 2,5 mM malato, 10
mM glutamato, 10 mM succinato, T mM ADP, 0,2 ug/mL
oligomicina, 2 titulos de 0,5 uM de cianeto de carbonila-4-
(trifluorometoxi) fenil-hidrazona (FCCP) e 2 uM antimicina A.
Os dados gerados em unidades arbitrarias de fluorescéncia
foram analisados no software Origin Pro-8 (Origin Lab
Corporation, Northampton, MA, EUA) e normalizados em
pmol de H,O,/mg/min a partir da calibracdo padrao das
curvas de H,O, realizadas na presenga do mesmo niimero
de mitocdndrias isoladas para cada experimento.

Analise estatistica

Os valores sao expressos como média = desvio padrao
ou mediana (com intervalo interquartil). Para comparar os
resultados entre os grupos CNTRL e WSMol, foi utilizado
o teste t de Student ndo pareado, quando apropriado.
De outra maneira, os dados que apresentaram distribuicao
nao gaussiana (teste Kolmogorov-Smirnov) foram comparados
pelo teste Mann-Whitney. Foram consideradas significativas
as diferencas entre as varidveis quando o valor p era < 0,05.
Todas as andlises foram realizadas utilizando GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). N6s nao
utilizamos métodos estatisticos para predeterminar o tamanho
das amostras. Os tamanhos das amostras foram estimados com
base na disponibilidade da amostra e em estudos experimentais
anteriores do sistema cardiovascular.?3°

Resultados

O tratamento de 21 dias com WSMol néo induziu
alteragdes (p > 0,05) nos niveis de glicose no sangue
(Figura TA) nem no peso corporal (Figura 1B), em comparagao
com o grupo CNTRL. Além disso as relagbes PC/PCorp
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(Figura 1C) e PC/CT (Figura 1D) foram semelhantes (p > 0,05)
em ambos os grupos, indicando que nenhuma hipertrofia
cardiaca foi desenvolvida. O tratamento também nao
modificou a tolerancia a glicose (Figura 1E) ou a resisténcia
ainsulina (Figura 1F), em comparagao com os camundongos
nao tratados (p > 0,05), revelando a auséncia de alteragoes
no metabolismo de carboidratos.

A Figura 2 mostra os pardmetros de ECG no 212 dia de
tratamento. Os intervalos PR, RR, QRS e Q) (Figura 2C-F) nao
foram significativamente diferentes (p > 0,05) entre os grupos
WSMolL e CNTRL. A DPA, e a DPA, foram semelhantes
(p > 0,05) entre os camundongos tratados e nao tratados
(Figura 2G-J). Portanto, os dados obtidos aqui consistentemente
demonstraram que o tratamento com WSMol foi seguro para

o comportamento elétrico de coragdes de camundongo.

Considerando que tem sido demonstrado que alguns
antibiéticos podem prejudicar a fungdo e a estrutura do
ventriculo esquerdo, nés estudamos a fungao do ventriculo
esquerdo detalhadamente utilizando ECHO (Figura 3).
Os camundongos dos grupos CNTRL e WSMolL apresentaram
estrutura e fungao ventricular esquerda preservada, conforme
indicada pela auséncia de diferengas significativas (p > 0,05) nos
parametros seguintes: fragao de ejegao (Figura 3A), alteragao da
area fraciondria (Figura 3B), volume sistélico (Figura 3C), volume
diastélico final (Figura 3D), volume sistélico final (Figura 3E) e
massa ventricular esquerda (Figura 3F). Como um conjunto,
esses dados demonstram que o tratamento com WSMolL nao
prejudicou a fungao ventricular esquerda.

Finalmente, para verificar se WSMol interfere na fisiologia
da fungao mitocondrial cardiaca, nés empregamos abordagens
experimentais para analisar duas fungdes mitocondriais
importantes: fosforilagido oxidativa e producao de espécies
reativas de oxigénio. O tratamento de 21 dias com WSMolL
nao induziu alteragdes no consumo de oxigénio mitocondrial,
conforme demonstrado na Figura 4A-E. Além disso, o
tratamento ndo interferiu com a taxa de produgao de H,0, na
presenga de diversos substratos, inibidores e desacopladores
(Figura 4F), e ndo alterou o vazamento de elétrons (Figura 4G)
em comparagao com o grupo CNTRL.

