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RESUMO 

ESPINOZA-CULUPÚ A.O: Mecanismos moleculares mediados pela ativação celular 

induzida por Migalina, efeito nos receptores de TLR e sua contribuição no controle de 

infecções bacterianas.  2021. 152f Dissertação (Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2021. 

 

O aumento de bactérias resistentes aos antibióticos é um grave problema de saúde pública que 

requer a identificação de moléculas que atuem em alvos moleculares importantes e específicos 

dos patógenos favorecendo seu controle. Vários análogos de poliaminas foram construídos e 

usados no controle de microrganismos e células tumorais. Migalina é uma acilpoliamina, 

derivada da hemolinfa da aranha Acanthoscurria gomesiana, sendo um análogo da espermidina 

e a presença de grupos acil na sua estrutura pode favorecer sua função efetora, cujos 

mecanismos são desconhecidos. Neste trabalho foi avaliado o mecanismo molecular da 

interação da migalina sintética com E. coli DH5α e células fagocíticas, da linhagem celular 

J774A.1, RAW 264.7 e macrófagos primários derivados de medula óssea murina. 

Paralelamente foi realizada uma análise in silico usando acoplamento molecular e similaridade 

com outras moléculas. Nossos dados mostram que a migalina tem efeito bactericida dose e 

tempo dependentes em E. coli. Houve redução da viabilidade celular após 4 e 6 horas de 

tratamento com 1 mM deste composto. Além disso, o tratamento de E. coli com migalina (250 

e 500 μM) induziu a produção de altos níveis de produtos derivados do oxigênio (ROS), 

fragmentação e dano oxidativo no DNA. Em outro análise foi comprovado que houve 

desestruturação da membrana bacteriana, de modo similar ao ocorrido com alguns antibióticos, 

havendo o mesmo nível de incorporação do iodeto de propídio. Estes dados foram reforçados 

pelo encontro de níveis elevados de fluorescência no ensaio de atividade de esterase, indicando 

alteração na membrana celular de E. coli após tratamento com a migalina. Ao avaliar o nível de 

glutationa redutase nas bactérias tratadas, houve redução de 20% em relação aos grupos não 

tratados. Estes resultados comprovam que o mecanismo de ação da migalina sobre E. coli 

envolve a geração de ROS, quebra do DNA e desestruturação da membrana bacteriana. A 

migalina não apresentou citotoxicidade, nem induziu a expressão de mediadores inflamatórios 

em estudos in vitro usando células fagocíticas. Em modelo usando células fagocíticas ativadas 

com LPS, foi definido  que os alvos dessa molécula foi o receptores Toll-like 4, uma vez que a 

adição de migalina às células tratadas com LPS reduziu o nível de NO e TNF-α e a expressão 

dos genes para iNOS, TNF-α, IL-6 e COX-2, assim como a expressão da proteína p65 do fator 

NF-kB em doses superiores a 150 µM. Foi também comprovado que a migalina se liga ao LPS, 

sendo que a pré-incubação dessas moléculas antes da ativação dos macrófagos neutralizou a 



 
 

atividade do LPS, reduzindo a produção de NO de modo dose dependente. A triagem virtual e 

a modelagem molecular confirmaram que um dos mecanismos de ação da migalina ocorre via 

TLR4, através da interação com a molécula adaptadora MD2. Os dados mostraram que a 

migalina pode neutralizar a ação do LPS bloqueando a interação LPS/TLR4-MD2. Os 

resultados indicam que a migalina tem potencial antibacteriano, além de efeito supressor da 

resposta inflamatória induzida por LPS, sendo uma nova molécula atrativa a ser estudada para 

o controle de infecções. 

 

Palavras-chave: Migalina. Acilpoliamina. Antibacteriano. ROS. Inflamação. TLR4. Análise 

in silico. Acoplamento molecular. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

ESPINOZA-CULUPÚ A.O: Molecular mechanisms mediated by cellular activation 

induced by Mygalin, effects on TLR receptors and their contribution in the control of 

bacterial infections.  2021. 152p Dissertation (Ph.D. Thesis in Biotechnology) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2021. 

 

The increase in antibiotic-resistant bacteria is a serious public health problem, requiring the 

identification of molecules that act on important and specific molecular targets of pathogens 

that control bacterial survival and help fight infections. Several polyamine analogues have been 

constructed and used to control microorganisms and tumour cells. Mygalin is a synthetic 

acylpolyamine, analogous to spermidine, derived from the hemolymph of the spider 

Acanthoscurria gomesiana and the presence of acyl groups in its structure can differentiate its 

effector function. However, the mechanisms involved are unknown. In this work, the molecular 

mechanism of the interaction of mygalin with E. coli and phagocytic cells, J774A.1 cell line, 

RAW and primary macrophages derived from murine bone marrow was evaluated. In parallel, 

an in silico analysis was performed using molecular docking and similarity with other 

molecules. Our data show that mygalin has a bactericidal effect that is dose and time-dependent 

on E. coli. There was a reduction in cell viability after 4 and 6 hours of treatment with 1 mM of 

the compound. In addition, the treatment of E. coli with mygalin (250 and 500 μM) induced the 

production of high levels of reactive oxygen species (ROS), fragmentation and oxidative 

damage to DNA. Another analysis showed that the compound disrupted the bacterial 

membrane, similar to the action mechanism of some antibiotics, with the same level of 

incorporation of propidium iodide. The high fluorescence levels observed in the esterase 

activity assay reinforce these data, indicating a change in the E. coli cell membrane after 

treatment with mygalin. Additionally, the glutathione reductase levels were 20% decreased as 

compared to the untreated groups. These results prove that the mechanism of action of mygalin 

on E. coli involves the generation of ROS, DNA breakdown and damage to the bacterial 

membrane. 

In vitro studies using phagocytic cells have shown that mygalin does not present cytotoxicity, 

nor does it induce the expression of inflammatory mediators. In a model using LPS-activated 

phagocytic cells, the addition of mygalin in doses greater than 150 µM to LPS-treated cells 

reduced the levels of NO and TNF-α, the expression of genes for iNOS, TNF-α, IL-6, and 

COX2, as well as the expression of the NF-kB factor p65 protein. These results suggest that 

Toll-like 4 receptors are the target of mygalin. Our data also indicate that mygalin binds to LPS 



 
 

and that its pre-incubation with LPS before the activation of macrophages neutralized LPS 

activity, reducing NO production in a dose-dependent manner. The virtual screening and 

molecular docking confirmed that one of the mechanisms of action of Mygalin occurs via 

TLR4, through the interaction with the adapter molecule MD2. The data show that mygalin can 

act via the neutralization of LPS and blocking the LPS/TLR4-MD2 interaction. The results 

indicate that mygalin has antibacterial potential, in addition to suppressing the inflammatory 

response induced by LPS, being a new attractive molecule to be studied for infection control. 

 

Keywords: Mygalin. Acylpolyamine. Antibacterial. ROS. Inflammation. TLR4. Analysis in 

silico. Molecular docking. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Resistência antimicrobiana um problema mundial 

A resistência antimicrobiana é um problema mundial e estima-se que para o ano  

2050, aproximadamente 10 milhões de pessoas morrerão devido a este problema (1). 

Devido ao rápido desenvolvimento dessa resistência há necessidade de definir novos 

antibióticos. O uso extensivo e a prescrição prolongada e inadequada de antibióticos 

favorecem a rápida seleção de microrganismos resistentes. Essa resistência é 

multifatorial, podendo estar associada à falta de higiene, uso indiscriminado dos 

antimicrobianos, automedicação e negligência nos tratamentos. Assim o 

desenvolvimento de antibióticos alternativos pode colaborar neste sentido. Os 

microrganismos desenvolvem mecanismos sofisticados e complexos para contornar os 

antibióticos em uso, resultando em infecções graves e prolongadas que ameaçam a vida 

(2).  

 

1.2. A importância de novos fármacos  

A urgência no desenvolvimento de novos antibióticos é evidente, uma vez que as 

doenças infecciosas são uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo, 

especialmente em ambientes hospitalares (3, 4). A indústria farmacêutica reduziu o 

investimento em pesquisas de novos antibióticos devido a questões econômicas, pois 

buscam retorno financeiro imediato e este tipo de pesquisa requer longos períodos.  

A contribuição de produtos naturais de diversas origens nesta classe terapêutica 

tem sido apresentada como alternativas para o descobrimento de novas moléculas, 

podendo auxiliar no controle de microrganismos (5, 6). Os produtos naturais têm sido as 

principais fontes de pesquisa de novos antibióticos devido à grande diversidade química, 

impulsionando a descoberta de produtos farmacêuticos nos últimos anos. Um total de 19 

medicamentos isolados destes produtos foram aprovados para comercialização mundial 

entre o ano de 2005 a 2010 (7). A mais de quatro décadas estes produtos são fontes para 

a exploração de novos fármacos. Entre os anos 1981 a 2019 mais de 1800 moléculas 

foram aprovadas (8) como mostrasse na figura 1.  
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Figura 1 - Produtos naturais ou derivados aprovados pela FDA no período 1981-2019. 

