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RESUMO

A prevaléncia de doengas alérgicas no mundo ¢ crescente, o que gera preocupacao devido ao impacto
negativo que essas condi¢des causam na vida dos individuos afetados. Atualmente, as abordagens
terapéuticas mais empregadas para a alergia incluem o uso de anti-histaminicos e a imunoterapia;
contudo, essas estratégias ainda apresentam limitagdes. A mamona (Ricinus communis) ¢ uma
oleaginosa que se destaca economicamente pela facilidade de cultivo e pela ampla aplicacdo do 6leo
extraido de suas sementes na industria. Entretanto, a expansdo do cultivo dessa planta amplia a
exposi¢ao da populagdo a alérgenos, principalmente as albuminas 2S, como Ric c1 e Ric ¢3, capazes
de desencadear respostas alérgicas cruzadas com proteinas de diversas fontes. Estudos prévios do
nosso grupo demonstraram que residuos de acido glutamico presentes nos epitopos dos alérgenos Ric
cl e Ric ¢3 da mamona (Ricinus communis) estdo diretamente envolvidos na ligacdo da IgE. Com
base nesse conhecimento, o N-carbamil-L-acido glutdmico (N-Carb-Glu), um aminoacido
modificado anilogo ao acido glutdmico, foi identificado como um potencial bloqueador dessa
interagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de testes in vitro e in vivo, um tratamento
alternativo para a alergia, complementar ou potencialmente substitutivo aos anti-histaminicos e a
imunoterapia, fundamentado no conhecimento dos epitopos de ligacao a IgE, além de investigar o
perfil toxicoldgico e inflamatdrio da substancia N-Carb-Glu. Ensaios in vitro foram realizados em
macréfagos murinos RAW 264.7 e J774A.1 para avaliar citotoxicidade, producdao de 6xido nitrico,
atividade antioxidante e modulacao das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a e IL-1B. Os resultados
demonstraram que o N-Carb-Glu apresentou baixa citotoxicidade e reduziu de forma significativa a
producdo de IL-1B em macrofagos estimulados; entretanto, ndo modulou de forma significativa a
producao de 6xido nitrico nem apresentou atividade antioxidante. Nos ensaios in vivo, camundongos
BALB/c foram sensibilizados com albumina 2S de Ricinus communis, resultando em aumento
significativo dos niveis séricos de IgE, IgG1 e IL-4. A avaliagdo funcional do bloqueio de IgE foi
realizada por meio do teste de anafilaxia cutanea passiva (PCA), no qual a administracdo do N-Carb-
Glu antes do desafio antigénico reduziu de forma evidente o extravasamento vascular e o edema
cutaneo. As analises histologicas corroboraram esses achados, evidenciando menor ativagdo e
degranulacdo mastocitaria nos animais tratados previamente com o composto. Em conjunto, os
resultados demonstram que o N-carbamil-L-acido glutamico apresenta perfil de seguranga favoravel
e ¢ capaz de atuar no bloqueio funcional da IgE in vivo, configurando-se como um candidato
promissor para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras no tratamento das doengas
alérgicas, baseadas na interferéncia direta da interagcdo IgE—alérgeno.

Palavras-chave: Alérgeno; Inibi¢ao da IgE; N-carbamil-L-4cido glutdmico; Albumina 2S; Ricinus
COmMmunis.
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ABSTRACT

The prevalence of allergic diseases worldwide has been increasing, raising concerns due to the
negative impact these conditions have on the quality of life of affected individuals. Currently, the
most commonly employed therapeutic approaches for allergy include the use of antihistamines and
immunotherapy; however, these strategies still present limitations. Castor bean (Ricinus communis)
is an oilseed crop of economic importance due to its ease of cultivation and the wide industrial
application of the oil extracted from its seeds. However, the expansion of its cultivation increases
population exposure to allergens, particularly 2S albumins such as Ric ¢l and Ric ¢3, which are
capable of triggering cross-reactive allergic responses with proteins from various sources. Previous
studies from our group demonstrated that glutamic acid residues present in the epitopes of the
allergens Ric cl and Ric ¢3 from Ricinus communis are directly involved in IgE binding. Based on
this knowledge, N-carbamyl-L-glutamic acid (N-Carb-Glu), a modified amino acid analogous to
glutamic acid, was identified as a potential blocker of this interaction. The aim of this study was to
evaluate, through in vitro and in vivo assays, an alternative treatment for allergy, complementary or
potentially substitutive to antihistamines and immunotherapy, based on the knowledge of IgE-binding
epitopes, as well as to investigate the toxicological and inflammatory profile of N-Carb-Glu. In vitro
assays were performed using murine macrophages RAW 264.7 and J774A.1 to evaluate cytotoxicity,
nitric oxide production, antioxidant activity, and modulation of the pro-inflammatory cytokines TNF-
a and IL-1P. The results demonstrated that N-Carb-Glu exhibited low cytotoxicity and significantly
reduced IL-1f production in stimulated macrophages; however, it did not significantly modulate nitric
oxide production nor exhibit antioxidant activity. In vivo assays were conducted in BALB/c mice
sensitized with 2S albumin from Ricinus communis, resulting in a significant increase in serum levels
of IgE, IgG1, and IL-4. The functional evaluation of IgE blocking was performed using the passive
cutaneous anaphylaxis (PCA) test, in which the administration of N-Carb-Glu prior to antigenic
challenge markedly reduced vascular leakage and cutaneous edema. Histological analyses
corroborated these findings, showing reduced mast cell activation and degranulation in animals
previously treated with the compound. Taken together, the results demonstrate that N-carbamyl-L-
glutamic acid presents a favorable safety profile and is capable of promoting functional IgE blocking
in vivo, thus representing a promising candidate for the development of innovative therapeutic

strategies for allergic diseases based on the direct interference with the IgE—allergen interaction.

Keywords: Allergen; IgE inhibition; N-carbamyl-L-glutamic acid; 2S albumin; Ricinus communis
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1. INTRODUCAO

1.1. Doengas alérgicas

As doengas alérgicas sdo reagdes imunomediadas caracterizadas por respostas exacerbadas do
sistema imunologico frente a antigenos ambientais geralmente inofensivos, denominados alérgenos.
Essas respostas sao classificadas como hipersensibilidade imediata do tipo I e sdo predominantemente
mediadas pela imunoglobulina E (IgE), que desempenha papel central tanto na sensibilizagdo quanto
na fase efetora da resposta alérgica. As manifestacoes clinicas se expressam de diversos modos,
dependendo dos tecidos afetados, e incluem erupgdes cutaneas, congestao sinusal, broncoconstricao
com dificuldade respiratéria, dor abdominal, diarreia e choque anafilatico (ABBAS et al., 2019).

As doencas alérgicas tém se tornado um desafio crescente para a satide publica global, com o
aumento significativo de doencas como rinite alérgica, asma atdpica e alergias alimentares nas
ultimas décadas. (REINMUTH-SELZLE et al., 2017).

Segundo estimativas do Global Burden of Disease Study (GBD), em 2023 aproximadamente
362 milhdes de pessoas apresentavam asma no mundo, correspondendo a cerca de 5% da populacao
global. O cenario no Brasil nesse mesmo ano, mostrou que cerca de 17,9 milhdes de individuos eram
afetados por essa doenca, o que representa uma prevaléncia aproximada de 9% da populacao
brasileira, evidenciando a asma como um grande problema de satide publica no contexto nacional.

Fatores como predisposi¢do genética, mudangas no estilo de vida e alteracdes ambientais
desempenham papel central no aumento da prevaléncia das doencgas alérgicas. Evidéncias indicam
que as mudangas climaticas e a poluicdo do ar ndo apenas aumentam a presencga de alérgenos no
ambiente, mas também intensificam a exposicdo humana a esses agentes, contribuindo para o
desenvolvimento e agravamento de respostas alérgicas. Além disso, alteragdes nos padrdes
alimentares, uso de antibidticos, modifica¢des na microbiota intestinal € o0 avango da urbanizagao tém
sido associados a uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas alérgicas, reforcando a
natureza multifatorial e complexa desse processo (REINMUTH-SELZLE et al., 2017; EDWARDS-

SALMON et al., 2022). Esses fatores e suas interagdes estdo esquematizados na Figura 1.
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Figura 1. Fatores ambientais e de estilo de vida associados ao aumento da prevaléncia das doengas alérgicas.
Representagdo esquematica da interagdo entre fatores ambientais, comportamentais e bioldgicos relacionados
ao aumento da incidéncia de doengas alérgicas. Adaptado de Edwards-Salmon et al. (2022)

Embora as respostas alérgicas possam variar quanto aos estimulos desencadeadores e as
manifestagdes clinicas, elas possuem caracteristicas fundamentais. Uma dessas caracteristicas ¢ a
producdo de anticorpos IgE, que € um processo dependente da ativagdo de células T auxiliares (TH),
produtoras de interleucina-4 (IL-4), uma citocina fundamental para o controle dessa resposta
(ABBAS et al., 2019).

A IgE ¢ capaz de reconhecer regides especificas presentes no alérgeno, os epitopos. Apesar
da especificidade de ligacdao alérgeno-IgE, podem ocorrer reacdes cruzadas entre a IgE e outras
substancias com epitopos multivalentes (IVANCIUC et al., 2009; BUFE, 2001).

Uma ocorréncia alérgica acontece quando o individuo € exposto a um alérgeno, seja por
contato direto com a pele, inalagdo ou ingestdo. A alergia ocorre em duas fases principais: a fase de

sensibilizacdo, caracterizada pela indugdo de uma resposta do tipo Th2 e pela producdo de IgE
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especifica, e a fase efetora, na qual a reexposicao do alérgeno induz a ativacao de mastocitos ¢ a
liberagdo de mediadores inflamatdrios responsaveis pelos sintomas clinicos (GUNAWARDANA &

DURHAM, 2018).

1.2. Mecanismos imunologicos da resposta alérgica mediada por IgE
As respostas alérgicas caracterizam-se como reacdes de hipersensibilidade do tipo I, nas quais

a imunoglobulina E (IgE) exerce papel central tanto na fase de sensibilizagdo quanto na fase efetora.
Esses processos envolvem uma interagao coordenada entre componentes do sistema imunoldgico
inato e adaptativo, culminando na ativagao de mastocitos e na liberagdo de mediadores inflamatdrios
responsaveis pelas manifestagdes clinicas das doencas alérgicas (ABBAS et al., 2019; HOLGATE &
POLOSA, 2008).

A alergia pode se desenvolver em duas fases, a fase de sensibilizagdo e memoria e a fase
efetora, que pode ser subdividida em respostas imediatas e tardias. O contato inicial do individuo com
o alérgeno marca a fase de sensibilizagdo, que ativa o sistema de defesa ao detectar a presenga do
alérgeno, levando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 33 (IL-33),
linfopoietina estromal timica (TSLP), fator de necrose tumoral (TNF) e IL-1p por meio das células
epiteliais (AHMAD et al., 2018). Esses mediadores quimicos recrutam e ativar células linfoides inatas
do tipo 2 (ILC2) e basofilos, que passam a produzir IL-4 e IL-13, criando um ambiente imunoldgico
denominado fenétipo pro-alérgico, que favorece o desenvolvimento das alergias. Além disso, essas
citocinas recrutaram células apresentadoras de antigenos (APCs), como macréfagos ou células
dendriticas (DC), que internalizam e processam o alérgeno, gerando fragmentos peptidicos
conhecidos como epitopos, os quais sdo expostos na membrana das APCs associados ao complexo
MHC de classe Il (GUNAWARDANA & DURHAM, 2018).

Os epitopos do alérgeno sdo apresentados para os linfocitos T helper ‘naive’ (TH), que, sob a
influéncia da IL-4, se diferenciam em células TH2. As células TH2 ativadas produzem grandes
quantidades de citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-13, que estimulam os linfocitos B a produzir
anticorpos IgE especificos. As IgE produzidas e liberadas pelos plasmocitos se ligam aos receptores
especificos (FceRI) presentes na superficie de mastocitos nos tecidos e basofilos circulantes no
sangue, caracterizando a primeira sensibilizacdo (GUNAWARDANA & DURHAM, 2018;
HOLGATE & POLOSA, 2008). Na reexposi¢do ao mesmo alérgeno, ocorre a ligagdo cruzada entre
as IgEs inseridas nos mastdcitos e os epitopos do alérgeno, desencadeando a desgranulagao celular e
a liberacdo de mediadores inflamatorios, como histamina e citocinas, que sdo responsaveis pelos

sintomas tipicos das reacdes alérgicas (GUNAWARDANA & DURHAM, 2018). A Figura 2
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esquematiza o processo das respostas alérgicas mediadas por IgE
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Figura 2. Mecanismos de reagdes alérgicas. (A) Na fase de sensibilizagdo, o alérgeno ambiental sensibilizou
as células epiteliais e liberou citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF. O alérgeno ¢ absorvido pelas DCs,
9 b

que sdo reguladas e produzidas por TNF, induze células Th2 e conduzem a sintese de IgE e, posteriormente
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produzem um pool de memoria de células T e B especificas do alérgeno (B). O proximo encontro com o
alérgeno induz a montagem com o complexo IgE-FceRI especifico do antigeno em mastdcitos que secretam
TNF e, posteriormente, recrutam leucocitos. Os leucocitos; basofilos, neutrdfilos, eosindfilos e mastocitos
interagem entre si para produzir mais muco (C). Na fase efetora tardia, a remodelagdo epitelial exibira a
manifestacdo alérgica, pois em pacientes asmaticos e rinite, a parede das vias aéreas ¢ estreitada e o muco ¢
superproduzido, enquanto em pacientes com dermatite, a vasodilatacdo resulta em coceira e inchago da pele.