Discussao

A alta toxicidade de algumas drogas atualmente utilizadas
para o tratamento vérias doengas é uma grande preocupacao em
sistemas de satide. Por exemplo, diversas classes de antibiéticos
sao cardiotoxicas.'®?° Neste cendrio, compostos naturais tém
sido cada vez mais estudados devido ao seu potencial na
descoberta e no desenvolvimento de medicamentos.*® Porém é
importante também avaliar a seguranga de compostos naturais
utilizados para fins alimentares e médicos. Estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo demonstraram as atividades
antibacterianas e imunomoduladoras da WSMoL,*" que
também é uma proteina coagulante das sementes de M. oleifera.
Neste estudo, nés avaliamos os potenciais efeitos cardiotéxicos
da WSMol, quando administrada por via oral em camundongos.
Estudos de seguranga sao imperativos, mesmo quando as lectinas
sao administradas por via oral, visto que tem sido relatado que
algumas proteinas desta classe podem atravessar a barreira
intestinal e ser encontradas sistemicamente.?”
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Figura 1 - Tratamento com WSMoL durante 21 dias néo induziu alteragbes metabdlicas. (A) Niveis de glicose no sangue apos 21 dias de tratamento com solugédo
salina (CNTRL) ou solugéo de WSMoL (WSMoL) (CNTRL n = 14 camundongos e WSMoL n = 11 camundongos), (B) peso corporal dos grupos CNTRL e WSMoL
(CNTRL n = 14 camundongos e WSMoL n = 11 camundongos), (C) relagéo peso cardiaco/peso corporal (CNTRL n = 8 camundongos e WSMoL n = 7 camundongos)
e (D) relagéo peso cardiaco/comprimento tibial, demonstrando que o tratamento com 5mg/kg de peso corporal de WSMoL preserva a estrutura cardiaca (CNTRLn = 8
camundongos e WSMoL n = 7 camundongos), (D) teste de tolerancia a glicose intraperitoneal e (E) teste de tolerancia a insulina intraperitoneal com seus graficos de
AUC correspondentes inseridos (CNTRL n = 9 camundongos e WSMoL n = 7 camundongos). Cada ponto representa valores individuais e as linhas representam valores
médios. o : Camundongos CNTRL; e: Camundongos WSMoL. Foram realizadas as comparagdes entre grupos utilizando teste t de Student néo pareado. Os resultados
sdo mostrados como média + desvio padréo.
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Figura 2 - WSMoL ndo comprometeu atividade elétrica cardiaca in vivo ou in vitro. Registros de ECG representativos in vivo dos grupos (A) CNTRL e (B) WSMoL.
Os intervalos (C) PR, (D) RR, (E) QRS e (F) QJ sumarizaram os dados obtidos apds 21 dias de tratamento com WSMoL (CNTRL n = 7 camundongos; 2.034 medigbes
e WSMoL n = 7 camundongos; 2.038 medicdes). Cada ponto representa valores individuais e as linhas representam valores médios. Registros representativos in vitro
do potencial de agéo dos grupos (G) CNTRL e (H) WSMoL sdo mostrados. Os efeitos do tratamento com WSMoL na duragéo do potencial de agdo (DPA) a (1) 30% e
(J) 90% de repolarizagdo séo sumarizados (CNTRL n = 5 coragdes; 483 medicdes e WSMoL n = 4 coragdes; 545 medigdes). Cada ponto representa valores individuais
e as linhas representam valores médios. Foram realizadas as comparagdes entre grupos utilizando teste t de Student néo pareado, e dados que néo apresentaram
distribuicao gaussiana (teste Kolmogorov-Smirnov) foram comparados pelo teste Mann-Whitney. o : Camundongos CNTRL, e: Camundongos WSMoL. Os resultados
s&o mostrados como média + desvio padréo para dados com distribuicéo gaussiana e como mediana e intervalo interquartil para dados com distribui¢éo ndo gaussiana.
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Figura 3 - Fungdo e estrutura do ventriculo esquerdo estavam preservadas apos tratamento com WSMoL. Os resultados obtidos por ECHO dos dois grupos estdo
sumarizados nos seguintes: (A) fracéo de ejecéo ventricular, (B) alteragdo da érea fracionaria, (C) volume sistélico, (D) volume diastélico final (E) volume sistélico
final e (F) massa ventricular esquerda (CNTRL n = 7 camundongos e WSMoL n = 10 camundongos). Foram realizadas as comparagées entre grupos utilizando teste
t de Student ndo pareado. Cada ponto representa valores individuais e as linhas representam valores médios. o : Camundongos CNTRL; e: Camundongos WSMolL.

Os resultados sdo mostrados como média + desvio padréo.

Existe uma crenca que a origem natural de um produto
garanta a sua seguranca em humanos. Porém alguns compostos
naturais podem desencadear alguns efeitos téxicos, inclusive
no nivel cardiaco. Por exemplo, o alcaléide aconitina, um
ingrediente de Fuzi (um medicamento tradicional chinés), foi
indicado como a causa de taquicardia ventricular Bidirecional.*®

E também sabido que diversos antibidticos sdo capazes de
bloquear os canais de potassio hERG, prolongando o intervalo QT
e a DPA#" Guo et al.,** observaram o prolongamento da DPA
utilizando eritromicina em midcitos ventriculares de camundongos
recém-nascidos. Zhang et al.,* também demonstraram que a
azitromicina, quando administrada em porquinhos-da-india,
causou prolongamentos significativos das DPA, e DPA, .

Neste sentido, nds avaliamos os efeitos do tratamento
com WSMol na atividade elétrica cardiaca tanto in vivo
quanto ex vivo, em camundongos, observando a sua
seguranga cardiolégica.

Outro efeito observado em alguns antibidticos é o
comprometimento da fungao e estrutura ventricular esquerda,
como observado por Zhang et al.,**. Além disso, alguns estudos
tém demonstrado que antibiéticos e outros compostos naturais
podem prejudicar a fungdo mitocondrial.**#> No entanto,

Arq Bras Cardiol. 2020; 114(6):1029-1037

ap6s 21 dias de tratamento com WSMol, nés observamos
que a fungdo ventricular esquerda e a fungao mitocondrial
estavam preservadas.

Conclusao

Os dados apresentados aqui indicam que a administracao
de WSMolL por gavagem nao teve efeitos cardiotéxicos em
camundongos tratados durante 21 dias. Estes resultados
contribuem para a avaliagdo de seguranga do uso de
sementes para o tratamento da agua, visto que essa lectina
esta presente na preparagao empregada por algumas
populagdes com este fim.
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