N= 1881 

 

 

Moléculas que foram aprovados pela FDA como novas drogas. Fonte: Newman, (2020) 

B: macromolécula biológica; N: produto natural inalterado; NB: medicamento botânico (mistura definida) 

ND: derivado de produto natural; S: droga sintética; S*: droga sintética (farmacóforo);  

V: vacina; NM: imitação de produto natural 

 

 

1.3. As poliaminas   

As poliaminas naturais (putrescina, espermidina e espermina) são um grupo de 

compostos catiônicos endógenos, sintetizadas por todas as células vivas, que diferem no 

número de grupos de amina inseridos na molécula. A putrescina é uma diamina, enquanto, 

a espermidina e a espermina possuem três e quatro grupos de amino, respectivamente. As 

diferenças nesses grupos aminas são responsáveis pelas diferentes funções entre essas 

moléculas, que têm ampla função biológica. Essas moléculas podem controlar a 

proliferação e diferenciação celular, regular a síntese de proteínas e a expressão gênica, 

uma vez que podem interagir com porções de DNA e RNA (9), promovendo mudanças 

conformais na estrutura e função dessas moléculas (10). As poliaminas também modulam 

sinais intracelulares (11) e funções imunológicas dependendo de sua natureza (12, 13).  

Em infecções por microrganismos patogênicos, foi demonstrado que as 

poliaminas regulam a expressão de genes de virulência (14), essencial para a adaptação e 

sobrevivência das bactérias na célula hospedeira. Além disso, elas podem modificar a 

resistência bacteriana ao estresse oxidativo (15, 16), interferir na formação de biofilme 

(17) e na resposta aos antibióticos (18). Em E. coli, essas moléculas podem controlar a 



21 
 

permeabilidade da membrana bloqueando canais de purina (19), enquanto os análogos de 

poliaminas sintéticas aumentam a permeabilidade, devido à interrupção da integridade do 

LPS (20). No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos nesses eventos são em sua 

maioria desconhecidos.  

A putrescina é a molécula precursora das poliaminas, formada a partir da 

descarboxilação de ornitina e da arginina pelas enzimas ornitina descarboxilase (ODC) e 

arginina descarboxilase (ADC), respectivamente. A principal enzima responsável pela 

formação da putrescina em animais é a ODC e em microrganismos inclui também ADC. 

Para que ocorra a conversão de putrescina em espermidina, e em espermina, uma série de 

reações ocorrem envolvendo transferases, descarboxilases e sintases (21). 

A interação das poliaminas com os ácidos nucleicos e as proteínas pode afetar sua 

estrutura e estabilidade, enquanto sua ligação ao tRNA e mRNA influencia a síntese de 

proteínas (9), o crescimento e a diferenciação (22). Além disso, podem modular sinais 

intracelulares (23) e funções imunes, podendo exercer ou não atividade anti-inflamatória 

e supressiva dependendo da natureza da poliamina (12, 13) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Funções das poliaminas. 

 

 

As poliaminas apresentam diversas funções, nas células vivas, mais depende da estrutura da poliamina 

Fonte: http://www.weizmann.ac.il/molgen/Kahana/polyamines. 

http://www.weizmann.ac.il/molgen/Kahana/polyamines
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1.4. Análogos de poliaminas   

As poliaminas naturais diferem no número de agrupamentos de aminas inseridos 

na molécula: a putrecina, que origina as outras moléculas, possui dois grupos aminas, 

enquanto a espermidina e espermina contém três e quatro agrupamentos, respectivamente. 

Esta diferença pode dar a cada poliamina caraterísticas efetoras próprias (24). Exemplo 

disto é o fato da espermina ser predominante em células tumorais e análogos baseados na 

sua estrutura, induzir efeitos distintos em diferentes tipos celulares, indicando que há 

especificidade entre os análogos para cada tipo celular (25). Isso significa que estes 

análogos podem ser explorados para diferentes doenças, por exemplo estudos em câncer, 

onde seu efeito se dá pela inibição no crescimento de tumores em cultura celular (26, 27) 

(Figura 3). Várias moléculas têm mostrado efeito anticancerígeno (28, 29), embora 

muitos de seus mecanismos de ação sejam desconhecidos. 

 

 

Figura 3 - Análogos de poliaminas estudados em câncer. 

 

Diferentes análogos de poliaminas, sintetizados com atividade anticancerígena. 

Fonte: Casero, (2001) 
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1.5. As poliaminas em artrópodes   

Poliaminas como norspermidina, dianinopropano, norespermina são consideradas  

as principais poliaminas em insetos, aranhas e outros artrópodes, estando presentes em 

níveis baixos em outros invertebrados e ausentes em vertebrados (30). São prevalentes no 

veneno de aranhas, contendo uma estrutura à base de hidrofenil, como foi descrito para a 

novas poliamina PA366, presente no veneno de várias espécies de tarântula. Essa 

poliamina apresenta toxicidade seletiva para a célula de cancerígenas de mama, MCH-7, 

devido a estrutura do anel (31). Acilpoliaminas de baixo peso molecular foram também 

descritas em glândulas de veneno de aranhas.  Essas moléculas são hidrofílicas e podem 

atuar no sistema nervoso como agentes neuroprotetores (32).  

 

1.6. As poliaminas e a resposta inflamatória 

Dentre as poliaminas, a mais estudada é a espermina devido à sua ação 

antiproliferativa e anti-inflamatória sobre linfócitos e macrófagos (12). A espermina 

sintética, ao contrário da espermidina e da putrecina, inibe a expressão da molécula de 

superfície LAF-1 (CD11a/CD18) em linfócitos humanos, comprometendo a resposta 

inflamatória, entretanto não tem efeito sobre monócitos (33). O derivado de espermina 

CNI-1493 inibiu a síntese de IL-1, IL-6, MIP-1/β e IL-12p40 em macrófagos 

estimulados com LPS (13). 

Em modelos de inflamação aguda, subaguda e crônica o tratamento com as 

poliaminas inibiu o aumento dos peróxidos lipídicos no fígado e da concentração sérica 

de enzimas marcadoras (glutamato oxalacetato transferase e glutamato piruvato 

transferase) durante a inflamação, em modelos animais (34). 

As propriedades anti-inflamatórias da espermidina foram estudadas usando o 

modelo murino de micróglia BV2 estimulado com LPS, mostrando que o tratamento com 

espermidina atenuou a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-α. O 

mecanismo de redução da resposta inflamatória mediada pela espermidina envolveu  a 

supressão da translocação da subunidade p65 do NF-κB (35).  
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1.7. As poliaminas e os receptores Toll-like   

Os principais receptores que participam da imunidade inata em infecções são os 

receptores Toll-like (TLRs), expressos na superfície celular (TLR 1, 2, 4, 5, 6 e 10) ou no 

endossomo (TLR 3, 7, 8 e 9), os quais reconhecem estruturas de microrganismos ou 

nucleotídeos (36, 37). Essas proteínas são moléculas chaves no processo inflamatório, 

podendo ser suprimidas com drogas específicas, anticorpos ou inibidores para tratar 

doenças, como câncer, sepse e asma. Portanto, os TLRs são considerados uma estratégia 

terapêutica futura promissora para várias doenças inflamatórias infecciosas, autoimunes 

(38, 39) e  câncer onde tem sido relacionando o papel de sinalização via TLR4 (Figura 4) 

(40). A inibição dos TLRs pode ocorrer de duas maneiras: bloqueando o  receptor por 

ligação das drogas ou por interferência em vias de sinalização intracelular para evitar a 

transdução de sinal (38). Neste contexto, várias drogas com potencial farmacológico 

foram desenvolvidas, dentre elas moléculas pequenas como TAK-242 (41) e ERITORAN 

(42), que inibem TLR4 e Cloroquina e hidroxicloroquina (43, 44), que inibem TLR 7,8 e 

9. 

 Estudos demostram que as poliaminas são necessárias para a expressão e  

ativação de TLR2, desempenhando um papel importante na regulação da função de 

barreira epitelial (45). Foi comprovado, a supressão de TLR7 por espermidina em modelo 

murino da psoríases (46), sugerindo que a via do metabolismo da espermidina pode ser 

considerada um alvo para o tratamento de doenças autoimunes. 
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Figura 4 - TLR4 e vias de sinalização frente ao LPS. 

                           

A ligação de LPS ao MD-2 promove a dimerização de TLR4/MD-2 e ativa as vias de sinalização MyD88 

ou TRIRF. 