Fonte: Adaptado de AHMAD et al. (2018)
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1.3. Epitopos de ligacao a IgE e reatividade cruzada entre alérgenos

Epitopos sdo regides especificas localizadas na superficie das proteinas capazes de interagir
diretamente com anticorpos, constituindo os determinantes estruturais do reconhecimento
imunologico. No contexto das reagdes alérgicas mediadas por imunoglobulina E (IgE), os epitopos
de ligagdao a IgE desempenham papel central, uma vez que a resposta alérgica e a subsequente
inflamacdo s3o desencadeadas quando o alérgeno promove a ligagdo cruzada de, no minimo, duas
moléculas de IgE previamente ligadas ao receptor de alta afinidade FceRI presente na superficie de
células efetoras, como mastdcitos e basofilos. Essa interagdao ¢ altamente especifica e depende do
reconhecimento de epitopos expostos na superficie do alérgeno pelo sitio variavel do anticorpo. Do
ponto de vista estrutural, a superficie proteica representa o nivel de organizagdo mais diretamente
relacionado a liga¢do de anticorpos, sendo o epitopo a por¢ao dessa superficie que interage com o
anticorpo em nivel molecular. Dessa forma, a compreensao da estrutura dos epitopos e dos
determinantes envolvidos na ligagdo a IgE ¢ fundamental para o entendimento da resposta alérgica e
pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras (AALBERSE, 2000;

BUFE, 2001).

Os epitopos de ligacdo a IgE sdo classificados em epitopos lineares (ou sequenciais), formados
por residuos continuos de aminoacidos, e epitopos conformacionais (ou descontinuos), os quais

dependem da conformagao tridimensional da proteina para o reconhecimento pelo anticorpo.

A reatividade cruzada entre alérgenos ocorre quando anticorpos IgE gerados contra um
determinado alérgeno reconhecem estruturas semelhantes presentes em outras proteinas, sendo esse
fenomeno fortemente dependente da similaridade estrutural dos epitopos expostos na superficie
proteica. A presenca de dobras tridimensionais semelhantes e de propriedades fisico-quimicas
compativeis entre regides epitopo-anticorpo tem maior relevancia para a reatividade cruzada do que
a identidade de sequéncia primaria isoladamente (AALBERSE, 2000).

Diversas proteinas alergénicas compartilham caracteristicas estruturais que favorecem sua
estabilidade e persisténcia imunoldgica, incluindo estruturas compactas e resisténcia a degradacao,
fatores que contribuem para a manutencao da capacidade de ligagdo a IgE e para a reatividade cruzada
entre alérgenos (BUFE, 2001; BREITENEDER & RADAUER, 2004).

Estudos baseados no mapeamento de epitopos de ligacao a IgE demonstraram que pequenas
modificagdes na composi¢do de epitopos lineares podem resultar em alteragdes significativas na
afinidade da IgE por seus alérgenos. Andlises quantitativas indicam que varia¢des pontuais nas
propriedades fisico-quimicas de residuos presentes nesses epitopos sao suficientes para reduzir ou
abolir a capacidade de ligagao da IgE, evidenciando a sensibilidade dessa interagdo a mudancas

estruturais discretas (IVANCIUC et al., 2009).
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A 1dentificacdo e caracterizacao estrutural de epitopos de ligacdo a IgE tém sido apontadas
como etapas fundamentais para a compreensdo da alergénicidade e para o desenvolvimento de

estratégias diagndsticas e terapéuticas futuras (BUFE, 2001; BREITENEDER & RADAUER, 2004).

1.4. Ricinus communis e o seu potencial alergénico

Ricinus communis, mais conhecida como mamona, ¢ uma planta oleaginosa de grande
importancia econdmica, pertencente a familia Euphorbiaceae. O 6leo extraido de suas sementes ¢
rico em 4cido ricinoleico, que representa cerca de 90% de sua composi¢ao. Esse componente possui
uma ampla gama de aplicagdes industriais, sendo utilizado na producao de biodiesel, plasticos, fibras
sintéticas, esmaltes, resinas e lubrificantes (CANGEMI, 2010). Além disso, essa planta apresenta
um alto valor comercial e ¢ adaptavel a condigdes ambientais adversas, o que favorece seu cultivo
em regides tropicais e subtropicais (XU et al., 2019). No Brasil, a mamona ¢ extensivamente
cultivada, especialmente na regido de Irecé, na Bahia. Cerca de 120 toneladas de sementes sdo
processadas diariamente pela Azevedo Oleos, atualmente Oleon Brasil, localizada em Divindpoles,
Moboca, no Estado de Sao Paulo.

As albuminas 2S, presentes nas sementes da mamona, sdo proteinas de reserva vegetal que
desempenham um papel crucial no armazenamento de nutrientes, ¢ também estdo associadas a
funcdes de defesa, como atividades antifiingicas e inibidoras de proteases. A capacidade alergénica
da mamona tem sido amplamente investigada pelo nosso grupo de pesquisa, desde 1992
(MACHADO e SILVA, 1992). Entre os principais alérgenos da mamona estdo as proteinas Ric cl
e Ric ¢3. Essas proteinas sao formadas por duas cadeias polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto
que sdo sintetizadas a partir de um unico precursor com 237 residuos de aminoacidos (MACHADO
e SILVA, 1992; IRWIN et al., 1990). Durante o processamento, alguns peptideos sdo eliminados,
originando as proteinas nativas Ric cl e Ric c3.

A estrutura tridimensional de Ric c3 foi determinada utilizando Ressondncia Nuclear
Magnética (RNM) e descrita por Pantoja-Uceda et al. em 2004. A estrutura tridimenional de Ric cl
foi proposta, por modelagem molecular, por Nascimento et al., 2011.

Devido a similaridade estrutural com outros alérgenos, como os encontrados em sementes de
amendoim, soja € no pdlen presente na poeira doméstica, as albuminas 2S de mamona tém o
potencial de desencadear reagdes alérgicas em individuos previamente sensibilizados. Segundo
Breiteneder e Radauer (2004), essa propriedade esté relacionada a presenca de epitopos que podem
ser reconhecidos por IgEs especificas.. Essa semelhanga ¢ geralmente mediada por epitopos lineares
compartilhados, que sdo regides especificas das proteinas capazes de serem reconhecidas pelas IgEs,

mesmo quando os alérgenos tém origens distintas (AALBERSE, 2000; MORENO & CLEMENTE,
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2008).

Em 2002, Vieira observou que Ric ¢l e Ric ¢3, mesmo apds desnaturagdo, ainda eram capazes
de induzir a desgranulacdo de mastdcitos, evidenciando a presenca de epitopos continuos nessas
proteinas. Posteriormente, Felix et al. (2008) produziram peptideos sintéticos baseados nessas
sequéncias e identificaram a presenga recorrente de pelo menos dois residuos de acido glutamico
separados por uma distancia de trés a nove aminoacidos nos epitopos reconhecidos por IgE. Essas
observagoes levantaram a hipotese de que os residuos de 4acido glutdmico poderiam desempenhar um
papel relevante na interacao entre IgE e os alérgenos Ric ¢l e Ric c3, motivando a investigagao

funcional desses residuos.

Com base nessa hipotese, Deus-de-Oliveira et al. (2011) realizaram ensaios in vitro utilizando
os peptideos sintéticos previamente descritos por Felix et al. (2008), com o objetivo de avaliar a
importancia dos residuos de acido glutdmico na ligagdo da IgE aos alérgenos Ric ¢l e Ric c3. A
desgranulagao dos mastocitos provocada pelos alérgenos nativos, pelos alérgenos desnaturados, por
suas subunidades isoladas ou pelos peptideos sintetizados era da mesma ordem de grandeza. Para
investigar a importancia dos residuos de 4cido glutdmico para a desgranulacdo dos mastocitos,
Carrielo-Gama (2006), tratou os peptideos sintéticos com o reagente Woodward’s Reagent K (WRK),
um composto especifico para modificagdes de aminoacidos dicarboxilicos, como o acido glutamico
e o acido aspartico. Apos o tratamento com WRK, observou-se uma redugdo acentuada da
desgranulagdo de mastdcitos para niveis proximos ao controle negativo, demonstrando que os
residuos dicarboxilicos, especialmente o acido glutamico, desempenham papel essencial tanto na
ligacdo da IgE quanto na capacidade dos epitopos de Ric cl e Ric ¢3 de induzir resposta alérgica.
Para confirmar essas observagoes, novos peptideos foram sintetizados, trocando um dos residuos de
acido glutamico por residuos de leucina. Esses peptideos ndo desencadearam desgranulacdo dos
mastdcitos previamente se senibilizados, tornando claro a necessidade de pelo menos dois residuos

de acido glutamico por epitopo ligante de IgE.

Com base na demonstragdao de que pelo menos dois residuos de acido glutdmico, distantes
entre trés a nove posicdes, presentes em epitopos ligantes de IgE, sdo criticos para a ligagdo cruzada
na IgE e posterior desgranulacdo dos mastocitos, Deus-de-Oliveira et al. (2011) investigaram se
aminoacidos livres poderiam atuar no bloqueio dessa interacdo por meio de um mecanismo
competitivo. Para isso, foram realizados ensaios in vitro empregando mastocitos sensibilizados com
soro de rato, pré-imunizados com albuminas 2S ou com soro humano de pacientes atopicos alérgicos
a mamona ou amendoim. Mastocitos sensibilizados com soros previamente incubados com acido
glutamico ou acido aspartico livre, foram expostos aos alérgenos Ric cl, Ric ¢3 ou aos peptideos

sintéticos correspondentes aos epitopos ligantes de IgE. Os resultados demonstraram que o tratamento
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com esses aminoacidos dicarboxilicos reduziu para niveis basais, como no controle a desgranulacao
dos mastdcitos e a liberag@o de histamina, enquanto aminoacidos neutros ou basicos ndo apresentaram
efeito bloqueador, confirmando a especificidade dos residuos dicarboxilicos no bloqueio da resposta

alérgica mediada por IgE.

Na sequéncia, os autores avaliaram se esses mesmos determinantes moleculares estariam
envolvidos em fendmenos de reatividade cruzada. Para isso, foram realizados ensaios in vitro nos
quais mastdcitos peritoneais de rato previamente sensibilizados com IgE anti-2S albumina foram
incubados com extratos comerciais de alérgenos alimentares e inaldveis comumente utilizados no
diagnéstico clinico. Os resultados evidenciaram desgranulacdo significativa (>50%) quando os
mastocitos foram estimulados com extratos de camarao, peixe, gluten, trigo, soja, amendoim, milho,
poeira doméstica, tabaco e fungos do ar, indicando forte reatividade cruzada entre esses alérgenos e
os alérgenos de Ricinus communis. Epitopos ligantes de IgE normalmente estdo localizados em
regides expostas da proteina alergénica. Embora os alérgenos que apresentaram reatividade cruzada com
as albuminas 2S (mistura de Ric c1 e Ric ¢3) possuam baixa similaridade estrutural com os principais alérgenos
da mamona, os epitopos ligantes de IgE que contém dois residuos de acido glutdmico essenciais para essa

interagdo permanecem expostos na proteina nativa.

Lodi (2023) e Lodi e col (2024) mostraram por estudos de modelagem molecular e por estudos
“in silico” de previsao de epitopos, que os epitopos ligantes de IgE de alérgenos, pertencentes a classe
das albuminas 2S, de oleagionosas comestiveis como amendoim, castanha do para, gergelim,
pistache e castanha de caju estdo em loops externos. Lodi, demonstrou ainda que as estruturas
tridimensionais dos alérgenos pertencentes a classe das albuminas 2S mencionadas acima se
assemelham as estruturas de Ric cl e de Ric c¢3, ndo somente no que se refere aos epitopos ligantes
de IgE, mas também nas posigdes dos epitopos de células b e de células T. A importancia da
similaridade estrutural para desencadear a reatividade cruzada entre alérgenos em individuos
previamente sensibilizados relacionada a presenca de epitopos compartilhados capazes de serem
reconhecidos por IgEs especificas foi descrita por diferentes pesquisadores, podemos citar

Breiteneder & Radauer, 2004, Aalberse, 2000; Moreno & Clemente, 2008.

Ap6s evidenciar o envolvimento de pelo menos dois residuos de 4cido glutamico proéximos
no epitopo ligante de IgE propusemos a pré-incubagao do soro anti albuminas 2S com acido glutdmico
ou acido aspartico. Deus-de-oliveira 2011 e col, demonstraram que esse tratamento reduziu a
desgranulacdo de mastdcitos a valores proximo ao controle negativo. Em conjunto, esses achados
sustentam abordagens terapéuticas baseadas no bloqueio da IgE, uma vez que alérgenos da classe das
albuminas 2S, compartilham propriedades estruturais semelhantes, ampliando o potencial para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras no tratamento de alergias (Machado et al., P10506648).
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1.5. Abordagens terapéuticas atuais para o tratamento das doencas alérgicas

As abordagens terapéuticas para o tratamento das doengas alérgicas incluem, de modo geral,
medidas para evitar o alérgeno, farmacoterapia e estratégias imunomodulatérias, entre as quais se
destacam a imunoterapia alérgeno-especifica (AIT) e as terapias bioldgicas direcionadas a alvos
especificos da resposta imune do tipo 2. Enquanto a farmacoterapia permanece fundamental para o
controle dos sintomas, abordagens imunomodulatérias vém ganhando destaque por seu potencial de
modificar mecanismos envolvidos na fisiopatologia da alergia (DURHAM & SHAMII, 2022;
BOURSIQUOT et al., 2024).