Fonte: Chen et al, (2018) 

  

 A integração entre os sistemas biológicos e as técnicas computacionais, permite 

explorar o desenvolvimento de medicamentos e pode fornecer rapidamente dados 

estruturais, químicos e biológicos, e melhorar nossa compreensão de potenciais alvos de 

drogas. A associação interativa entre vários métodos, como a triagem virtual e o 

acoplamento molecular, com vários componentes imunológicos tem sido empregada por 

pesquisadores para o desenvolvimento de drogas farmacologicamente ativas. 
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 O crescente aumento de resistência dos microrganismos patogênicos e a 

emergência de novos patógenos, acentua a necessidade de estudar formas alternativas no 

combate a infecções. Assim, a definição de moléculas com atividade microbicida e que 

interfira na imunidade inata e adaptativa, potenciando seu efeito, ou que atuem 

diretamente sobre o microrganismo, associado ou não a outras moléculas, são candidatos 

atrativos a serem explorados. Vários aspectos discutidos anteriormente sugerem que as 

poliaminas podem ser moléculas importantes na modulação imune. Os análogos desta 

molécula têm se mostrado promissores no esclarecimento e tratamento de doenças 

infecciosas. A migalina foi originalmente isolada de hemócitos da aranha Acanthoscurria 

gomesiana, é uma bis-acilpoliamina sintética, análoga da poliamina espermidina. O fato 

de ter sido isolado de um organismo invertebrado e por apresentar efeitos microbicidas 

(47, 48), pode apresentar características biológicas diferenciada. 

 No presente trabalho, foi investigado o mecanismo molecular de ação da 

migalina sintética sobre E. coli e seus efeitos no receptor Toll-like 4, em macrófagos 

murinos estimulados com LPS por meio da avaliação da produção de mediadores imunes 

in vitro e análises in silico usando triagem virtual e acoplamento molecular.  
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2. OBJETIVOS 

 

➢ O objetivo deste estudo foi caracterizar o mecanismo molecular de ação da 

migalina sintética no modelo bacteriano com E. coli DH5α. 

➢ Avaliar o efeito na resposta inflamatória induzida por LPS, através da ação no 

receptor Toll-like 4, usando linhagens de células fagocíticas e macrófagos 

derivados de medula óssea murina associado à triagem virtual e análise de 

acoplamento molecular.  

 

2.1. Objetivos específicos 

➢ Sintetizar, purificar e quantificar a migalina; 

➢ Determinar in vitro o mecanismo de ação desta molécula em modelo bacteriano 

com E. coli; 

➢ Analisar o efeito da migalina sintética na resposta inflamatória induzida pela 

ativação de células fagocíticas estimuladas com LPS; 

➢ Correlacionar as atividades imunes obtidas nos ensaios in vitro com a previsão 

das atividades biológicas da migalina utilizando ferramentas computacionais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Síntese da migalina 

A migalina foi sintetizada no Centro de Pesquisas em Toxinas, Resposta-Imume 

e Sinalização Celular (CeTICS), Laboratório de Toxinologia Aplicada (LETA) - Instituto 

Butantan. A molécula foi sintetizada conforme o método clássico de química de peptídeos 

(49). A síntese foi realizada em solução de HBTU (50) para a esterificação do grupo 

carboxila do ácido gentísico e assim, permitir  a formação de uma carboxamida por 

condensação formal de dois grupos amino primários da espermidina com um grupo 

carboxílico de duas moléculas de ácido gentísico (ácido 2,5-dihidroxibenzóico). Os dados 

estão disponíveis no banco de dados Ontology of Chemical Entities of Biological Interest 

(ChEBI) como Mygalin (CHEBI: 64901) (51). 

 

3.1.1. Condições de purificação e quantificação da migalina sintética  

Após da síntese o material foi colocado no HPLC, no sistema preparativo 

Shimadzu® (FR-CLAE) usando uma coluna preparativa Shim-pack XR-ODS C18 (5 µm, 

20 mm, 250 mm) com um fluxo de 8 mL/min e comprimento de onda 320 nm com 

gradiente 0-0% 10 minutos, 0-8% 5 minutos e 8-60% em 55 minutos, com ácido 

trifluoracetico (TFA 0,1%) (bomba A) e acetonitrila/ácido trifluoracetico 

(ACN100%/TFA 0,1%) (bomba B): 

Os picos/frações obtidos dos produtos da síntese foram colocados na 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) usando o 

equipamento Finnigam TM Surveyor MSQ Plus (Quadrupole) da THERMO SCIENTIFIC  

scan de 100-2000 m/z, duração de 1s e fonte no modo positivo com 3.1kV, 40V. 

 

3.2. Ensaio em modelo bacteriano 

 Para determinar o mecanismo de ação da migalina em bactérias Gram-negativas, 

foi escolhida a bactéria E. coli DH5α, onde foi investigado a ação da migalina no DNA 

bacteriano, integridade de membrana, síntese de proteínas, geração de ROS e atividade 

quelante. 

 

3.2.1. Cultura e ensaio antibacteriano 

 A bactéria E. coli DH5α foi cultivada a 37 °C usando 10 mL de caldo Luria-

Bertani (LB) (52), com agitação a 180 rpm overnight, posteriormente 100 μL da cultura 

https://picclick.com/Surveyor-Model-3001-12-Volt-Dc-Power-Supply-192106402876.html
https://picclick.com/Surveyor-Model-3001-12-Volt-Dc-Power-Supply-192106402876.html
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foi re-inoculada em 20 mL de caldo LB e crescida até atingir a fase exponencial. A 

densidade ótica (OD620 nm) foi ajustada para 0,3 (108 CFU/mL). Em seguida, 105 CFU/mL 

foram diluídas para obter 103 CFU em 100 μL de M9 (meio mínimo) nas microplacas. 

Atividade antimicrobiana das moléculas foi determinada em microplacas de 96 poços 

contendo diluições seriadas da migalina sintética. As placas foram preparadas em 

triplicata e incubadas a 37 °C com agitação a 180 rpm, sendo o MIC (concentração 

inibitória mínima) determinado após 18 horas. O peróxido de hidrogênio (H2O2) foi usado 

como controle de morte das bactérias sendo o experimento realizado no escuro para 

proteção da reação. Para avaliar a propriedade intrínseca da migalina, 107 CFU/mL foram 

tratadas individualmente com duas concentrações da migalina e H2O2 (0,5 e 1 mM), 

espermidina 1 mM e ácido 2,5-dihidroxibenzoico em PBS a 37 °C por 18 horas (53). 

 

3.2.2. Viabilidade celular 

 A viabilidade bacteriana foi determinada a partir de dois métodos: Através da 

contagem das unidades formadoras de colônias (CFU), nas placas após o tratamento e 

pelo teste de resazurina (54, 55). O teste de resazurina, nas placas de cultura foi realizado 

após o tratamento com a migalina por 18 horas, sendo adicionado 20 µL por poço de uma 

solução de resazurina (0,2 mg/mL), e as placas incubadas por 2 horas a 37 °C. A mudança 

de cor foi monitorada (cor azul indicando células inviáveis e a cor rosa as células viáveis) 

e a leitura da placa foi realizada a 550 e 595 nm. 

 

3.2.3. Dano oxidativo no DNA 

 O dano ao DNA bacteriano foi avaliado por dois métodos diferentes: usando o 

DNA puro de E. coli, que foi incubado direto com a molécula (efeito in vitro) e o DNA 

isolado após o tratamento das bactérias com os compostos (efeito in vivo). O produto da 

reação foi analisado em géis de agarose em condições alcalinas (56). 

 

3.2.3.1. Ensaio in vitro com DNA purificado 

 O DNA foi purificado usando o kit Wizard Genomic DNA Purification. Para 

avaliar o efeito do pH na atividade da molécula contra o DNA purificado, 1 µg de DNA 

foi incubado por 2 horas com a migalina e a espermidina (0,25; 0,5 e 1 mM) em tampões 

com diferentes pH (citrato pH: 3,6; fosfato pH: 7,2 ou bicarbonato pH: 10,6).  Como 

controle positivo do dano ao DNA, foi utilizado a reação de Fenton: 1 µL de FeSO4 

(1mM), 1 µL de 2 % v/v H2O2 e 3 µL de água ultrapura, foram misturados em um volume 
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total de reação de 15 µL (57). Em outro ensaio, para descartar a presença de DNases nas 

amostras, a migalina foi tratada com inibidores de DNases como citrato de sódio (100 

mM) e EDTA (100 mM) (58) e submetida a danos físicos por aquecimento a 75 °C por 

15 minutos e incubada com 1µg de DNA. 

 Para avaliar o efeito da espermidina na proteção do DNA, a reação foi incubada 

por 2 horas com espermidina (0,5 e 1 mM) e migalina (0,25; 0,5 e 1 mM). Após o 

tratamento, o DNA foi usado como molde para amplificar por PCR o gene isocitrato 

desidrogenase, com os primers F: 5′ ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA-3′ 

e R 5′GGACGCAGCAGGATCTGTT-3′ (59). Após, quantidades iguais de 5 µL de DNA 

ou produtos de PCR foram misturados com o tampão de carga e aplicados no gel de 

agarose 1% em condições alcalinas. A eletroforese foi realizada a 70V, e coradas com 

gelRED (Biotinun). Todas as imagens foram obtidas por um sistema de documentação 

eletrônica (UVITEC, Cambridge). 

 

3.2.3.2. Ensaio in vitro com E. coli DH 5α 

 As bactérias na fase de crescimento exponencial (106 CFU/mL) foram incubadas 

com migalina (0,5 e 1 mM), espermidina (1 mM) ou H2O2 (0,5 e 1 mM) a 37 °C por 5 e 

18 horas. Após a incubação, as culturas foram centrifugadas a 13000 rpm e o pellet lavado 

uma vez com PBS para o procedimento da extração de DNA. Quantidades iguais de 

eluido de DNA (7 µL) foram separadas por eletroforese em condições alcalinas. 

 Em outro ensaio, para visualizar a fragmentação do DNA, as culturas bacterianas 

tratadas por 18 horas com as moléculas, foram lavadas e permeabilizadas com etanol 

puro, coradas com DAPI (0.3 µM) e visualizadas na microscopia confocal (60). 

 

3.2.3.3. Efeito da migalina na síntese de DNA pelo ensaio de filamentação  

 O efeito inibitório da migalina na síntese de DNA foi avaliado pelo ensaio de 

filamentação da  E. coli descrito por Alfred (61) com pequenas modificações. As bactérias 

na fase exponencial (108 CFU/mL) foram cultivadas em meio M9 e tratadas com migalina 

(0,5 mM) ou ciprofloxacino (0,5 mM) durante 3 horas. Após tratamento 20 µL de amostra 

foi colocado na lamínula e corado com a coloração de Gram. As células foram 

visualizadas em microscopia ótica de luz, com aumento de 1000X. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata.   
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3.2.4. Dano nas membranas e atividade esterase  

 Para avaliar o dano nas membranas causado pela migalina, as E. coli (108 

CFU/mL) foram cultivadas com migalina ou ampicilina nas concentrações de 0,5 mM 

por 5 horas, lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em tampão fosfato 50 mM, pH 7.0. 

Em seguida as bactérias foram incubadas com iodeto de propídio ( PI) na  concentração 

final de 60 µM e mantidas protegidas da luz por 15 minutos (62), em seguida 20 µL da 

amostra foi colocada em uma lâmina com 1% de agarose e coberto com a lamínula. A 

integridade da membrana foi analisada por microscopia confocal. Para o ensaio da 

atividade esterase, as bactérias foram tratadas com migalina por 4 horas, lavadas com 

PBS e ressuspendidas em PBS 50 mM. Em seguida 180 µL da suspensão bacteriana foi 

colocada nas placas pretas de 96 poços com adição de 20 µL de diacetato de 

carboxifluoresceina (CFDA, 250 µM).  As placas foram incubadas por 30 minutos 

protegidas da luz e a fluorescência foi monitorada no fluorômetro PerkinElmer Victor 

3TM 1420 multilabel counter  com excitação/emissão de 485/535 nm  (62, 63). 

 

3.2.5. Determinação de ROS 

 Para este ensaio, 1 mL de E. coli (106 CFU/mL) na fase exponencial foi lavado 

com PBS e ressuspendido em 1 mL de tampão fosfato 50 mM, em seguida foram tratados 

com migalina (0,25 e 0,5 mM) ou H2O2 (0,25; 0,5 e 1 mM)  por 15 minutos em 

temperatura ambiente, seguido da adição do fluoróforo CM-H2DCFDA na concentração 

final de 1 µM. Posteriormente 100 µL da amostra foi  transferida  para microplacas pretas 

(64) e a fluorescência foi quantificada usando o fluorômetro PerkinElmer Victor 3TM 1420 

multilabel counter com excitação/emissão de 485/535 nm. 

 

3.2.6. Interação Migalina-LPS 

 O LPS de E. coli serotype:0111:B4 foi preparado em água comercial livre de LPS, 

usando 50 µL da solução de LPS em diferentes concentrações (10, 20, 40, 80, 160, 320 e 

640 ng/mL) foi incubada com 5 µL de uma concentração fixa de migalina (500 µM) por 

1 hora na estufa a 37 °C. A interação entre Migalina-LPS foi monitorada pela mudança 

de absorbância 320 nm (absorbância da migalina). A reação foi quantificada usando 2 µL 

de cada amostra no espectrofotômetro NanoVue PlusTM (GE Healthcare Life Science) 

empregando o Pathlength de 0,5 nm. As placas contendo as amostras foram preparadas 

em triplicata e todos os experimentos foram realizados no escuro. O branco da reação foi 

água livre de LPS (65). 
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3.2.7. Níveis da Glutationa (GSH) e perfil proteico 

 As bactérias E. coli (109 células/mL) tratadas com migalina, ciprofloxacino ou 

gentamicina por 18 horas, foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos, 

posteriormente lavadas com PBS e ressuspendidas em 250 µL do tampão de lise (Tris–

HCl 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 2,5 mM, NaF 20 mM, Na3VO4 1 mM, Triton 

X-100 0,5% e PMSF 1mM). Em seguida, as amostras foram sonicadas com 

(Homogeneizador ultrassônico HD 2070) em gelo por 5 ciclos de 20 segundos em 50 W 

e mantidas em repouso no gelo por 1 minuto. O lisado celular foi centrifugado à 4 °C, 

14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recuperado e usado para quantificar as 

proteínas usando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Para medir os 

níveis de GSH foi utilizado o reagente de Ellman´s (66), onde 25 µg da proteína celular 

foi adicionada nas microplacas de 96 poços contendo uma solução de 50 µL de glutationa 

redutase (GR) 50 nM, Tris–HCl 50 mM pH 7.5, NADPH 200 µM, EDTA 1 mM, DTNB 

1 mM (67). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e a leitura 

realizada a 412 nm. O nível do GSH foi estimado após normalização da quantidade de 

proteína. 

Para o perfil proteico, os sobrenadantes dos lisados celulares foram diluídos em 

tampão de amostra com SDS, aquecidos a 90 °C por 10 minutos e separados por 

eletroforese em géis de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) (68). Quantidades iguais de 

proteínas (25 µg) foram aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada no equipamento 

Hoefer miniVE (Amersham Biosciences) por 90 minutos a 4 °C, em 100 V. O perfil 

proteico foi visualizado pela coloração de azul de Coomassie. 

 

3.2.8. Atividade quelante da migalina com Fe 

Para avaliar a atividade quelante da migalina frente ao Fe, o ensaio foi realizado seguindo 

a metodologia de Baccan e Vitorino (69, 70). O Fe-NTA (Nitrilotriacetato de ferro) foi 

preparado por titulação de NTA a 70 mM com NaOH, seguido pela adição de FAS sólido 

(Sulfato de Amônio Ferroso) à uma concentração final de Fe 20 mM, esta solução foi 

aquecida em banho maria por 1 hora. As alíquotas de 10 µL de Fe (NTA) em HBS/Chelex 

(Tampão HEPES Salino; Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, Chelex 1g/100 mL; pH 7.4) 

foram transferidas para as microplacas de 96 poços e tratadas com 10 µL de migalina em 

diferentes concentrações (0 até 1000 µM), seguido da adição de 180 µL da mistura de 

Dihidrorodamina (DHR 50 µM) com ácido ascórbico (40 µM) em água. A curva da 
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cinética foi registrada em fluorometro com excitação/emissão de 485/520 nm a 25°C por 

40 minutos. Os experimentos foram realizados em quaduplicata. 

 

3.3. Análise usando linhagens macrofágicas  

Para demonstrar os efeitos de migalina nas células eucariotas, utilizamos culturas 

de macrófagos J774A.1 e células RAW264.7 onde avaliamos a expressão de genes e 

mediadores imunes como iNOS, COX-2 e TNF-α.  

 

3.3.1. Animais   

Os camundongos C57BL/6 foram eutanasiados em câmara de CO2, 

posteriormente a medula óssea da tíbia e do fêmur foram extraídos para obter as células 

que foram diferenciadas em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) de acordo 

com o protocolo de Weischenfeldt (71). Os animais foram obtidos do biotério da 

Faculdade de Medicina da USP e do Instituto Butantan. Todo procedimento está de 

acordo com aprovação do Comitê de Ética Animal do Instituto Butantan Protocolo CEUA 

N° 1352/14 e CEUA protocolo N° 5609301018. 