A farmacoterapia ¢ a base do manejo clinico das doengas alérgicas e inclui principalmente o
uso de anti-histaminicos, corticosteroides e broncodilatadores, de acordo com a manifestacao clinica.
Os anti-histaminicos atuam por meio do bloqueio dos receptores H1 da histamina, reduzindo os
efeitos inflamatorios causados por esse mediador. Os anti-histaminicos de primeira geragdo, como a
Hidroxizina, apresentam meia-vida curta e maior penetracdo no sistema nervoso central, estando
associados a efeitos adversos como sedagdo, enquanto os de segunda geragdo, como a Loratadina,
possuem maior seletividade periférica, menor lipossolubilidade e melhor perfil de seguranca,
permitindo esquemas posologicos mais convenientes (CAMELO-NUNES, 2006). Apesar de eficazes
no controle dos sintomas, as terapias farmacologicas convencionais ndo promovem modulacao
imunoldgica duradoura nem alteram o curso natural da doenga alérgica (DURHAM & SHAMII,

2022).

Diferentemente da farmacoterapia tradicional, que atua predominantemente no alivio dos
sintomas, a imunoterapia alérgeno-especifica (AIT) interfere diretamente nos mecanismos
imunologicos da doenga alérgica e pode promover tolerancia de longo prazo ao alérgeno. Essa
estratégia baseia-se na administra¢do repetida e controlada do alérgeno ou de seus componentes,
levando a supressao da resposta Th2 patoldgica, a inducdo de células T reguladoras e a produgao de
anticorpos bloqueadores, como IgG4 e IgA, capazes de competir com a IgE pela liga¢do ao alérgeno

(DURHAM & SHAMII, 2022; BOURSIQUOT et al., 2024).

Apesar de seu potencial terapéutico, a AIT convencional apresenta limitagdes relacionadas a
heterogeneidade dos extratos alergénicos, a duracao prolongada do tratamento e ao risco de reagdes
adversas. Nesse contexto, abordagens baseadas em alérgenos definidos, como a utilizagao de
proteinas recombinantes bem caracterizadas, tém sido investigadas como alternativas mais
padronizadas e seguras. Um exemplo ¢ a imunoterapia utilizando o alérgeno recombinante Alt a 1,

que demonstrou eficécia clinica e perfil de seguranca favoravel em pacientes com alergia a fungos,
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reforgando o potencial da AIT com alérgenos molecularmente definidos (TABAR et al., 2019).

Nesse contexto, avangos adicionais incluem o desenvolvimento de alérgenos recombinantes
mutantes hipoalergénicos, que representam uma estratégia promissora para aumentar a seguranga ¢ a
previsibilidade da imunoterapia alérgeno-especifica. Esses alérgenos sdo obtidos por meio de
mutagoes dirigidas em residuos criticos envolvidos na ligagdo a IgE, resultando em moléculas com
alergenicidade reduzida, mas capazes de preservar propriedades estruturais € imunogénicas essenciais
para a indugdo de tolerancia imunoldgica. Estudos conduzidos pelo nosso grupo com albuminas 2S
de Ricinus communis demonstraram esse potencial por meio de abordagens complementares. O
trabalho de Pacheco-Soares e col. (2018) evidenciou que mutagdes dirigidas em epitopos de ligacao
a IgE do alérgeno Ric cl promovem reducdo significativa da desgranulacdo de mastdcitos e da
reatividade mediada por IgE, sem comprometer a estabilidade estrutural e funcdes biologicas da
proteina. De forma complementar, os estudos de Bartholazzi (2018) e Bartholazzi (2022), utilizando
o alérgeno Ric c3, aprofundaram a caracterizagdo imunologica dessas estratégias, demonstrando a
preservacao da imunogenicidade e o potencial de modulagao da resposta imune com menor ativagao
de vias IgE-dependentes. Em conjunto, esses achados refor¢am o uso de alérgenos mutantes bem

definidos como ferramentas moleculares promissoras para o aprimoramento da AIT.

Além disso, paralelamente ao aprimoramento da AIT, o avango no entendimento da
imunopatogénese das doencas alérgicas possibilitou o desenvolvimento de terapias bioldgicas
baseadas em anticorpos monoclonais, consolidando abordagens terapéuticas mais direcionadas para
o tratamento das alergias moderadas a graves. Esses imunobioldgicos atuam por meio do bloqueio de
alvos especificos da hipersensibilidade do tipo Ie tém sido associados a melhora do controle clinico,
a reducdo de exacerbacdes e ao impacto positivo na qualidade de vida dos pacientes (ASBAI, 2023;

MINGOMATAJ et al., 2024).

A terapia anti-IgE representa uma abordagem biologica bastante consolidada no tratamento
das doencas alérgicas moderadas a graves, especialmente aquelas mediadas por inflamagao do tipo
2. O omalizumabe, anticorpo monoclonal IgG1 humanizado, atua ligando-se a imunoglobulina E
(IgE) livre, mais especificamente a regido Ce3 da IgE, impedindo sua interacdo com os receptores de
alta afinidade FceRI presentes na superficie de mastdcitos e basofilos, bem como com o receptor de
baixa afinidade CD23 expresso em células apresentadoras de antigeno. Como consequéncia, ocorre
reduc¢do progressiva da expressao de FceRI na superficie das células efetoras, diminui¢ao da ativagao
mastocitaria e basofilica e atenuagao da liberagao de mediadores inflamatorios envolvidos nas reagoes
alérgicas imediatas. Além disso, a neutraliza¢do da IgE circulante contribui para a modulagdo da
resposta inflamatoria cronica, com impacto clinico na reducao de exacerbagdes, melhora do controle

da doenga e da qualidade de vida dos pacientes (HOLGATE et al., 2005).
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Além da terapia anti-IgE, estratégias imunoterapéuticas baseadas em epitopos especificos tém
sido investigadas com o objetivo de reduzir a reatividade mediada por IgE, mantendo a capacidade
imunogénica e aumentando a seguranga do tratamento. Nesse contexto, vacinas compostas por
peptideos contendo epitopos de células B demonstraram potencial para induzir anticorpos
bloqueadores sem promover ligagao cruzada de IgE, representando uma abordagem promissora para
a imunoterapia alérgeno-especifica (ZIEGLMAYER et al., 2016). De forma complementar,
imunoterapias baseadas em epitopos de células T também tém sido exploradas visando a inducdo de
tolerancia imunologica por meio da modulagdo seletiva de respostas celulares, embora seus efeitos

clinicos ainda estejam em avaliagdo (RAMCHANDANI et al., 2021).

Outra estratégia envolve o uso de alérgenos acoplados a plataformas imunogénicas, como
particulas semelhantes a virus (virus-like particles, VLPs), que permitem alta imunogenicidade
associada a reducdo da atividade alergénica. Essa abordagem tem se mostrado promissora para o
desenvolvimento de vacinas mais seguras ¢ eficazes, embora desafios técnicos relacionados a

producdo e escalonamento ainda persistam (ENGEROFF et al., 2018).

Dessa forma, apesar dos avangos proporcionados pelas terapias atualmente disponiveis, a
busca por estratégias capazes de atuar de maneira mais especifica sobre os mecanismos moleculares
da interagdo alérgeno—IgE permanece como um campo ativo de investigacdo. Intervencgdes que visem
modular diretamente essa interacdo apresentam grande potencial para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas mais eficazes e seguras.

1.6. Estratégias terapéuticas baseadas no bloqueio da IgE
Considerando o papel central da imunoglobulina E (IgE) na fisiopatologia das doengas

alérgicas, estratégias terapéuticas direcionadas ao bloqueio dessa imunoglobulina ou a interrupg¢ao de
sua interagdo com receptores celulares tém se destacado como abordagens promissoras para o
tratamento da alergia. Diferentemente das terapias convencionais, que atuam predominantemente no
controle dos sintomas, as estratégias baseadas no bloqueio da IgE interferem em eventos iniciais €
fundamentais da cascata alérgica, especialmente no eixo IgE—FceRI-mastdcito, com potencial para

reduzir a ativagdo celular e a amplificag@o da resposta alérgica (ABBAS et al., 2019; LIU et al., 2025).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido uma abordagem inovadora
baseada no bloqueio de IgE, fundamentada no conhecimento detalhado sobre os epitopos ligantes de
IgE presentes nos alérgenos da classe das albuminas 2S de mamona. Essa estratégia teve como ponto
de partida a caracterizagdo estrutural dos alérgenos Ric c1 e Ric ¢3, isoformas pertencentes a classe

das albuminas 2S (MACHADO et al., 1992; MACHADO et al., 2003). Estudos prévios
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caracterizaram os epitopos envolvidos na interacdo com IgE (FELIX et al., 2008) e identificaram
residuos de acido glutdmico como elementos essenciais nessa ligagdo (DEUS-DE-OLIVEIRA et al.,

2011).

O glutamato (L-Glu) ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central
dos mamiferos e participa de processos fundamentais como a plasticidade sindptica, cognicao e
memoria (NICIU et al.,, 2014; PRYBYLOWSKI & WENTHOLD, 2004). Entretanto, seu uso
terapéutico sistémico ¢ limitado, uma vez que alteragdes em sua biodisponibilidade podem interferir
na neurotransmissdo excitatoria e em processos dependentes da sinalizagdo glutamatérgica,

justificando a busca por derivados estruturalmente relacionados.

Nesse cendrio, Campos-Mesquita (2016) avaliou o bloqueio da IgE por meio do uso de
diferentes derivados do acido glutamico. Foram investigados cinco acidos glutdmicos modificados:
D-acido glutdmico, N-metil-L-acido glutdmico, N-acetil-L-acido glutamico, N-(4-nitrobenzoil)-L-
acido glutamico e N-carbamil-L-4cido glutdmico, com o objetivo de identificar compostos capazes
de interferir na interagdo IgE—alérgeno. Por meio de ensaios in vitro baseados em ELISA, utilizando
soros de camundongos imunizados com albumina 2S de mamona, observou-se que os analogos N-(4-
nitrobenzoil)-L-acido glutdmico e N-carbamil-L-4cido glutdmico se destacaram por apresentar maior
eficiéncia no bloqueio da ligacdo IgE—alérgeno, alcangando percentuais superiores a 90% de inibicao
nas maiores concentragdes avaliadas, o que os tornou os principais candidatos para os estudos

subsequentes.

A partir desses resultados in vitro, Campos Mesquita (2020) e de Campos-Mesquita (2023)
avangou na validacdo dessa estratégia terapéutica por meio da avaliagdo do bloqueio da IgE em
modelos in vivo de alergia. Nesse estudo, foi testado especificamente o N-(4-nitrobenzoil)-L-4cido
glutdimico como agente bloqueador de IgE in vivo, em camundongos BALB/c sensibilizados com
proteinas do leite de vaca e com albuminas 2S de Ricinus communis. O tratamento com esse derivado
resultou em redugdo significativa dos sinais clinicos da reagdo alérgica e da interagdo IgE—alérgeno.
Paralelamente, foram conduzidos testes comportamentais € de coordenacdo motora, incluindo
avaliagdes de atividade locomotora, equilibrio e resposta motora, com o objetivo de investigar
possiveis efeitos excitatorios ou neuroldgicos adversos. Os resultados demonstraram auséncia de
alteracdes comportamentais ou motoras significativas até doses de até 30 mg/kg, reforcando a
viabilidade do uso desse composto como bloqueador de IgE.

Como desdobramento desses estudos, o trabalho desenvolvido por Mendieta (2023) teve como
foco a investigagdo do N-carbamil-L-acido glutdmico como alternativa terapéutica para o bloqueio
da IgE in vivo. Nesse estudo, camundongos BALB/c foram submetidos a ensaios in vivo com o

objetivo de avaliar a seguranga do composto, incluindo analises toxicologicas e comportamentais. A
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avaliacdo toxicologica envolveu a analise histopatologica de figado e rins de animais submetidos ao
tratamento com o composto por 15 dias consecutivos, bem como a dosagem de marcadores séricos
de funcdo hepatica e renal. Adicionalmente, foram realizados testes comportamentais para a
investigacdo de possiveis efeitos excitatorios, sedativos ou motores, por meio da avaliagao da
atividade locomotora e da coordenacao motora. Os resultados demonstraram que a administra¢ao do
N-carbamil-L-4cido glutdmico, em doses de até 50 mg/kg, ndo promoveu alteragdes histopatologicas
ou bioquimicas significativas, nem interferiu no comportamento ou na atividade motora dos animais,
reforgando o potencial desse derivado como candidato seguro e promissor para estratégias
terapéuticas baseadas no bloqueio da IgE (MENDIETA, 2023).

A relevancia dessa abordagem terapéutica vai além dos alérgenos da mamona, uma vez que o
bloqueio da interagao IgE—alérgeno pode representar uma estratégia preventiva aplicavel a diferentes
fontes alergénicas. Nesse contexto, destaca-se que grande parte das reacdes alérgicas alimentares em
humanos est4 associada a um grupo restrito de alimentos conhecidos como os “big nine allergens”,
que incluem leite, ovo, amendoim, nozes, trigo, soja, peixe, crustaceos e gergelim (JANKOVIC et
al., 2023). Os principais aléregnos desses alimentos prertencem 4 classe das albuminas 2S e contém
residuos de acido glutamico nos epitopos ligantes de IgE (LODI, 2023). Esses alérgenos
compartilham a capacidade de induzir respostas mediadas por IgE e de ativar mastocitos e basofilos,
desencadeando reagdes alérgicas sistémicas. Assim, estratégias terapéuticas baseadas no bloqueio da
IgE, como a proposta neste trabalho, apresentam potencial para serem exploradas em um contexto
mais amplo, independentemente da origem do alérgeno, reforcando o carater inovador e preventivo
dessa abordagem no tratamento das doencas alérgicas.