 

3.3.2. Diferenciação dos macrófagos obtidos de medula óssea    

O conteúdo celular extraídos do fêmur e da tíbia para obtenção das células 

medulares deram origem aos macrófagos (MDMs), utilizado em nossos experimentos 

sendo a manutenção de acordo com protocolo padrão (72). Brevemente, as células 

medulares obtidas foram centrifugadas a 1200 rpm, lavadas com PBS a 4 °C e cultivadas 

no meio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen Corporation) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (Gibco Invitrogen Corporation), de L-glutamina, 50 UI/mL de penicilina e 

50 μg/mL de estreptomicina, 1 mM de piruvato, 0,2 mM de sódio, 1 mM de aminoácidos 

não essenciais, 50 μM de β-mercaptoetanol e 25% do sobrenadante de células L929 (v/v) 

em placas de Petri durante 7 dias. No terceiro e quinto dia, metade do sobrenadante foi 

substituído por meio novo e as células foram incubadas nas mesmas condições. No sétimo 

dia, as células diferenciadas foram lavadas com PBS pH 7,2 para remover células não 

aderentes e as aderentes foram raspadas e plaqueadas a 1,5 x 106 células/ 500 μL/ poço 

em placas de cultivo de 24 poços e mantidas por 18 horas nas mesmas condições. Após 

este período de incubação o meio foi desprezado, as células lavadas com PBS e cultivadas 

em meio RPMI completo (sem o sobrenadante de L929) para os posteriores ensaios. 
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3.3.3. Cultura celular e ensaio citotóxico 

As linhagens celulares J774A.1 (ATCC) e RAW 264.7 foram mantidas a 37 °C 

com 5% de CO2 no meio RPMI completo contendo 10% de SFB, gentamicina (25 

μg/mL), estreptomicina (50 μg/mL) e penicilina (50 U/mL) foram obtidas na fase 

exponencial de crescimento e usadas nos ensaios. As células foram plaqueados na 

concentração de 1,5x106 células/ 0,5 mL/ poço em placas de 24 poços (Costar®). 

Durante os ensaios, macrófagos MDMs e as linhagens celulares J774A.1 e RAW 

264.7 foram cultivadas em meio RPMI completo, sendo as culturas tratadas com migalina 

(0 - 2000 μM) por 24 horas. Posteriormente as células foram coradas com MTT (0,5 

mg/mL), para o teste de viabilidade celular. Após 3 horas com MTT, o meio de cultura 

foi removido e adicionado 100 μL de DMSO (Dimetilsulfoxido) para dissolver os cristais 

de formazan (73), e após 10 minutos a densidade óptica foi medida em absorbância de 

595 nm. A viabilidade celular foi comparada entre grupo controle não tratado (100 % 

viável) e tratados com migalina. Como controle de morte celular foi utilizado Triton X-

100 (0,1%). 

   

3.3.4. Efeito da migalina nos ácidos nucleicos e proteínas  

As células J774A.1 (1,5 x 106 células) foram cultivadas em placas de 24 poços 

com meio RPMI completo com adição de migalina por 24 horas (0 até 1000 µM), para 

avaliar o dano no DNA, RNA e nas proteínas por meio das eletroforeses das amostras.  

 

3.3.5. Efeito da migalina em células estimuladas com LPS 

As linhagens celulares e os MDMs foram plaqueados a uma concentração de 

1,5×106  células/ 0,5 mL/ poço em placas de 24 poços (Costar) por 24 horas a 37 °C. Após 

este período, as células foram lavadas com PBS  e incubadas com meio novo e migalina 

(50, 150  ou  450 μM) por 1 hora, antes da adição do agonista de TLR4 (LPS 100 ng/mL), 

Após a adição do agonista , os MDMs foram incubados por 6 e 24 horas, em seguida as 

células foram coletadas para extração total de RNA, e os sobrenadantes da cultura 

coletados para dosagem de mediadores imunes e NO. 

 

3.3.6. Extração de RNA 

As culturas de macrófagos tratadas ou não por 6 horas com migalina foram lavadas 

com PBS (500 μL por poço) para descartar resíduos de meio de cultura. Em seguida foi 

adicionado 180 μL de QiAzol Lysis Reagent (Qiagem ®) por poço e as placas foram 



35 
 

colocadas por 10 minutos em gelo seco. O conteúdo foi transferido para um tubo de 

microcentrífuga livres de RNase/DNase e centrifugado a 13000 rpm/minuto. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo novo, para o processo de purificação 

de RNA, usando o Kit Direct-Zol (ZYMO RESEARCH), seguindo as instruções do 

fabricante. Finalmente o RNA total foi eluido da coluna com água livre de RNase/DNase. 

Os RNAs foram quantificados pela absorbância a 260 nm usando GE NanoVue PlusTM 

Spectrophotometer (GE Lifesciences) e a integridade dos RNAs foi visualizada em géis 

de agarose 1,2% (74, 75), corados com gelRedTM (Biotium). 

 

3.3.7. RT-PCR 

A partir do RNA total, 100 ng foram convertidos para cDNA usando High 

Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied BiosystemsTM): 10 μL de 2X RT tampão, 1 μL de 

Enzima Mix, 4 μL de água Nuclease-Free DNase/RNase-free e 5 μL de RNA, para obter 

o volume final de reação de 20 μL. As reações foram aquecidas no termociclador Veriti® 

96-Well (Applied BiosystemsTM) a 37 °C por 60 minutos, seguido de 95 °C por 5 

minutos para inativação da enzima e resfriadas a 4 °C. Finalmente, as amostras foram 

rotuladas e guardadas no freezer a -20°C. Os cDNA foram usados como molde para a 

amplificação dos genes de interesse iNOS, Cox-2, TNF-α, IL-6, IL-10 e β-actina (controle 

interno), os primers empregados neste estudo estão na Tabela 1. Em seguida 5 µL dos 

produtos de cDNA (0,1 ng) foram amplificados com Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen): 2,5 µL de tampão de enzima 10x; 0,75 µL de MgCl2 50 mM; 0,5 µL de 

dNTPs 10 mM; 0,5 µL de 10 µM PrimerF; 0,5 µL de 10 µM PrimerR; 0,1 µL de 5U/µL 

de Taq Enzima e 15,15 µL de água Nuclease-Free DNase/RNase-free, o volume final de 

reação foi de 25 µL. As reações foram aquecidas no termociclador Veriti® 96-Well 

(Applied BiosystemsTM) com as seguintes condições de ciclagem: 1 ciclo de 2 min a 94 

°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58°C (iNOS, β-actina) e 

30 segundos a 72 °C, 1 ciclo de 7 minutos a 72 °C e finalmente esfriado a 4 °C. Todas as 

reações de PCR incluíam os RT negativos e controle negativo de PCR.  
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Tabela 1 - Primers usados no RT-PCR 

Gene  Forward primer (5'-- 3') Reverse primer (5'-- 3') Annealing T (°C) 

iNOS GCTCCCTATCTTGAAGCCCC CCCAAACACCAAGCTCATGC 58°C 

COX-2 CTTCGGGAGCACAACAGAGT AATGTTGAAGGTGTCGGGCA  58°C 

TNF-α GTAGCCCACGTCGTAGCAAA CTGGAAGACTCCTCCCAGGTA 56°C 

IL-6 ACGATGATGCACTTGCAGAAAA GGTCTTGGTCCTTAGCCACTC 56°C  

β-actina TATGCTCTCCCTCACGCCAT AGGTCTTTACGGATGTCAACG 58°C 

 

3.3.8. Eletroforese em géis de agarose  

Todos os produtos de RT-PCR (10 µL) foram separados por eletroforese em géis 

de agarose 1,5% a 70 V em tampão TAE 1x, corados com gelRedTM (Biotium) e 

visualizados usando o sistema de foto-documentador eletrônico (UVITEC, Cambridge). 

Para as quantificações das densidades dos produtos de PCR foi usado o programa Image 

J (http://imagej.nih.gov/ij/). As densidades dos produtos de PCR foram normalizadas 

contra a expressão do gene β-actina. 

 

3.3.9. Dosagem de Oxido nítrico (NO)  

Os sobrenadantes das culturas de MDMs, J774A.1 ou RAW foram coletados após 

o tratamento por 24 horas para verificar presença de óxido nítrico, que foi quantificado 

usando a reação Griess (76). Para avaliar a presença de nitrito (NO2
-), 50 μL do 

sobrenadante e 50 μL de uma solução de 1% de sulfanilamida foi adicionada a uma placa 

de 96 poços e incubada por 10 minutos à temperatura ambiente protegida da luz. Em 

seguida, 50 μL de 0,1% NED foi adicionado seguido por mais uma incubação nas mesmas 

condições. A leitura da placa foi realizada em absorbância de 550 nm. A concentração 

NO2
- em cada amostra foi baseada na curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) construída 

entre 1-100 μM. Os testes foram realizados em quadruplicata (N=4). 

 

3.3.10. Ensaio de neutralização de LPS por migalina sintética  

O LPS (100 ng/mL) foi incubado com migalina (50, 150 ou 450 μM) durante 45 

minutos em banho maria a 37 °C. A mistura foi usada para estimular os macrófagos por 

24 h, e os sobrenadantes foram coletados para medir a produção de NO. A polimixina (30 

μg/mL) foi utilizada nas mesmas condições como controle positivo para bloquear o efeito 

biológicos do LPS (77). 

 

 

http://imagej.nih.gov/ij/
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3.3.11. Ensaio de ligação FITC-LPS  

Um miligrama de LPS de E. coli sorotipo 0111: B4 foi conjugado com 4 mg de 

FITC seguindo a metodologia de Skelly (78) com pequenas modificações, a proporção foi 

de 1:4 em 1,5 mL de borato de sódio (0,1 M) pH 10,5 por 3 horas a 37 °C e 180 rpm. O 

conteúdo foi dialisado overnight em membrana de MWCO de 1000 (Spectra) em 0,15 M 

NaCl com 4 trocas. 

 

3.3.12. Ensaio de interação de migalina sintética com FITC-LPS  

A interação entre migalina e LPS-FITC foi estudada por meio do monitoramento 

da fluorescência do conjugado LPS-FITC. Para este ensaio 10 μg/mL LPS-FITC foi 

incubado com diferentes concentrações de migalina (50, 150 ou 450 μM) em 100 μL de 

solução salina, em placas pretas de 96 poços, protegidas da luz. As placas foram 

incubadas por 45 minutos a 37 °C e a fluorescência lida, empregando uma excitação e 

emissão fixa de 485/535 nm no equipamento PerkinElmer Victor 3™ 1420 multilabel 

counter fluorometer e outra de varredura com excitação de 475 nm e 500 - 560 nm 

emissão como foi descrito por (79) utilizando o equipamento Cytation 3. Todos os 

experimentos foram realizados em quadruplicata. 

 

3.3.13. Dosagem de TNF-α 

Foi analisado nos sobrenadantes das culturas a presença de TNF-α usando o ensaio 

imunoenzimático de ELISA com kits de eBioscience, seguindo as orientações do 

fabricante. As placas foram sensibilizadas com anticorpo de captura em tampão de 

sensibilização na diluição 1:250 com incubação a 4 °C (overnight). No dia seguinte, as 

placas foram lavadas com PBS 0,05% Tween-20 e bloqueadas por uma hora com o 

tampão de bloqueio. Em seguida, as placas foram lavadas e os recombinantes padrões e 

amostras foram adicionados. A reação foi novamente incubada a 4 °C (overnight), em 

seguida foi adicionado o anticorpo de detecção, na diluição 1:250 em tampão apropriado 

e as placas novamente incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Após a lavagem, foi 

adicionado avidina marcada com peroxidase com posterior incubação por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Foi feito uma nova lavagem e logo após, adicionado o substrato 

TMB e a reação interrompida com H2SO4 (2N). A reação foi lida a 450 nm no leitor de 

microplacas (Multiskan EX, Primary EIA). A quantidade de citocina presente nas 

amostras foi calculada baseado nas curvas padrões dos respectivos recombinantes 

utilizados. 
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3.3.14. Western blot  

As células foram colhidas, lavadas com PBS e lisadas com tampão RIPA da 

Sigma-Aldrich (NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato de sódio a 0,5%, SDS 

0,1%, Tris-HCL 50 mM pH 8, inibidores de protease) por 30 minutos a 4 °C, seguindo as 

instruções do fabricante. Os lisados celulares foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 

min a 4 °C, e a concentração de proteína foi quantificada usando o Kit de Proteína Pierce 

™ BCA (Thermo Scientific). As proteínas totais (30-50 µg) foram separadas nos géis de 

8 – 10% SDS-PAGE. As proteínas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose 

e incubadas por 2 horas à temperatura ambiente em solução salina tamponada com Tris 

(pH 7,5) contendo Tween-20 a 0,1% e leite desnatado a 5%, para o bloqueio da reação. 

Posteriormente a membrana foi lavada seguindo o protocolo e incubada com anticorpos 

específicos (anti iNOS de camundongo, específico #2982 de Cell Signaling Technology, 

seguindo as especificações do fabricante) a 1:1500 com agitação suave a 4 °C (overnight). 

O anticorpo IgG anti-coelho, conjugado com peroxidase, foi usado como anticorpo 

secundário (#7074 de Cell Signaling Technology) em uma diluição de 1:2000. As bandas 

das proteínas foram detectadas por quimiluminescência aprimorada com 1X SignalFire 

™ ECL Reagente (# 6883 Cell Signaling Technology) e visualizadas usando um sistema 

de documentação eletrônica (UVITEC, Cambridge). 

Para os ensaios da presença de NF-kβ/p65, as linhagens celulares J774A.1 (1,5 x 

106 células/poço) foram pré-tratadas com migalina (50, 150 e 450 µM) por 1 hora e em 

seguida incubadas com LPS (100 ng/mL) por 30 minutos. As proteínas nucleares e 

citoplasmáticas (80) foram extraídas com RIPA buffer, quantificadas com kit BCA e o 

western blot foi realizado usando anticorpo específico NF-kβ/p65 ((#6956 de Cell 

Signaling Technology) de modo similar ao procedimento descrito acima. 

 

3.3.15. Dosagem intracelular de espécies reativas de oxigênio (ROS)  

MDM (105 células/poço) foram cultivados em microplacas COSTAR® pretas de 

96 poços e incubados a 37 °C por 24 horas em meio RPMI, após incubação o meio foi 

removido e as células pré-tratadas com migalina (300 µM) por 30 minutos em solução de 

Hans. As células foram estimuladas com PMA (200 nM) por 30 minutos, seguido pela 

adição de 10 µM de CM-H2DCFDA por mais 30 minutos (81)  As placas foram incubadas 

na ausência de luz e a fluorescência foi medida usando um Multilabel Counter 

Fluorometer PerkinElmer Victor 3TM 1420 com comprimento de onda de 

excitação/emissão de 485/535 nm. 
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3.4. Análise in silico  

Para prever os parâmetros farmacocinéticos, alvos moleculares e possíveis 

atividades biológicas da migalina, foi utilizada a estrutura 3D obtida no Pubchem (82) 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Mygalin) e o formato no sistema de 

entrada de linha de dados moleculares simplificado SMILES: 

C1=CC(=C(C=C1O)C(=O)NCCCCNCCCNC(=O)C2=C(C=CC(=C2)O)O)O. 

 

3.4.1. Propriedades moleculares da migalina 

 Foram estimadas propriedades moleculares da migalina como coeficiente de 

partição (Log P), área de superfície polar topológica (TPSA), número de átomos, peso 

molecular, doadores e aceptores de hidrogênio, ligações rotativas e violações da regra de 

Lipinski com o servidor online Molinspiration V2018.10 

(https://www.molinspiration.com/) e SwissADME. 

 

3.4.2. Toxicidade e propriedades ADME 

Diferentes abordagens foram realizadas para avaliar a Toxicidade, Absorção, 

Distribuição, Metabolismo e Excreção (ADME) da migalina usando servidores web. O 

formato SMILES da migalina foi colocado no programa QSAR Toolbox (83), um 

software de computador para prever e modelar a toxicidade usando a relação estrutura-

atividade quantitativa (QSAR). Também, foi analisado em servidores web como, 

AdmetSAR 2.0 (84), SwissADME (85), Lazar toxicity predictions (86) a previsão do efeito 

citotóxico para NIH/3T3 usando MouseTox (87). 

 

3.4.3. Triagem virtual por similaridade  

A partir da transformação da representação estrutural computacional da migalina 

em formato SMILES, foi possível avaliar sua similaridade com outras moléculas já 

descritas usando plataformas e bancos de dados; no Swiss Similarity (88) sendo avaliado 

contra 10.639.400 compostos do ZINC drug-like e 19.500 ligados provenientes do 

Protein Data Bank (PDB), PubChem (82) e ChEMBL (89) com um valor de Tanimoto > 

= 95%  e > = 75 respectivamente. 

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Mygalin
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3.4.4. Predição de alvos moleculares, atividade anti-inflamatória e ligantes para o 

sistema imune 

Para prever possíveis alvos moleculares da migalina como receptores, enzimas 

entre outras moléculas, a estrutura deste composto foi submetida nos servidores web, 

DDI-CPI (90), Swiss Target Prediction (91) e SEA (92). Essas análises foram baseadas 

na semelhança com outras moléculas, os target foram limitados para o modelo 

camundongo e humano. Para prever a atividade anti-inflamatória da migalina foi utilizado 

o servidor Drug Design Workshop (DDW) (93) do Instituto Suíço de Bioinformática 

sendo analisado a proteína COX-2, uma enzima alvo da resposta inflamatória e a síntese 

de prostaglandina, ambos são modelos para avaliar a atividade anti-inflamatória de 

moléculas. Para prever se a migalina liga-se a  mediadores imune, a estrutura da migalina 

foi submetida no ImmtorLig_DB (94), um repertório de pequenas moléculas com 

capacidade para ligar-se a receptores do sistema imune tais como TLRs 1, 2, 4 e 6, 

citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, e moléculas como  MHC-I e MHC-II. 