No presente estudo, foi realizada uma avaliagdo toxicologica e inflamatéria do N-carbamil-L-
acido glutamico (Figura 3.) em macréfagos, além da investigagao de sua eficacia no bloqueio da IgE
em modelos in vivo, visando contribuir para o avango do desenvolvimento de estratégias terapéuticas

inovadoras no tratamento das doengas alérgicas.
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Substancia Formula estrutural

O 0]
Acido glutamico G OH
NH,
O O
N-carbamil-L-acido glutéamico HO OH
HN T NH»
O

Figura 3. Formula estrutural dos aminoacidos 4cido glutdmico e N-carbamil-L-acido glutdmico. Fonte:

Acervo pessoal.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial do N-carbamil-L-acido glutdmico na modulagdo da resposta alérgica
mediada por IgE em modelo experimental, bem como investigar seu perfil toxicologico e

inflamatério em células do sistema imunolédgico.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do N-carbamil-L-acido glutamico na linhagem celular de
macrofagos RAW 264.7.

e Investigar o efeito do N-carbamil-L-acido glutdmico sobre a produgdo da citocina TNF-
a na linhagem celular de macrofagos RAW 264.7.

e Investigar o efeito do N-carbamil-L-acido glutamico sobre a producao da citocina IL-1f3
na linhagem celular de macrofagos J774A.1.

e Avaliar a influéncia do N-carbamil-L-4cido glutdmico na produgdo e neutralizagdo de
oxido nitrico, bem como seu potencial antioxidante, em ensaios celulares utilizando a
linhagem RAW 264.7.

e Estabelecer um modelo murino BALB/c de alergia mediada por IgE utilizando albumina
2S de Ricinus communis.

e Avaliar os niveis séricos de IL-4 e das imunoglobulinas IgE e IgGl em camundongos
sensibilizados, como confirmacao da resposta alérgica.

e Investigar a capacidade do N-carbamil-L-acido glutdmico em bloquear a resposta
alérgica mediada por IgE in vivo por meio do teste de anafilaxia cutanea passiva (PCA).

e Analisar alteragdes morfologicas associadas a ativagdo mastocitdria apds o tratamento
com o N-carbamil-L-4cido glutamico, por meio de microscopia Optica € microscopia

eletronica de transmissdo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencao do antigeno e preparo da solucio experimental

3.1.1. Obtencao da albumina 2S da semente de mamona

A proteina albumina 2S de Ricinus communis, utilizada para a sensibilizagdo dos
camundongos, foi previamente purificada a partir de sementes de Ricinus communis L. no
Laboratério de Quimica e Fungdo de Proteinas e Peptideos (LQPFP/UENF). A obtenc¢do da proteina
seguiu os protocolos descritos por Thorpe et al. (1988), com adaptagdes propostas por Felix et al.
(2008), conforme detalhado na tese de Débora Mothé de Campos Mesquita (2016). De forma
resumida, o processo envolveu etapas de extragdo proteica, seguidas por cromatografia de exclusao
molecular e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, permitindo a obten¢do da fragao
correspondente as albuminas 2S com elevado grau de pureza.

Apoés a purificagdo, as fracdes contendo albumina 2S foram concentradas, liofilizadas e

armazenadas a —20 °C até sua utilizacdo nos ensaios experimentais.

3.1.2. Preparo da soluciio de N-carbamil-L-acido glutimico

O composto N-carbamil-L-4acido glutdmico (N-Carb-Glu) foi adquirido comercialmente da
Sigma-Aldrich. A solucdo utilizada nos experimentos foi preparada por dissolugdo do composto em
soro fisioldgico, obtendo-se uma solucio estoque na concentragdo de 3 mg/mL. Apds o preparo, a
solu¢do foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C até o momento de sua utilizacdo nos ensaios

experimentais.

3.2. Caracterizacio do perfil toxicolégico e inflamatorio do N-carbamil-L-acido glutimico
em macrofagos

Esta etapa do estudo foi conduzida no Laboratorio do Reconhecer (LBR) da UENF em
colaboragdo com a Profa. Dra. Thatiana Lopes Bid Ventura Simdo, a Dra. Yasmin Viana Martins e

os alunos de Iniciagdo Cientifica Fabio Hugo Siqueira Ferreira e Julia Costa de Souza.
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Figura 4. Etapas do protocolo experimental empregadas na caracterizagdo do perfil toxicologico e inflamatorio
do N-carbamil-L-acido glutdmico em macrofagos. As imagens ilustram o preparo das culturas celulares, a
realizacdo dos tratamentos e os procedimentos analiticos utilizados nos ensaios in vitro. Fonte: acervo pessoal.

3.2.1. Cultivo e tratamento celular
Para os ensaios in vitro foram utilizadas duas linhagens murinas de macrofagos, RAW 264.7

e J774A.1, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). A utilizacdo de ambas as linhagens
foi necessaria devido as diferengas funcionais relacionadas a ativagao do inflamassoma, uma vez que
células RAW 264.7 ndo expressam o componente ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD), essencial para a formag¢ao do complexo inflamassoma e para a geragdo da forma
ativa da IL-1pB. Dessa forma, a linhagem J774A.1, que apresenta esse componente, foi utilizada para
os ensaios envolvendo a produgdo de IL-1B. As células foram mantidas em meio DMEM-F12
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em estufa a 37 °C, sob atmosfera umidificada
com 5% de CO2.Para os experimentos, ambas as culturas foram ajustadas para 5 x 10° células/mL,
sendo plaqueado 100 uL por pocgo e distribuidas em placas de 96 pogos contendo meio DMEM-F12
suplementado com 2% de SFB, onde permaneceram por 24 horas. Em seguida, as células foram
tratadas com N-carbamil-L-4cido glutdmico (N-Carb-Glu) nas concentragdes de 0,8; 4; 20; e 100 uM,
na presenga ou auséncia de LPS (1 pg/mL; E. coli 055:B5). Ap6s mais 24 horas de incubacgao, os

sobrenadantes foram coletados e armazenados para as andlises subsequentes.

Nas culturas de RAW 264.7, foram avaliados viabilidade celular, produgdo de NO, TNF-a e
capacidade antioxidante (DPPH). Os sobrenadantes obtidos dos cultivos de J774A.1 foram utilizados

para determinagdo de IL-1p.

3.2.2. Avaliacao da citotoxicidade
A viabilidade celular dos macrofagos expostos ao N-Carb-Glu foi avaliada pelo método
colorimétrico do 3-(4,5dimetiltiazol-2-i1)-2,5- difenil tetrazol (MTT), conforme descrito por
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Mosmann (1983). Esse ensaio se baseia na capacidade de células metabolicamente ativas de reduzir
o sal de tetrazdlio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio em cristais de formazan, cuja
formagdo esta diretamente associada a integridade e funcionalidade mitocondrial.

ApO0s 24 horas de tratamento das células RAW 264.7, foram adicionados 10 puL da solugao de
MTT (5 mg/mL; Sigma-Aldrich) a cada poco, e as placas foram incubadas por mais 2 horas a 37 °C
e 5% de CO.. Ao término da incubagdo, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan
formados foram solubilizados em solu¢do de isopropanol acidificado com HCl (4 mM). A

absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de microplacas.

Para interpretacdo dos resultados, dois controles experimentais foram empregados de forma
padronizada. O controle positivo de viabilidade correspondeu a cultura de macrofagos estimulados
com LPS e ndo tratados com N-Carb-Glu, representando a condi¢do de maior atividade metabdlica
esperada no ensaio. Ja o controle negativo, utilizado como referéncia de morte celular, foi obtido
mediante exposicdo das células ao Triton X-100 a 1%, garantindo a determinagdo do valor minimo
de viabilidade. As absorbancias obtidas nas amostras tratadas foram comparadas a esses controles,

permitindo o célculo do percentual de citotoxicidade para cada concentragao avaliada.

3.2.3. Quantificacao de citocinas
A quantificacdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p foi realizada nos

sobrenadantes das culturas de macrofagos apos o periodo de incubacdo com N-Carb-Glu. Para essa
analise, foram utilizados kits comerciais de ELISA do tipo sanduiche, adquiridos de acordo com a
especificidade de cada citocina (BD Biosciences, CA, USA), seguindo rigorosamente as instrugdes
fornecidas pelos fabricantes. A producao de TNF-a foi avaliada nos sobrenadantes provenientes das
culturas de RAW 264.7, enquanto a quantificagdo de IL-1p foi realizada nas amostras obtidas das
culturas de J774A.1. As concentragdes das citocinas foram expressas em pg/mL, determinadas a partir
das curvas padrdo geradas com citocinas murinas recombinantes.

As culturas estimuladas com LPS (1 pg/mL) e ndo tratadas foram utilizadas como controle
positivo, representando a maior inducdo de citocinas. Ja as culturas ndo estimuladas e nao tratadas
serviram como controle negativo, refletindo os niveis basais dos mediadores. A comparagdo com

esses controles permitiu verificar se o0 N-Carb-Glu alterou a produgao de TNF-a e IL-1f pelas células.

3.2.4. Avaliaciao da producio de NO
A produgdo de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos tratados com N-carbamil-L-acido

glutamico (N-Carb-Glu) foi estimada indiretamente pela quantifica¢do de nitrito no sobrenadante das

culturas de RAW 264.7, utilizando o ensaio de Griess, conforme descrito por Griess (1864). Apos 24
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horas de incubagao com N-Carb-Glu (0,8; 4; 20 e 100 uM), foram coletados 50 puL. do sobrenadante
de cada pogo, os quais foram misturados a 50 pL do reagente de Griess (p-
aminobenzenossulfonamida 1% e diidrocloreto de naftilenodiamina 0,1%, Sigma-Aldrich) em acido
fosforico 5%. A reacdo foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz, e a
absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de microplacas.

A concentragado de nitrito foi determinada a partir de curva padrao de nitrito de sddio, corrigida
pelo branco contendo apenas os reagentes. Para interpretacdo dos resultados, as amostras foram
comparadas aos controles do ensaio: o controle negativo, formado por culturas ndo estimuladas com
LPS, representou o nivel basal de producao de NO; e o controle positivo, constituido de macréfagos
estimulados com LPS (1 pg/mL) e ndo tratados, indicou a resposta maxima esperada. A partir dessa

comparagao, foi possivel determinar se o N-Carb-Glu modularia a produ¢do de NO pelos macrofagos.

3.2.5. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do N-Carb-Glu foi avaliada pelo método do radical estavel 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), conforme descrito por Molyneux (2004). Esse ensaio fundamenta-
se na capacidade de compostos antioxidantes reduzirem o DPPH, originalmente de coloracao violeta,
a sua forma reduzida, caracterizada por tonalidade amarelada. A diminui¢ao da absorbancia reflete,

portanto, o potencial sequestrador de radicais livres da substancia testada.

As solucdes de N-Carb-Glu foram preparadas em metanol, nas concentracdes de 0,8; 4; 20 e
100 uM. Em placa de 96 pogos, 50 uL de cada solucao foi misturado a 50 uL da solu¢do metandlica
de DPPH (0,1 mM; Sigma-Aldrich). As misturas foram incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente
e protegidas da luz. Ao término da incubagdo, a absorbancia foi medida a 515 nm em leitor de
microplacas.
A capacidade de sequestro do radical DPPH fo1 expressa como percentual de atividade antioxidante,

calculada segundo a féormula:

Abscontrole - Absamostra

% sequestro = [ ] % 100.

Abscontrole

No ensaio, foram utilizados dois controles experimentais: o controle negativo, constituido pela
solucao de DPPH sem a presenca de N-Carb-Glu, representando a absorbancia maxima do radical; e
o controle positivo, composto por metanol puro, utilizado para verificagdo do comportamento do
sistema e estabilidade do reagente. Como referéncia de atividade antioxidante conhecida, empregou-

se o composto 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), preparado nas mesmas condi¢des experimentais,
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para comparar o potencial antioxidante do N-Carb-Glu com o de um antioxidante validado.

3.3. Avaliaciao do bloqueio de IgE in vivo

3.3.1. Experimentac¢io animal

Para os experimentos in vivo, foram utilizados 17 camundongos BALB/c machos, com 6 a 8
semanas de idade, adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). Os animais foram mantidos em condigdes ambientais controladas, com
temperatura de 22 £ 2 °C, umidade relativa de 55 £ 10% e ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo
ra¢do comercial e 4gua filtrada ad libitum durante todo o periodo experimental.

Os animais foram alojados em grupos de 4 a 5 por caixa, contendo maravalha esterilizada
como forracdo. A troca da maravalha e a reposi¢do de 4gua foram realizadas regularmente, e a ragao
foi reabastecida conforme necessario.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as normas institucionais da UENF. O
protocolo experimental foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UENF) sob ntimero 617, autorizando a realizagdo das sensibilizacdes, manipulagdes
experimentais e coletas realizadas neste estudo (Anexo 1). A eutanasia, quando necessaria, foi
conduzida por inalag¢do de isoflurano seguida de deslocamento cervical, conforme recomendagao do
CONCEA, assegurando perda rapida de consciéncia e minimizagdo do sofrimento animal.

A escolha da linhagem BALB/c foi baseada em sua ampla utilizagdo em modelos
experimentais de alergia e na predominancia de uma resposta imunoldgica do tipo Th2, caracterizada
pela elevada producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 apos sensibilizagdo antigénica. Esse perfil
¢ mais acentuado em BALB/c do que em camundongos C57BL/6, que apresentam respostas menos
polarizadas para Th2 (GUEDERS et al, 2009). Assim, a linhagem BALB/c mostrou-se
particularmente adequada aos objetivos deste estudo, voltados a investigagdo de mecanismos

associados a resposta alérgica.

3.3.2. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, conforme apresentado na
Tabela 1, com o objetivo de avaliar a resposta imunoldgica induzida pela sensibilizagdo com albumina
2S de mamona, bem como os efeitos moduladores do N-Carb-Glu quando administrado em diferentes

momentos em relagdo ao teste cutaneo.
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Tabela 1. Delineamento dos grupos experimentais.

Grupo Descricao Tratamento com N-Carb-
Glu
G1 Controle — Sensibiliza¢ao Nao administrado

com solugao salina

G2 N3o administrado
G3 30 minutos antes do teste
cutaneo

Sensibilizagao com albumina

G4 ApOs o teste cutaneo

2S de mamona

G5 Reforgo 24 horas e depois 30
minutos antes do teste

cutaneo

3.3.3. Protocolo de sensibilizacao

Os camundongos da linhagem BALB/c foram submetidos a um protocolo de sensibilizagao
intraperitoneal com duragcdo de 28 dias, baseado no esquema descrito por Chen et al. (2013),
posteriormente avaliado por Aramburo-Galvez et al. (2018), com adaptagdes no cronograma e/ou nas
doses administradas. Cada animal recebeu 250 pLL de uma solucdo contendo 0,05 mg/mL de albumina

2S de mamona, administrada nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 (Figura 5).

A coleta de sangue foi realizada em trés momentos distintos. No dia 0 (soro pré-sensibilizacao)
e no dia 28 (soro pos-sensibilizacdo), o sangue foi obtido por plexo retro-orbital, mediante aplicacao
prévia de colirio anestésico. No dia 30, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos ao teste cutdneo. Em seguida, foi realizada
a coleta de sangue por puncao cardiaca para obtencdo do soro pos-tratamento e, posteriormente, a

coleta das patas destinadas as andlises microscopicas.Os soros obtidos em cada coleta foram
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separados por centrifugacdo a 1500 x g por 10 minutos a 4 °C e armazenados a —20 °C até a realizagao

das andlises imunologicas.

As etapas do protocolo de sensibilizagdo e coleta de sangue estdo ilustradas na Figura 5.

[Prntomlodesansihiizal;ﬁoj

# = Coleta de sangue ‘

#
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| | * # = Teste cuténeo PCA
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N

Figura 5. Cronograma do protocolo experimental de imunizagdo. As setas representam as imunizagdes, € 0S
asteriscos as coletas de sangue.

Figura 6. Representacdo fotografica das etapas do protocolo de sensibilizagdo e coleta de sangue em
camundongos. (A) Administragdo do estimulo durante o protocolo de sensibilizagdo; (B) conten¢do do animal
para realizagdo da coleta; (C) coleta de sangue para obten¢do de soro. Fonte: acervo pessoal.
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3.3.4. Deteccao de imunoglobulinas IgE e igG 1
Para a deteccdo de imunoglobulinas, foram utilizados kits ELISA murino para IgE e IgG 1.

Nesse ensaio, placas de 96 pocos de poliestireno foram revestidas com 60 pL por poco de albumina
28 purificada (1 pg/uL em tampao de carbonato de sddio-bicarbonato de s6dio 50 mM, pH 9,6) a 4°C
durante o periodo noturno. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05%
Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T contendo 1% de gelatina por uma hora a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas novamente com PBS-T. As amostras de soro foram
diluidas em PBS-T com 0,1% de gelatina e foram incubadas a 37°C por uma hora, nas propor¢des de
1:5 para IgE e 1:500 para IgG1. Apds essa etapa, os pocos foram lavados com PBS-T e tratados com
anticorpos anti-IgE, anti-IgG e anti-IgG1 de camundongos, conjugados com peroxidase e diluidos em
PBS-T com 0,1% de gelatina por uma hora a 37°C. Apds isso, foi adicionada uma solu¢do de substrato
de o-fenilenodiamina peroxidase (OPD) para desenvolvimento da cor durante 15 minutos. A reacdo

foi interrompida com &cido sulftrico 3M, e a intensidade da cor foi medida por absorbancia a 492

nm, utilizando um leitor de microplacas.

Figura 7. Registro fotografico das etapas do ensaio ELISA utilizado para a deteccdo de IgE e IgG1 em
amostras de soro. As imagens ilustram o preparo das placas, a adicdo das amostras e reagentes, € 0s
procedimentos de pipetagem durante o ensaio. Fonte: acervo pessoal.
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3.3.5. Dosagem de IL-4 por ELISA
A concentracdo de IL-4 foi determinada no soro dos camundongos, coletado nos periodos pré-

sensibilizacdo e pos-sensibilizacdo, por meio de ensaio ELISA do tipo sanduiche, utilizando o kit
Mouse IL-4 ELISA Set (BD OptEIA™; BD Biosciences), conforme as instrugdes fornecidas pelo
fabricante.

As placas de 96 pogos foram revestidas com o anticorpo de captura diluido em tampao
apropriado (100 uL/pogo) e incubadas overnight a 4 °C. Apds lavagens com tampao de lavagem, foi
realizada a etapa de bloqueio com diluente de ensaio por 1 hora em temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 100 pL/poco dos padrdes e das amostras de soro, previamente diluidos
no diluente de ensaio, e a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente.

Apbs novas lavagens, foi adicionado o anticorpo de deteccdo biotinilado, seguido do
conjugado estreptavidina-HRP, conforme recomendado pelo fabricante, com incubagdo por 1 hora
em temperatura ambiente. Em seguida, apos nova etapa de lavagem, foi adicionada a solugdo de
substrato TMB (100 pL/pogo), mantendo-se a reacdo por 30 minutos, na auséncia de luz. A reacao
foi interrompida com solugdo de parada e a leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm, com
corre¢cao em 570 nm, quando aplicavel.

As concentragodes de IL-4 foram calculadas a partir de uma curva padrao, construida com IL-4 murina

recombinante, e os resultados expressos em pg/mL

3.3.6. Teste cutaneo para Avaliacdo do Bloqueio de IgE (PCA)
Esse ensaio foi desenvolvido no Laboratério do Reconhecer (LBR/UENF), em colaboragao

com o Dr. Fabricio Moreira Almeida.

O teste cutaneo realizado foi utilizado para avaliar a resposta alérgica imediata mediada por
IgE em modelo experimental. O ensaio baseia-se no aumento da permeabilidade vascular apos o
desafio antigénico em animais previamente sensibilizados, resultando no extravasamento de proteinas
plasmaticas e do corante azul de Evans, permitindo a avalia¢do da ativacdo mastocitaria e da resposta
inflamatéria local.O protocolo experimental adotado foi baseado na metodologia descrita por
Smaldini et al. (2015), com adaptagdes. No presente estudo, o PCA foi empregado como ferramenta
para avaliar a resposta alérgica imediata induzida pela albumina 2S de mamona e investigar o
potencial efeito modulador do N-Carb-Glu sobre eventos associados a ativagdo mastocitaria € ao
extravasamento vascular.

No dia 30 do protocolo experimental, os camundongos foram submetidos ao teste cutaneo.
Conforme o delineamento experimental, os animais do Grupo 3 receberam 200 pL de N-Carb-Glu 30
mg/kg por via intraperitoneal 30 minutos antes da realizacdo do teste, enquanto os demais grupos nao

receberam tratamento nesse momento. Em seguida, todos os animais foram submetidos a inje¢ao
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intradérmica de 20 puL contendo 50 pg de albumina 2S de mamona na pata direita, enquanto a pata
contralateral recebeu 20 pL de solucdo salina, utilizada como controle interno. Apos a realizagao do
teste cutdneo, os animais do Grupo 4 receberam 200 pL de N-Carb-Glu 30 mg/kg por via
intraperitoneal, para posterior analise dos teores de interleucinas.

Na sequéncia, foi administrado corante azul de Evans a 0,1% (100 pL) por via intravenosa em
todos os grupos. A resposta alérgica foi avaliada por meio da observacdo do extravasamento do
corante azul de Evans, indicativo de aumento da permeabilidade vascular, bem como pela mensuracao

do edema das patas, permitindo a comparacao entre os grupos experimentais.

O procedimento experimental do teste cutaneo estd ilustrado na Figura 8.

Figura 8. Ilustragcdo do procedimento do teste cutaneo utilizado neste estudo. (A) Aplicacdo do estimulo na
regido plantar da pata; (B) realizagdo do teste cutdneo para avaliacdo da resposta imediata. Fonte: acervo
pessoal.

3.3.7. Registro fotografico da resposta cutinea imediata
Apo6s 15 minutos da administragao intravenosa do corante azul de Evans, as patas traseiras

dos camundongos foram fotografadas individualmente sob condi¢cdes padronizadas de iluminacao,

distancia e foco, a fim de garantir uniformidade na aquisicdo das imagens. As fotografias obtidas
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foram utilizadas para a avaliacdo qualitativa da resposta vascular, considerando a extensao da area de
extravasamento, a intensidade da coloracdo azul, bem como a diferenca entre as patas direita e
esquerda e a comparacao entre os grupos experimentais. Essa etapa permitiu o registro visual do grau
de anafilaxia cutanea induzida pelo alérgeno, assim como a analise do possivel efeito modulador dos

tratamentos administrados.

3.3.8. Coleta e processamento das patas

Ao término da avaliacdo macroscopica da resposta cutdnea, os animais foram submetidos a
coleta das patas traseiras direita e esquerda. As amostras foram cuidadosamente seccionadas de modo
a preservar a regiao correspondente ao local da injecdo intradérmica, garantindo a integridade da area

de interesse para as analises subsequentes.

Para fins de avaliacdo morfoldgica, os animais de cada grupo experimental foram divididos,
de modo que as amostras obtidas fossem destinadas as analises por microscopia Optica € por

microscopia eletronica de transmissao (MET), conforme os protocolos especificos descritos a seguir.

3.3.9. Processamento histolégico para microscopia optica
Essa etapa foi desenvolvida em colaboragdo com o Prof. Dr. Eulégio Carlos Queiroz de

Carvalho e a residente de Patologia Animal Bruna Barreto Victorino Costa do Laboratorio de
Morfologia e Patologia Animal (LMPA) da UENF.

As amostras das patas destinadas a analise histologica foram inicialmente fixadas em solucgao
de formol neutro tamponado a 10%, visando a adequada preservagdo das estruturas teciduais. Apds a
fixacdo, os fragmentos foram submetidos a descalcificacdo em solu¢do de acido nitrico a 7%,
permanecendo imersos por 48 horas, procedimento necessario para a remog¢ao dos componentes
minerais do tecido dsseo da pata e para facilitar o corte histologico e o posterior emblocamento.

Apos a etapa de descalcificacdo, as amostras foram submetidas ao processamento histologico,
que compreendeu a desidratagdo em séries crescentes de etanol, seguida de diafanizacdo em xilol e
posterior inclusdo em parafina. Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo, gerando cortes
histologicos com espessura aproximada de 5 um, os quais foram montados em laminas de vidro.

Para a identificacdo de mastocitos, os cortes histologicos foram submetidos a coloragcao com
azul de toluidina, técnica que permite a visualizacdo dessas células em razdo da metacromasia
caracteristica de seus granulos citoplasmaticos. As laminas coradas foram analisadas em microscopio
optico, possibilitando a avaliagdo da presenca, distribuicao e morfologia dos mastdcitos, bem como

de alteracdes histologicas associadas a resposta inflamatdria cutdnea na regido correspondente ao
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local da inje¢do intradérmica.

Figura 9. Registro visual das etapas do processamento histologico para analise por microscopia Optica. (A)
Preparo do material biologico; (B) processamento ¢ montagem das laminas histoldgicas; (C) analise das
laéminas em microscopia Optica. Fonte: acervo pessoal.

3.3.10. Processamento dos tecidos para microscopia eletronica de trasmissao
Essa etapa foi desenvolvida em colabora¢do com o Prof. Dr. Sergio Henrique Seabra e a MSc.

Amanda Mello da Silva Oliveira do Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) da UENF.

As amostras destinadas a microscopia eletronica de transmissdo foram inicialmente lavadas
duas vezes em tampao fosfato salino (PBS). Em seguida, realizou-se a fixagdo primaria em solugao
contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de formaldeido recém-preparado, diluidos em tampao

cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,0), por 1 hora a temperatura ambiente.

Apos a fixacao primaria, as amostras foram submetidas a pos-fixacao em tetroxido de 6smio
a 1% por 40 minutos, seguida de desidratacdo em série crescente de acetona (20%, 40%, 60%, 80%
e 100%). Posteriormente, o material foi infiltrado e incluido em resina Epon, sendo entdo submetido

ao processo de polimerizacao.