 

3.4.5. Modelagem molecular para COX-2, iNOS e 5-LOX com migalina 

Os cristais em 3D de iNOS (PDB: 3NQS) (95), COX-2 (PDB: 4PH9) (96), 5-LOX 

(PDB: 3V99) (97) em complexo com seus inibidores foram obtidos do Protein Data Bank 

(PDB). Os inibidores foram utilizados para gerar o molde e posteriormente removidos 

das estruturas. O acoplamento molecular de migalina com iNOS, COX-2 e  5-LOX, foi 

conduzido por Autodock Vina (98), os parâmetros adotados foram para  5-LOX (centro_x 

= 18,39, centro_y = -78,71 e centro_z = -33,90; COX-2 (centro_x = 13,00, centro_y = 

23,48 e centro_z = 25,25); iNOS (centro_x = 124,24, centro_y = 115,29 e centro_z = 

35,35), com espaçamento de 0,375 Å 8 de exaustividade e tamanho do molde X: 30, Y: 

30 e Z: 30 Å para todos. Os resultados das análises do docking foram visualizados usando 

o software Discovery Studio Visualizer. 

 

3.4.6. Modelagem molecular para TLR4 

Estas análises foram realizados em colaboração com o professor Dr. Ricardo 

Vásquez Ramírez da Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), onde as 

estruturas moleculares da migalina, curcumina e TAK-242 foram recuperadas do banco 

de dados zinc (99). A curcumina e o TAK-242 foram usados como moléculas de controle 

para o estudo de acoplamento. Foram calculadas algumas propriedades eletrônicas e 

físico-químicas selecionadas, incluindo energia total, energia de solvatação, momento do 
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dipolo, potencial eletrostático (EP), e volume molecular. Todos os cálculos ab initio 

foram realizados com Spartan'14 software (100). A estrutura cristalina do TLR4 e seu 

correceptor MD-2 foi recuperada do PDB,  com número PDB ID 3VQ1 (101). TLR4/MD-

2 está em um complexo heterotetramérico com seu ligante LPS (lipídio IVa) em dois 

bolsos de ligação A/C e B/D, onde A e B são monômeros de TLR4 e C e D são 

monômeros de MD-2. Não foram encontradas moléculas estruturais de água; portanto, 

todas as moléculas de água, LPS e outros ligantes foram removidos usando o software 

Discovery Studio Visualizer (102). O receptor tetramérico foi dividido em dois dímeros, 

TLR4-A/MD-2-C e TLR4-B/MD-2-D e cada dímero foi usado como uma estrutura rígida 

para cálculos independentes de acoplamento.  

 

3.4.7. Cálculos de modelagem  

As estruturas moleculares da migalina, curcumina, TAK-242, os dímeros e 

tetrâmeros de TLR4/MD-2 foram preparadas em formato PDBQT usando o programa 

AutoDock (103), para os cálculos de acoplamento. Todas as ligações rotativas em cada 

ligante permaneceram livres, enquanto o receptor foi mantido rígido e átomos de 

hidrogênio e as cargas foram atribuídos. Na configuração de acoplamento, dimensões do 

molde foi de 36 × 32 × 38 e 36 × 38 × 42 com as seguintes coordenadas: x= -6.893, y= 

35.973, z=18.773 e x= 11.774, y=-21.942, z=-2.127 centrados em MD-2-C e MD-2-D, 

respectivamente. A caixa de espaçamento foi de 1,0 Å, e a exaustividade foi definida para 

500. Finalmente, o acoplamento molecular foi realizado utilizando-se o AutoDock Vina 

1.1.2 (98).  

 

3.4.8. Análises de interação do complexo TLR4/MD-2-ligantes 

Nos complexos receptor-ligantes obtidos a partir dos cálculos de acoplamento, as energias 

livres de interação foram analisadas pela mecânica quântica para obter resultados mais 

precisos do que as afinidades de acoplamento resultantes do AutoDock Vina. Foram 

analisados dois cálculos de energia livre para estruturas diméricas e tetraméricas. A 

primeira avaliação, investigou o complexo mais fraco com os ligantes obtidos a partir de 

cálculos de acoplamento. A segunda avaliação, estudou a extensão da influência dos 

ligantes na interface multimerização durante a formação da estrutura tetramérica. As 

forças de ligação dos ligantes estavam localizadas na estrutura cristalina da configuração 

tetramérica de TLR4/MD-2, sem alterações conformais, após a remoção de todos os 

ligantes acessórios. As coordenadas do ligante no receptor mantiveram a posição obtida 
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a partir dos cálculos de acoplamento nos dímeros. Assim, na estrutura tetramérica, novas 

interações de ligantes foram estabelecidas na superfície do TLR4 do segundo dímero. 

Para evitar confrontos atômicos entre o ligante e o receptor, as cadeias laterais dos 

resíduos do segundo dímero TLR4 foram relaxadas. Em ambas as avaliações, apenas o 

primeiro núcleo de resíduos pertencentes à cavidade de ligação foi incluído nas estruturas 

diméricas e tetraméricas. As energias de interação total incluíam a molécula de ligante e 

todos os resíduos de bolso de ligação adjacentes. Um procedimento simplificado para 

calcular a energia de interação (IE) foi fornecido pela seguinte fórmula: IE = [RL] – 

[R+L], onde IE  é a energia de interação de ligação, RL  é a energia do complexo formado 

pelos resíduos do receptor e o ligante, R é a energia dos resíduos TLR4/MD-2, e L é a 

energia do ligante. As energias de interação de ligação foram determinadas por cálculos 

de ponto único usando DFT com a função ωB97X-D e o nível de configuração de base 

6-31G* (para uma extensa descrição de todos os métodos ab initio usados neste trabalho, 

veja (104) Finalmente, o volume das cavidades  de cada tetrâmero TLR4/MD-2 foi 

calculado usando o programa Swiss-PDB Viewer (105). Os cálculos de acoplamento e ab 

initio foram realizados em um computador de 12 núcleos com um processador Xeon a 3,4 

GHz. 

 

3.5. Análises estatísticas  

Todos os resultados foram analisados usando t Student ou one-way ANOVA e a 

diferença entre grupos determinada pelo teste Tukey-Kramer ou Dunnett. Múltiplas 

comparações foram analisadas pelo programa GraphPad Prism 7 (Graph Pad, San Diego, 

Califórnia). Os dados foram considerados estatisticamente significativos com um P< 0,05 

e os resultados representam a média e o erro padrão da média (+ SEM), de no mínimo 

três ensaios independentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

4. RESULTADOS 

4.1. Síntese de migalina 

A migalina, foi sintetizada e purificada de acordo com os procedimentos citados 

na metodologia. A figura 5 mostra o espectro de obtenção da migalina durante sua síntese 

e purificação após 35 minutos de corrida no HPLC de um tempo total de corrida de 70 

minutos, fluxo de 8 mL/minuto, onde foi observado um único pico correspondente a 

migalina, com absorbância de 320 nm, o qual foi coletado para purificação final do 

processo da síntese e quantificação no espectrômetro de massas (Figura 6). 

 

Figura 5 - Perfil cromatográfico da migalina sintética. 

                 

 

Fração eluida com 40 % de ACN em TFA, do processo da síntese previamente separada em cartuchos Sep-

Pack C18, usando um gradiente linear de 0-80% B em 70 min. 
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Figura 6 – Cromatograma e espectro de massa da migalina sintética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

 

 

 

 

 

(A) cromatograma de migalina sintética (pureza > 98%) e em (B) espectro de massa (LC-MS) de 418.20 

m/z. As análises foram realizadas com espectrômetro operando em modo positivo no LC / MS FinnigamTM 

Surveyor® MSQTM Plus (Quadrupolo). 

 

4.2. Modelo bacteriano 

4.2.1. Efeito da migalina no crescimento bacteriano 

Para avaliar as propriedades intrínsecas da migalina sintética, sobre o crescimento 

de E. coli, DH5α usamos uma concentração fixa de bactérias, obtida na fase exponencial 

e analisamos a viabilidade bacteriana após 6 e 18 horas de tratamento. A viabilidade 

celular foi realizada através da contagem do número de colônias formadas (CFU) em 

placas com ágar LB. A figura 7, mostra que a migalina provocou uma diminuição do 

número de bactérias nas primeiras 6 horas, sendo mais evidenciado após 18 horas de 

tratamento. A redução bacteriana foi mais evidente ao longo de 18 horas de tratamento 

com 0,5 mM de migalina, mostrando efeito superior a 1 mM de H2O2, utilizado como 

controle positivo. A especificidade da reação foi confirmada uma vez que o tratamento 

com ácido gentísico e espermidina não teve efeito sobre o crescimento bacteriano, com 

valores da CFU semelhantes ao controle sem tratamento. 
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Figura 7 – Viabilidade de Escherichia coli DH5α após tratamento com migalina. 