Apds a polimerizacdo da resina, secgdes ultrafinas foram obtidas com o auxilio de um
ultramicroétomo e contrastadas com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo a 3%. As amostras

foram analisadas em microscopio eletronico de transmissao Jeol JEM-1400 Plus.
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3.4. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, USA) e as diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<
0,05. One-way ANOVA ¢ o teste de Tukey foram utilizados para avaliar os efeitos de um unico
parametro. Os valores de CC50, IC50 e MIC foram calculados por meio de andlise de regressdo nao
linear do log [concentracdo]/curvas de inibi¢ao de trés experimentos diferentes, usando o GraphPad

Prism 8.

4. RESULTADOS

Neste trabalho sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos ensaios in vitro € in vivo
realizados para avaliar o potencial do N-Carb-Glu como modulador da resposta alérgica mediada por
IgE. Inicialmente, sdo apresentados os resultados referentes a caracterizagdo do perfil toxicolédgico,
inflamatorio e antioxidante do composto em macréfagos murinos. Em seguida, sdo descritos os
resultados dos ensaios in vivo, incluindo a avaliagao da resposta humoral induzida pela sensibilizagao
com albumina 2S de mamona, avaliada por meio da deteccdo de IgE, IgG1l e IL-4 no soro dos
camundongos, ¢ o bloqueio funcional da IgE por meio do teste cutdneo de anafilaxia passiva, bem

como as andlises morfoldgicas associadas.

4.1. Caracterizac¢ao do perfil toxicologico e inflamatorio do N-Carb-Glu em macrofagos

4.1.1. Avalia¢do da citotoxicidade do N-Carb-Glu em macrofagos RAW 264.7
A viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 foi avaliada pelo ensaio de MTT apods 24

horas de estimulo com LPS e tratamento com N-Carb-Glu nas concentragdes de 0,8; 4; 20 e 100 uM.
Conforme apresentado na Figura 10, as concentragdes de 0,8 e 4 pM ndo apresentaram diferenga em
relagdo ao controle positivo (células estimuladas e ndo tratadas).

Nas concentragdes de 20 e 100 uM, observou-se reducdo da viabilidade celular em comparagao ao
controle positivo, com diferenga estatisticamente significativa (**p < 0,01 e ***p < 0,001,
respectivamente). Apesar disso, na concentracdo de 100 uM a viabilidade celular manteve-se em
aproximadamente 80%. O controle negativo (Triton X-100) apresentou reducdo acentuada da

viabilidade, confirmando a adequac¢do do ensaio. Os dados sdao apresentados como média + desvio
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Figura 10. Efeito do N-Carb-Glu na viabilidade celular de macr6fagos RAW 264.7. Macrofagos RAW 264.7
foram estimulados por LPS (1 pg/mL) e tratados com N-Carb-Glu nas concentragdes de 0.8 , 4, 20 e 100 pM
por 24 h. Apos este periodo a viabilidade da cultura foi avaliada através do método de MTT. Como controle
negativo foi utilizado macrofagos estimulados e tratados com Triton X-100 enquanto para o controle positivo
foi utilizado a cultura de macrofagos estimulada e ndo tratada. As barras estdo em ordem crescente de
concentracdo. Os valores foram representados como média + desvio padrao, onde grupos diferentes do controle
positivo (C+) foram considerados significantes segundo p<0,05 (), p<0,01 () e p<0,001 (**).

4.1.2. Efeito do N-Carb-Glu sobre a producio de 6xido nitrico (NO) em macréfagos
RAW 264.7

A producao de 6xido nitrico foi avaliada em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e
tratados com N-Carb-Glu nas concentragdes de 0,8; 4; 20 e 100 uM, por meio da quantificacdo de
nitrito no sobrenadante das culturas. Conforme apresentado na Figura 11, o estimulo com LPS
promoveu aumento da produ¢do de NO em comparagao ao controle negativo ndo estimulado.

O tratamento com N-Carb-Glu, nas concentragdes avaliadas, apresentou valores de NO
semelhantes aos do controle positivo (LPS), ndo sendo observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e o controle positivo. Os dados sdo apresentados como média +

desvio padrao.
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Figura 11. Efeito do N-Carb-Glu na produ¢do de NO em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS.
Macrofagos RAW 264.7 foram estimulados por LPS (1 pg/mL) e tratados com N-Carb-Glu nas concentragdes
de 0.8, 4,20 e 100 uM por 24 h. Apds este periodo o sobrenadante da cultura foi avaliado quanto a presenca
de NO através do ensaio de Griess. Como controle negativo foi utilizado macrofagos nao estimulados e nao
tratados enquanto para o controle positivo foi utilizado a cultura de macrofagos estimulada e ndo tratada. As
barras estdo em ordem crescente de concentragdo. Os valores foram representados como média + desvio
padrdo, onde grupos diferentes do controle positivo (C+) foram considerados significantes segundo p<0,05 (),
p<0,01 () e p<0,001 (**).

4.1.3. Modulacio da produciao de TNF-a em macréfagos RAW 264.7 tratados com N-
Carb-Glu

A producdo da citocina pro-inflamatéria TNF-o foi avaliada em macrofagos RAW 264.7
estimulados e tratados com N-Carb-Glu nas concentragdes de 0,8; 4; 20 e 100 uM. Conforme
demonstrado na Figura 12, o tratamento com o composto resultou em redugdo estatisticamente
significativa dos niveis de TNF-a em todas as concentragdes avaliadas, quando comparadas ao
controle positivo.

Observou-se que a diminuicdo da produgdo de TNF-a ocorreu de maneira dependente da
concentracao, sendo mais evidente nas concentragdes de 20 e 100 uM. Nas concentragdes de 0,8 ¢ 4
uM, embora a reducdo tenha sido significativa em relagdo ao controle positivo, o efeito apresentou
menor magnitude quando comparado as concentracdes mais elevadas. Esses resultados indicam que
o N-Carb-Glu ¢ capaz de modular a producdo de TNF-a em macrofagos RAW 264.7 de forma
dependente da concentracao.
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Figura 12. Efeito do N-carbamil-L-acido glutdmico na produg¢do de TNF-a por macrofagos RAW 264.7
estimulados por LPS. Macréfagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (1pg/mL) na presenga de N-
carbamil-L-acido glutamico (0.8, 4, 20 e 100 uM) durante 24h. Os sobrenadantes da cultura foram coletados
¢ avaliados por ELISA sanduiche. Como controle negativo foi utilizado o sobrenadante da cultura de
macrofagos sem estimulo e como controle positivo, sobrenadante da cultura de macréfagos estimulado sem
tratamento. Valores foram reportados como média + desvio padriao e considerados diferentes em relacao ao
controle positivo de acordo com p< 0,001 (***),

Adicionalmente, a partir da curva concentragdo—resposta, foi determinada a concentragdo
inibitoria de 50% (ICso) do N-Carb-Glu sobre a produgdo de TNF-a. O composto apresentou ICso de
8,2 = 2,5 uM, conforme apresentado na Tabela 2, indicando que a modulacdo desse mediador
inflamatério ocorre em concentragdes relativamente baixas dentro do intervalo testado, corroborando

os efeitos observados no ensaio de modulagao dessa citocina.

Tabela 2. Concentracao inibitoria minima (50%) de N-carbamil-L-acido glutimico na inibicao

da producio da citocina TNF-0 em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS.

Amostras IC50 TNF-a (uM)
N-carb-glu 8,2+25
IBUP! 2,1+0,8

'TIBUP — AINE. Valores reportados como média + desvio padrio.

4.1.4. Efeito do N-Carb-Glu sobre a producao de IL-1 em macrofagos J774A.1
A produgdo da citocina pro-inflamatéria IL-1f foi avaliada nos sobrenadantes de culturas de

macrofagos J774A.1 estimulados com LPS e tratados com N-Carb-Glu nas concentragdes de 0,8; 4;
20 e 100 uM, por meio de ensaio ELISA sanduiche. Conforme apresentado na Figura 13, o estimulo
com LPS promoveu aumento expressivo da producao de IL-1B em comparagdo ao controle negativo

ndo estimulado.
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O tratamento com N-Carb-Glu resultou em reducao significativa da producao de IL-1B em
relacdo ao controle positivo estimulado apenas com LPS, em todas as concentragdes avaliadas.
Observa-se que os niveis de IL-1P nos grupos tratados foram substancialmente inferiores aos do
controle positivo. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao, e as diferencas estatisticas

em relagdo ao controle positivo estdo indicadas na figura 13.
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Figura 13. Efeito do N-Carb-Glu em inibir a producao de IL-1 em macroéfagos murinos J774A.1.
Macroéfagos foram estimulados por LPS e posteriormente tratados na presenga de N-Carb-Glu (0.8 , 4,20 ¢
100 uM) durante 24 h. Os sobrenadantes da cultura celular foram coletados e avaliados quanto a produgéo de
IL-1p através do método de ELISA sanduiche. O controle negativo de produgao de IL-1 foi estabelecido
como a cultura de macrofagos ndo estimulada e ndo tratada (C-) enquanto para o controle positivo (C+), foi
obtido através do estimulo da cultura de macréfagos por LPS na concentragdo de 1 mg/mL. Os valores foram
reportados como média + desvio padrdo, e grupos diferentes do C+ foram considerados significantes de

acordo com p<0,001 (**%*), p<0,01 (**), p<0,05 (*).

4.1.5. Avaliacao da atividade antioxidante do N-Carb-Glu pelo método do DPPH
A atividade antioxidante do N-Carb-Glu foi avaliada pelo método do radical estavel DPPH,

por meio da determinacao do percentual de sequestro do radical apds 1 hora de incubacdo. Conforme
apresentado na Figura 14, o N-Carb-Glu apresentou baixo potencial de sequestro do radical livre nas

concentracoes avaliadas.
O valor de ICso determinado para o N-Carb-Glu foi superior a 100 uM. Em comparagao ao
composto de referéncia BHT, utilizado como antioxidante, o N-Carb-Glu apresentou valores

inferiores de atividade antioxidante. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 14. Avaliacdo da atividade antioxidante do N-Carb-Glu frente ao radical livie DPPH. O N-Carb-Glu,
nas concentragdes de 0.8, 4, 20 e 100 uM, foi exposto a solucdo de DPPH por 1h. Apds este periodo, o
sequestro do radical foi verificado através de leitura por espectrofotometro. Como controle positivo do
sequestro de DPPH foi utilizado metanol puro e como controle negativo foi utilizada somente a solugao de
DPPH. As barras estdo em ordem crescente de concentragdo. Valores reportados como média + desvio padrao
e considerados diferentes em relagdo ao controle positivo de acordo com p< 0,001 (**%*),

4.2. Avaliacao da resposta humoral induzida pela sensibilizacio com albumina 2S de
mamona

4.2.1. Detecciio de IgE especifica no soro de camundongos sensibilizados

A producdo de IgE especifica anti-albumina 2S foi avaliada no soro de camundongos BALB/c
antes e apos o protocolo de sensibilizacdo, por meio de ensaio ELISA. Conforme apresentado na
Figura 15, observou-se aumento dos niveis séricos de IgE especifica no soro pods-sensibilizagdo
quando comparado ao soro pré-sensibilizacao.

No periodo pré-sensibilizagdo, os niveis de IgE especifica foram baixos, enquanto apds a
sensibilizacao com albumina 2S de mamona houve elevacgao desses niveis. Os dados sdo apresentados
como média + erro padrao da média, e as diferengas estatisticas entre os grupos estdo indicadas na

figura.
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Figura 15. Detec¢do de IgE especifica anti-albumina 2S no soro de camundongos BALB/c antes (pré-
sensibilizagdo) e apds (pos-sensibilizagdo) o protocolo experimental. A IgE especifica foi quantificada por
ELISA nos grupos salina (controle), Albumina 2S (2S), 2S+ NCG(30) e 2S+NCG(0). As barras pretas
representam os valores obtidos no soro pré-sensibilizacdo, enquanto as barras cinzas correspondem ao soro
pos-sensibilizacdo. Os dados sdo apresentados como média + erro padrio da média (EPM). Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.

4.2.2. Deteccio de IgG1 especifica no soro de camundongos sensibilizados
A produgdo de IgG1 especifica anti-albumina 2S foi avaliada no soro de camundongos

BALB/c antes e ap6s o protocolo de sensibilizagdo, por meio de ensaio ELISA. Conforme
apresentado na Figura 16, observou-se aumento dos niveis séricos de IgG1 especifica no soro pds-
sensibilizacao quando comparado ao soro pré-sensibilizagao.

No periodo pré-sensibilizagdo, os niveis de IgG1 especifica foram baixos, enquanto apds a
sensibilizacdo com albumina 2S de mamona houve elevagdo desses niveis. Os dados sdo apresentados

como média + erro padrdo da média, e as diferengas estatisticas entre os grupos estdo indicadas na

figura.
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Figura 16. Deteccao de IgG1 especifica anti-albumina 2S no soro de camundongos BALB/c antes (pré-
sensibilizacdo) e apos (pds-sensibilizacao) o protocolo experimental. A IgG1 especifica foi quantificada por
ELISA nos grupos salina (controle), Albumina 2S (2S), 2S+ NCG(30) e 2S+NCG(0). As barras pretas
representam os valores obtidos no soro pré-sensibilizacao, enquanto as barras cinzas correspondem ao soro
pos-sensibilizagdo. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Diferencas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.

4.2.3. Avaliacao da producao sistémica de IL-4 apos sensibilizacdo com albumina 2S

A concentracdo sérica de IL-4 foi avaliada em camundongos BALB/c antes e ap6s o protocolo
de sensibilizacdo, por meio de ensaio ELISA. Conforme apresentado na Figura 17, observou-se
aumento da concentragao sérica de IL-4 no periodo pos-sensibilizacdo quando comparado ao periodo
pré-sensibilizacao.

No soro pré-sensibilizagdo, os niveis de IL-4 foram baixos, enquanto apds a sensibiliza¢do
com albumina 2S de mamona houve elevacdo evidente dessa citocina. Os dados sdo apresentados

como média + erro padrao da média, e as diferengas estatisticas entre os grupos estdo indicadas na

figura 17.
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Figura 17. Concentragdo sérica de IL-4 em camundongos BALB/c antes (pré-sensibilizacdo) e apos (pos-
sensibiliza¢d0) o protocolo experimental. Os niveis de IL-4 foram determinados por ELISA em amostras de
soro dos grupos salina (controle), 2S, 2S+NCG(30) 2S+NCG(0). As barras pretas representam os valores
obtidos no soro pré-sensibilizacdo, enquanto as barras cinzas correspondem ao soro pos-sensibilizacdo.

4.3. Avaliacao do bloqueio de IgE in vivo pelo teste cutaneo (PCA)

4.3.1. Resposta cutinea imediata induzida pela albumina 2S de mamona

A resposta cutanea imediata foi avaliada por meio do teste de anafilaxia cutanea passiva,
utilizando o extravasamento do corante Azul de Evans como indicador de aumento da permeabilidade
vascular. Conforme apresentado na Figura 18, os animais do grupo controle (G1) nao apresentaram
extravasamento visivel do corante na regido plantar apds o desafio cutaneo.

Em contraste, os animais que foram sensibilizados e ndo receberam tratamento (G2)
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apresentaram extravasamento intenso do Azul de Evans, caracterizado por coloragao azulada evidente
nas patas, indicando resposta cutanea imediata.

Os animais tratados com N-Carb-Glu 30 minutos antes do desafio cutaneo (G3) apresentaram
redugdo visivel do extravasamento do corante quando comparados ao grupo sensibilizado sem
tratamento. Redugao semelhante foi observada nos animais tratados com N-Carb-Glu 24 horas ¢ 30
minutos antes do desafio (GY).

Por outro lado, os animais tratados com N-Carb-Glu apds a realizagdo do teste cutaneo (G4)
apresentaram extravasamento do corante semelhante ao observado no grupo sensibilizado sem
tratamento.

Figura 18. Fotografias representativas das patas de camundongos apds o teste cutdneo com albumina 2S de
mamona. As imagens ilustram a resposta inflamatéria macroscopica observada nos diferentes grupos
experimentais apos o desafio cutineo. (A) G1, controle; (B) G2, sensibilizado sem tratamento; (C) G3, tratado

30 min antes; (D) G5, tratado 24h + 30 min antes; (E) G4, tratado apds o teste cutaneo.

4.4. Avaliacdo morfolégica da resposta cutinea

4.4.1. Analise histologica das patas por microscopia optica
A analise histoldgica das patas foi realizada por microscopia 0ptica com o objetivo de avaliar

as alteracOes teciduais associadas a resposta cutanea imediata. Conforme apresentado na Figura 19,
as amostras do grupo controle (G1) apresentaram organizacao tecidual preservada, com presenca
discreta de mastocitos integra (Figura 19-A).

Nos animais sensibilizados sem tratamento (G2), observou-se maior densidade de mastdcitos
na regido analisada, os quais apresentaram mastocitos desgranulados, caracterizada por contornos
celulares irregulares e dispersao do contetdo citoplasmatico no tecido adjacente (Figura 19-B).

Nos animais tratados com N-Carb-Glu 30 minutos antes do desafio cutaneo (G3), observou-
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se menor numero de mastocitos com alteragdes morfologicas evidentes, quando comparado ao grupo
sensibilizado sem tratamento, com predominio de células apresentando aspecto preservado (Figura
19-C).

De modo semelhante, as amostras provenientes dos animais tratados com N-Carb-Glu 24
horas e 30 minutos antes do desafio cutaneo (G5) apresentaram mastdcitos majoritariamente integros
e menor evidéncia de alteragdes estruturais associadas a desgranulagao, quando comparadas ao grupo
G5 (Figura 19-D).

Por outro lado, nos animais tratados com N-Carb-Glu apos a realizag¢do do teste cutaneo (G4),
observaram-se alteragdes histologicas semelhantes as do grupo sensibilizado sem tratamento, com
presenca de mastocitos desgranulados (Figura 19-E).

Figura 19. Avaliacdo histologica da ativagdo mastocitaria ap6s desafio cutdneo. Cortes histologicos corados
com Azul de Toluidinaevidenciam a morfologia e o grau de degranulagdo mastocitaria nos diferentes grupos
experimentais. (A) G1, controle; (B) G2, sensibilizado sem tratamento; (C) G3, tratado 30 min antes; (D) G5,
tratado 24 h + 30 min antes; (E) G4, tratado apos o teste cutaneo.

4.4.2. Avaliacao ultraestrutural da resposta cutinea por microscopia eletronica de
transmissao

A andlise ultraestrutural do tecido cutdneo por microscopia eletronica de transmissdo revelou
diferencas marcantes entre os grupos experimentais. No grupo controle (G1), composto por animais
sensibilizados apenas com solucdo salina (Figura 20.), observou-se organizagao tecidual preservada,
com presenga de macrofagos dispersos no estroma e auséncia de mastocitos ou sinais morfologicos

de ativacdo celular.
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Figura 20. Microscopia Eletronica de Transmissdo do tecido da pata de animais controle (G1), sensibilizados
com solugdo salina. Note a presenca de macrdofagos (setas) e a auséncia de mastocitos.

No grupo de animais alérgicos sem tratamento (G2), conforme ilustrado na Figura 21., foram
identificados mastocitos com evidente processo de degranulagdo, caracterizado pela reducdo da
densidade eletronica dos granulos citoplasmaticos e pela liberagdo de conteido granular para o meio
extracelular. Esse padrdo ultraestrutural ¢ compativel com ativagdo mastocitaria decorrente do desafio

antigénico.

Figura 21. Microscopia Eletronica de Transmissao do tecido da pata de animais alérgicos sem tratamento
(G2). Note a presenca de mastocitos desgranulados (setas).

Nos animais alérgicos tratados com N-Carb-Glu previamente ao teste cutaneo (G3) (Figura
22.), observou-se presenga de macrofagos e mastocitos com granulos citoplasmaticos preservados,
sem evidéncias morfologicas de degranulagdo. Os mastocitos apresentaram citoplasma rico em

granulos eletrondensos, indicando manutenc¢do da integridade estrutural dessas células.
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Figura 22. Microscopia Eletronica de Transmissdo do tecido da pata de animais alérgicos que receberam 1
tratamento (30 minutos antes do teste cutineo — G3). Note a presenca de macrofagos (cabega de seta) e
mastocitos ricos em granulos (sem degranulacao — setas).

Por sua vez, nos animais que receberam o tratamento ap6s a realizacdo do teste cutaneo (G4)

(Figura 23.), foram observados macréfagos e linfocitos no tecido analisado, ndo sendo evidenciada

presenca de mastocitos integos na area examinada.

Figura 23. Microscopia Eletronica de Transmissao do tecido da pata de animais alérgicos que receberam 1
tratamento apds o teste cutdneo (G4). Note a presenca de macrofagos (setas) e linfocitos (cabegas de setas) e
a auséncia de mastocitos.

5. DISCUSSAO

As doengas alérgicas constituem um relevante problema de saude publica, sendo
caracterizadas por respostas imunoldgicas exacerbadas mediadas predominantemente pela
imunoglobulina E (IgE), cuja interagdo com alérgenos desencadeia a ativacdo de células efetoras e a
manifestacdo clinica da alergia (ABBAS et al., 2019). Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o potencial do N-carbamil-L-acido glutdmico (N-Carb-Glu) como agente bloqueador
funcional da IgE em um modelo experimental de alergia, bem como investigar seu perfil toxicologico

e inflamatdrio em células do sistema imunologico.
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A abordagem adotada combinou ensaios in vitro, voltados a avaliacdo de seguranca e
modulag¢do inflamatoria, com ensaios in vivo destinados a validagdo funcional do bloqueio da resposta
alérgica mediada por IgE. Em conjunto, os resultados obtidos demonstram que o N-Carb-Glu
apresenta perfil de seguranca favoravel, capacidade de interferir seletivamente em mediadores
inflamatoérios e eficacia no bloqueio da resposta alérgica imediata, reforcando seu potencial como
candidato promissor para estratégias terapéuticas baseadas na interferéncia direta da interacao IgE—
alérgeno.

A avaliacdo da citotoxicidade constitui uma etapa fundamental na triagem inicial de
compostos candidatos a agentes terapéuticos, uma vez que permite assegurar que os efeitos biologicos
observados ndo resultem em perda de viabilidade celular (RISS et al., 2016). Nos ensaios realizados,
o N-Carb-Glu nd3o apresentou citotoxicidade significativa em macréfagos RAW 264.7 nas
concentracoes testadas, mantendo a viabilidade celular acima de 80% mesmo na maior concentracao
avaliada (100 uM). Esse perfil ¢ semelhante ao observado para outros compostos com potencial anti-
alérgico descritos na literatura, como a apigenina e o saponarin, cujos efeitos imunomoduladores
foram investigados somente apds a confirmagao da auséncia de citotoxicidade em linhagens celulares

como RAW 264.7 ¢ RBL-2H3 (PARK et al., 2020; MIN et al., 2021).

A producio de 6xido nitrico (NO) por macrofagos ativados estd associada a indugao da 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e a ativacao de vias inflamatorias, sendo amplamente descrita como
um componente da resposta inflamatoria imune (BOGDAN, 2001). No presente estudo, o tratamento
com N-Carb-Glu ndo promoveu modulacdo significativa da produgdo de NO em macrofagos RAW
264.7 estimulados, indicando que o composto ndo atua por meio da supressdo global da ativacao
inflamatoéria. Esse comportamento difere do observado para compostos como saponarin e apigenina,
que apresentaram reducao significativa da produgdo de NO, associada a uma modulacao inflamatéria
mais ampla (MIN et al., 2021; PARK et al., 2020). A auséncia de efeito do N-Carb-Glu sobre a
producao de NO nao deve ser interpretada como uma limitagdo, mas sim como um indicativo de que
seus efeitos biologicos podem estar relacionados a mecanismos distintos da inibi¢do classica da
resposta inflamatoria, possivelmente envolvendo a interferéncia em eventos especificos da resposta
alérgica mediada por IgE.

O ensaio de DPPH ¢ utilizado em estudos experimentais para avaliar a capacidade de
compostos atuarem como sequestradores diretos de radicais livres, refletindo propriedades
antioxidantes classicas (YAMAUCHI et al., 2024). Os resultados obtidos demonstraram que o N-
Carb-Glu ndo apresentou atividade antioxidante significativa nesse ensaio, indicando auséncia de
capacidade relevante de neutralizagao direta de radicais livres. Esse resultado difere do observado

para compostos como apigenina e saponarin, que demonstraram atividade antioxidante mensuravel
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no ensaio de DPPH, associada aos seus efeitos anti-inflamatorios e anti-alérgicos (PARK et al., 2020;
MIN et al., 2021). A auséncia de atividade antioxidante do N-Carb-Glu sugere que seu mecanismo
de acdo nao envolve propriedades antioxidantes diretas, reforcando a nocdo de que seus efeitos
biologicos nao estdo relacionados ao sequestro direto de espécies reativas, mas sim a uma
interferéncia mais especifica em vias moleculares associadas a resposta alérgica.

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria central produzida por macrofagos ativados,
desempenhando papel relevante na amplificacdo da resposta inflamatoria, no recrutamento celular e
na modulagdo da permeabilidade vascular (BRADLEY, 2008; ABBAS et al., 2019). No presente
estudo, o tratamento com N-Carb-Glu promoveu redugao significativa da produgdo de TNF-a em
macrofagos RAW 264.7, efeito observado em todas as concentragdes avaliadas e dependente da
concentragao do composto. A magnitude dessa modulagdo foi corroborada pelo valor de ICso de 8,2
+ 2,5 uM, indicando que o N-Carb-Glu exerce efeito inibitdrio mensurdvel sobre a producdo dessa
citocina em concentracdes relativamente baixas. Resultados semelhantes foram descritos para
compostos com potencial anti-inflamatorio e anti-alérgico, como a saponarina e a apigenina, que
demonstraram reduzir significativamente a producdo de TNF-o em macrofagos RAW 264.7
estimulados por LPS (MIN et al., 2021; PARK et al., 2020).

Considerando que o TNF-a participa da amplificacdo da resposta inflamatdria associada a
ativagdo de células efetoras, sua reducdo pode contribuir para limitar a intensificagdo da resposta
imune sem necessariamente comprometer mecanismos basais de defesa.

A citocina IL-1B ¢ uma importante mediadora pro-inflamatdria produzida principalmente por
células da imunidade inata, estando associada a amplificagdo da resposta inflamatoria e a ativacdo de
sinais que favorecem o recrutamento celular. Membros da familia [L-1, da qual IL-1p faz parte, estao
intimamente relacionados a ativacao de respostas inflamatorias na imunidade inata (DINARELLO,
2018; BORASCHI et al., 2022). Observou-se, nas condi¢des avaliadas, reducdo significativa e
dependente da concentragdo da produgdo de IL-1f em macrofagos tratados com N-Carb-Glu,
indicando um efeito modulador seletivo sobre mediadores inflamatorios. A magnitude dessa reducao
foi corroborada pelo valor de ICso de 9,2 uM, indicando que o efeito do N-Carb-Glu sobre a producao
de IL-1B ocorre em baixas concentracdes. Resultados semelhantes foram descritos para compostos
como saponarin e neferina, que demonstraram capacidade de reduzir a produgdo de citocinas pro-
inflamatodrias sem induzir citotoxicidade, sugerindo um perfil de modulacao inflamatéria direcionada
(MIN et al., 2021; CHIU et al., 2021). Diferentemente de compostos com ag¢do anti-inflamatéria
ampla, a modulacdo seletiva de IL-1f observada neste estudo, associada a auséncia de efeitos sobre
a producdo de 6xido nitrico e atividade antioxidante, refor¢a a hipotese de que o N-Carb-Glu atua por
meio de mecanismos especificos, possivelmente relacionados a interferéncia em eventos iniciais da
resposta alérgica mediada por IgE.
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A modulagdo simultanea de TNF-a e IL-1P sugere que o N-Carb-Glu interfere em vias
associadas a ativacdo inflamatdria macrofagica, atuando sobre mediadores-chave da resposta imune
inata. A reducdo dessas citocinas, sem evidéncia de citotoxicidade ou supressao global da resposta
inflamatoria, indica um perfil de acao direcionado, potencialmente relevante para a modulagdo da
resposta alérgica mediada por IgE.

Em conjunto, os ensaios in vitro conduzidos para investigar o perfil toxicologico e
inflamatério do N-Carb-Glu demonstram que o composto apresenta seguranca celular e promove
modulagdo inflamatoria seletiva. A auséncia de citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7 assegura
que os efeitos observados ndo decorrem de comprometimento da viabilidade celular. Adicionalmente,
a auséncia de modulacdo da produgdo de 6xido nitrico e de atividade antioxidante no ensaio de DPPH
indica que o N-Carb-Glu nao atua por meio da supressdo inflamatdria global nem da neutralizagao
inespecifica de espécies reativas. Em contraste, a redugdo significativa e dependente da concentragao
das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-1B evidencia um efeito modulador especifico sobre
mediadores associados a resposta imune inata. Esses achados sustentam a hipdtese de que o N-Carb-
Glu exerce seus efeitos por mecanismos direcionados, possivelmente relacionados a interferéncia em
etapas iniciais da resposta alérgica mediada por IgE, o que justifica a investigacdo de sua eficicia
funcional em modelos in vivo.

A validacdo do modelo experimental de alergia mediada por IgE foi confirmada pelo aumento
significativo dos niveis séricos de IgE e IgG1, bem como da citocina IL-4, apds o protocolo de
sensibilizacdo adotado. A elevacdo concomitante dessas imunoglobulinas e da IL-4 caracteriza uma
resposta imune do tipo Th2, tipica de modelos experimentais de alergia mediada por IgE. A produgao
de IL-4 desempenha papel central na polarizacdo Th2 e na inducdo da troca de classe para IgE e IgG1
em camundongos, sendo amplamente descrita na literatura imunolégica (ABBAS et al., 2019; PAUL,
2010). Protocolos de sensibilizacdo com duragdo aproximada de 28 dias, como o originalmente
proposto por Chen et al. (2013) e posteriormente avaliado por Ardmburo-Galvez et al. (2018), sdo
eficazes para a indugdo desse perfil imunologico em camundongos BALB/c.

Os resultados obtidos no teste de anafilaxia cutanea passiva (PCA) demonstraram que o
tratamento prévio com N-carbamil-L-4cido glutdmico (N-Carb-Glu) foi capaz de reduzir
significativamente o extravasamento vascular e o edema cutaneo induzidos pelo desafio antigénico,
indicando uma diminui¢ao da permeabilidade vascular associada a ativagao mastocitaria dependente
de IgE. Esse perfil ¢ consistente com achados previamente descritos por Campos-Mesquita (2020),
que demonstrou que a administracao de 4cido L-glutdmico em camundongos sensibilizados resultou
em reducdo da reagdo cutanea alérgica, atribuida ao bloqueio funcional da interacdo IgE—alérgeno.
Adicionalmente, a auséncia de efeito quando o N-Carb-Glu foi administrado apds a realizacao do
teste cutaneo reforca a hipotese de que o composto atua predominantemente em eventos iniciais da
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cascata alérgica, interferindo na interagdo entre a IgE e o alérgeno. No entanto, enquanto o estudo
anterior utilizou o aminodcido livre, o presente trabalho avanga ao demonstrar que uma modificagao
quimica do 4cido glutdmico preserva a capacidade de interferir na resposta alérgica imediata in vivo,
reforgando o potencial dessa estratégia como abordagem terapéutica direcionada.

As analises histologicas corroboraram os achados funcionais observados no teste de PCA. Nos
animais sensibilizados e ndo tratados, observou-se maior presenca de mastocitos desgranulados na
regido do desafio cutineo, caracteristica tipica da resposta alérgica imediata. Em contraste, os animais
tratados com N-carbamil-L-acido glutdmico (N-Carb-Glu) previamente ao desafio apresentaram
mastdcitos predominantemente integros, com menor evidéncia de desgranulagdo. Esses achados
indicam que o tratamento com o composto foi capaz de reduzir a ativacdo mastocitaria in vivo,
reforcando o bloqueio funcional da resposta mediada por IgE. A concordancia entre os dados
macroscopicos, funcionais e morfologicos fortalece a interpretacdo de que o N-Carb-Glu interfere de
forma efetiva na ativagdo de mastocitos dependente de IgE, sustentando o mecanismo proposto para
sua a¢do anti-alérgica.

A analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissdo aprofundou os achados
observados na microscopia optica, permitindo a caracterizacdo detalhada do estado funcional dos
mastocitos na regido do desafio cutdneo. Nos animais alérgicos ndo tratados, foram identificados
mastocitos com evidente processo de degranulagdo, caracterizado pela diminuigdo da densidade
eletronica dos granulos citoplasmaticos e pela liberagdo de seu conteudo para o meio extracelular,
padrdo compativel com ativagdo mastocitaria dependente de IgE. Em contraste, nos animais tratados
com N-Carb-Glu previamente ao desafio cutidneo, observou-se preservacdo da integridade
ultraestrutural dos mastocitos, com manutengdo da morfologia celular e presenca de granulos
citoplasmaticos eletrondensos, sem sinais evidentes de exocitose, confirmando, em nivel subcelular,
a reducdo da ativagdo mastocitaria previamente sugerida pelos dados funcionais do PCA e pelas
analises histologicas. Além disso, a auséncia de efeito quando o tratamento foi administrado apds o
desafio cutaneo encontra suporte na analise ultraestrutural, uma vez que nao se observou reversao do
padrdo morfoldégico compativel com ativacdo mastocitaria ja estabelecida. Esse conjunto de
evidéncias reforca a hipdtese de que o N-Carb-Glu atua predominantemente em etapas iniciais da
cascata alérgica, interferindo na interacdo IgE—alérgeno antes da ocorréncia da degranulacdo
mastocitaria. A concordancia entre os achados funcionais, histologicos e ultraestruturais confere
robustez a interpretagdo de que o N-Carb-Glu exerce efeito anti-alérgico por meio da modulagao
direta da ativacdo mastocitaria, consolidando o mecanismo proposto para sua a¢ao in vivo.

Em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios in vivo demonstram que o N-carbamil-L-4cido
glutdmico exerce um efeito modulador consistente sobre a resposta alérgica mediada por IgE. A
validagdo do modelo experimental, confirmada pela indu¢do de uma resposta imune do tipo Th2,
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assegurou um contexto imunologico adequado para a avaliacdo funcional do composto. Nesse
cendrio, o tratamento prévio com N-Carb-Glu promoveu reducgdo significativa da reagdo alérgica
imediata no teste de anafilaxia cutdnea passiva, efeito corroborado pela diminui¢do da desgranulagao
mastocitaria observada nas andlises histologicas e confirmado, em nivel ultraestrutural, pela
preservacao da integridade dos mastocitos evidenciada por microscopia eletronica de transmissao. A
auséncia de efeito quando o composto foi administrado apds o desafio antigénico reforca a hipotese
de que sua ac¢do ocorre predominantemente em eventos iniciais da cascata alérgica, possivelmente
por interferéncia na interagao entre a IgE e o alérgeno. A convergéncia entre os dados imunoldgicos,
funcionais e morfologicos, em diferentes niveis de analise, sustenta a interpretacao de que o N-Carb-
Glu atua de forma direcionada na resposta alérgica imediata, evidenciando seu potencial como
estratégia alternativa para o bloqueio da IgE in vivo.

Os achados deste estudo estdo de acordo com resultados previamente descritos pelo grupo de
pesquisa, que demonstraram a importancia de residuos de acido glutdmico presentes em epitopos
ligantes de IgE de alérgenos, como Ric ¢l e Ric ¢3, para a ligagdo cruzada da IgE e a subsequente
desgranulagdo mastocitaria. A utilizagdo de um derivado estruturalmente modificado do acido
glutdmico, como o N-carbamil-L-4acido glutdmico (N-Carb-Glu), representa um avango conceitual
dessa linha de investigacdo, ao demonstrar que a modificacdo quimica do aminoécido preserva a
capacidade de interferir na interagao IgE—alérgeno, agora validada funcionalmente em um modelo in
vivo de alergia. Dessa forma, o presente trabalho contribui para o fortalecimento da hipdtese de que
estratégias terapéuticas baseadas no bloqueio molecular da IgE podem representar uma alternativa

promissora as abordagens convencionais atualmente disponiveis.

Apesar dos resultados promissores, este estudo apresenta algumas limitacdes. A avaliagao foi
realizada utilizando um Unico modelo alergénico e um nimero limitado de animais, além de nao
contemplar protocolos de exposi¢do cronica ou andlises farmacocinéticas do composto. Estudos
futuros sdo necessarios para investigar a eficacia do N-Carb-Glu em outros modelos de alergia,
incluindo diferentes fontes alergénicas, bem como para aprofundar a compreensdo de seus

mecanismos moleculares de acdo e seu potencial translacional.

Em conjunto, os resultados obtidos ao longo deste estudo demonstram que o N-carbamil-L-
acido glutamico apresenta perfil de seguranga favoravel e € capaz de promover o bloqueio funcional
da IgE in vitro e in vivo, interferindo na ativagdo mastocitaria e na resposta alérgica imediata. Esses
achados refor¢am o potencial do N-Carb-Glu como candidato promissor para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas inovadoras no tratamento das doencas alérgicas, baseadas na interferéncia

direta da interacao IgE—alérgeno.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo evidenciam o potencial do N-carbamil-L-4cido

glutdmico (N-Carb-Glu) como uma nova abordagem terap€utica para doencas alérgicas, pois:

e O N-Carb-Glu demonstrou um perfil de seguranga celular favoravel in vitro, nao exibindo
citotoxicidade em macrdofagos murinos (RAW 264.7 e J774A.1) nas concentracdes testadas
(0,8 2 100 uM);

e Seus efeitos bioldgicos ndo se mostraram associados a supressao inflamatdria inespecifica ou
a neutralizagdo de espécies reativas, uma vez que o composto nao modulou a produgdo de
oxido nitrico nem apresentou atividade antioxidante;

e Em contraste, o N-Carb-Glu promoveu uma reducao significativa e dose-dependente na
produgdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1B e TNF-a em macrofagos, indicando um efeito
modulador seletivo sobre mediadores inflamatorios da resposta imune inata;

e O modelo experimental in vivo de alergia mediada por IgE foi estabelecido com sucesso,
caracterizado pelo aumento significativo dos niveis séricos de IgE, IgG1 e IL-4, confirmando
uma resposta imune do tipo Th2;

e No teste cutaneo, o tratamento prévio com N-Carb-Glu reduziu significativamente o
extravasamento vascular e o edema cutaneo induzidos pelo desafio antigénico, evidenciando
o bloqueio funcional da resposta alérgica imediata dependente de IgE;

e Os resultados obtidos demonstram que o N-Carb-Glu ndo exerce efeito protetor quando
administrado apds o desafio antigénico, sugerindo um mecanismo de acdo associado a
modulagdo precoce da resposta alérgica, possivelmente por interferéncia direta na interagao
IgE—alérgeno;Corroborando os achados funcionais, as andlises histologicas e ultraestruturais
revelaram reducao da desgranulagdo mastocitéria e preservacao da integridade dos mastdcitos

nos animais tratados preventivamente com N-Carb-Glu.

Em suma, estes achados destacam que o N-Carb-Glu exerce um efeito modulador direcionado
e seguro sobre a resposta alérgica mediada por IgE. Isso o estabelece como um candidato promissor
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras, baseadas no bloqueio molecular da

interacdo IgE—alérgeno, oferecendo uma alternativa ou complemento valioso as abordagens atuais.
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ANEXO 1. CEUA

”.\ GOVERNO DO ESTADO
X&)} RIO DE JANEIRO
R
Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

) REITORIA
Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 617, intitulado “AVALIACAO DO N-CARBAMIL-L-ACIDO GLUTAMICO,
BLOQUEADOR DE IgE, COMO NOVA ABORDAGEM PARA O TRATAMENTO DA ALERGIA” sob a

responsabilidade da Dra. Olga Lima Tavares Machado, Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (SBCAL/COBEA)
bem como a lei federal 11. 794 ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA - UENF)

em reunido ocorrida em 20/05/2025. Este programa esta licenciado na presente formatagdo e tem validade até 20/05/2029.

Campos dos Goytacazes, 20 de maio de 2025.

Clovis de Paula Sant ;/
/o
Presidente da Comiﬁﬁo de Etica d de Animais
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