 

 

Bactérias (107 CFU/mL) foram cultivadas em meio M9, depois incubadas a 37 °C por 6 e 18 horas com 

migalina (0,5 e 0,25 mM), espermidina (1 mM), ácido gentísico (1 mM) e H2O2 (0,5 e 1 mM). A viabilidade 

bacteriana foi determinada por contagem de colônias (CFU) em placas com ágar LB. Os dados representam 

a média ± SEM de três experimentos independentes (∗∗∗p < 0.001). 

 

4.2.2. Interação da migalina com DNA  

4.2.2.1. Modelo in vitro com DNA   

Há evidência científica que as poliaminas ligam-se em ácidos nucléicos, podendo 

provocar uma condensação (106), esta informação nos levou a estudar o DNA como 

primeiro alvo. Em função disto, os produtos de PCR purificados e de diferentes tamanhos 

foram misturados com migalina, incubados e visualizados em gel de agarose. Esta mistura 

resultou na degradação dos produtos (dados não mostrados). Assim, substituímos os 

produtos de PCR pelo DNA genômico, que após misturado com migalina confirmou o 

dano no DNA. O mesmo ensaio realizado com a espermidina não provocou danos. Em 

seguida foi avaliado a influência do pH nesta degradação. Para isto foram utilizados três 

tampões com diferentes pH (3,6; 7,2 e 10,6), onde ocorreu a reação e após a incubação e 

revelação no gel alcalino, confirmamos que a migalina (0,25 - 1 mM) provocou danos 

oxidativos no DNA (Figura 8A). Esse efeito ocorreu em uma faixa variável de pH, 

conforme visualizado na figura 8 (caixa vermelha), provando que a molécula de migalina 

tem atividade em uma ampla faixa de pH. O mesmo ensaio realizado com espermidina 
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(Figura 8B) não causou nenhum dano no DNA. A reação de Fenton foi usada como 

controle positivo do dano na figura 8 (caixa amarela). Observamos que essa reação foi 

neutralizada (C+ pH: 10.6), diferindo da observada com migalina no pH alcalino. 

 

Figura 8 - Interação de DNA genômico de Escherichia coli com migalina e espermidina 

em diferentes pH. 

 

1 µg de DNA foi incubado com diferentes concentrações de Migalina (A) e Espermidina (B) (0,25; 0,5 e 1 

mM) em três tampões: Citrato pH: 3.6; Fosfato pH: 7.2 e Bicarbonato-carbonato pH: 10.6 encubados há 

37°C por 2 horas. As reações foram colocadas no gel alcalino de agarose 1% e coradas com gelREDTM. 

C+: Reação de Fenton (FeSO4 + H2O2), as imagens foram adquiridas com fotodocumentador eletrônico 

(UVITEC, Cambridge). 

 

Outro ensaio foi realizado para descartar a presença de DNases externas no dano e 

degradação de DNA (Figura 9A). Foi demonstrado que a adição do inibidor de DNases 

como o citrato de sódio (100 mM) não alterou os danos de DNA causados por migalina, 

ao contrário das amostras de DNA tratadas apenas com DNases (controle de degradação). 

Este resultado indica que a quebra do DNA foi causada pelo tratamento com migalina. A 

figura 9B, mostra que a adição de espermidina (0,5 e 1 mM) protegeu amostras de DNA 

tratadas com migalina nas doses 0,25 e 0,5 mM, não sendo observado com migalina a1 

mM ou com a reação de Fenton (controle positivo), confirmando que altas concentrações 

de migalina causam danos irreversíveis. 
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Figura 9 - Efeito da adição de inibidor de DNases e proteção de espermidina sobre dano 

oxidativo no DNA. 

 

Para demostrar que o efeito de dano no DNA bacteriano era atribuído à migalina, essa molécula foi incubada 

com citrato de sódio, inibidor de DNases como é mostrado na figura 9 A) Géis de agarose mostrando DNA 

tratado com migalina (0,25; 0,5 e 1 mM) na presença do citrato de sódio 100 mM. Controles: DNA não 

tratado (0), Reação de Fenton (C+), citrato de sódio (SC). O efeito protetor de espermidina no DNA tratado 

com migalina é observado na figura 9B) PCR de DNA tratado com migalina (0,25; 0,5 e 1 mM) mais 

espermidina (0,5 e 1 mM). Controles: DNA não tratado (0), Reação de Fenton (C+), Ladder Gene Ruler 1 

Kb (M). 

 

4.2.2.2. Modelo in vitro com E. coli 

Para comprovar o efeito encontrado no ensaio anterior, usando o DNA isolado (in 

vitro), alguns ensaios foram realizados utilizando bactérias obtidas na fase logarítmica de 

crescimento. Estas bactérias foram tratadas com migalina (in vivo) por 5 e 18 horas, 

posteriormente lavadas com PBS, o pellet foi tratado para extrair o DNA genômico. Em 

seguida o DNA foi visualizado em eletroforese de agarose, em condições alcalinas. A 

Figura 10 mostrou que após 5 horas de tratamento com migalina, houve uma redução no 

DNA genômico, que se acentuou com 18 horas de tratamento, onde o DNA não foi mais 

visualizado. Em bactérias tratadas com a mesma concentração de H2O2, o efeito foi menos 

pronunciado, enquanto a espermidina não causou nenhum dano no DNA. Isso confirma 
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os dados anteriores de ensaios in vitro, mostrando que o tratamento de E. coli com 

migalina promoveu danos no DNA, diferente do observados com espermidina. 

 

Figura 10 - Efeito da adição da migalina, espermidina e H2O2 na integridade do DNA de 

Escherichia coli. 

                            

Bactérias (106 CFU/mL) obtidas na fase logarítmica foram tratadas ou não com 0,5 e 1 mM de migalina, 

H2O2 ou espermidina (1 mM) por 5 horas (A) e 18 horas (B) a 37 °C. O DNA foi isolado das bactérias e 

visualizado no gel de agarose em condições alcalinas. Mig = Migalina, Esp = Espermidina.  

 

4.2.3. Marcação do DNA após tratamento com migalina  

O DAPI é um corante fluorescente que se liga seletivamente no DNA para formar 

um forte complexo de DNA-DAPI com alta especificidade. O DAPI tem sido amplamente 

utilizado para avaliar danos estruturais de DNA. Esta abordagem foi utilizada para 

confirmar os efeitos nocivos de migalina no DNA bacteriano. Neste ensaio, as bactérias 

tratadas com ou sem migalina (0,5 mM) ou H2O2, como controle positivo foram 

permeabilizados e corados com DAPI e analisadas por microscopia confocal. A Figura 

11 mostra que bactérias não tratadas (Figura 11A) foram completamente marcadas, 

demonstrando a integridade do DNA. No entanto, as tratadas com migalina (Figura 11B) 
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ou H2O2 (Figura 11C) não mostrou uma coloração intensa, devido ao DAPI não ter 

intercalado com a fita dupla do DNA danificado. Esses dados reforçam a ideia de que a 

migalina causa danos oxidativos no DNA bacteriano. 

 

Figura 11 - Microscopia confocal de Escherichia coli tratada com migalina, e coradas 

com DAPI. 

 

Para evidenciar a fragmentação do DNA, Bactérias (106 CFU/mL) não tratada (A) e tratada por 18 horas 

com migalina (0,5 mM) (B), ou, H2O2 (0,5 mM) (C) foram permeabilizados com etanol e coradas com 

DAPI (3 μM). A microscopia confocal foi usada para visualizar a fragmentação do DNA bacteriano. DIC 

= Differential Interference Contrast 
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4.2.4. Inibição da síntese de DNA de E. coli in vivo por migalina, usando o ensaio 

de filamentação 

  Outra abordagem usada para determinar a interferência de migalina no DNA de 

E. coli, foi a inibição da síntese de DNA usando o ensaio de filamentação. Para testar se 

migalina inibe a síntese de DNA, as bactérias foram tratadas por 3 horas com 0,5 mM de 

migalina (Figura 12B) ou ciprofloxacino (Figura 12C) como controle positivo e sua 

morfologia e filamentos foram comparados com as de células não tratadas (Figura 12A) 

por microscopia. Os resultados mostraram que o tratamento com migalina ou 

ciprofloxacino interferiu na divisão celular, resultando em filamentos bacterianos longos 

quando comparados com células não tratadas. Esses resultados indicam que a migalina e 

ciprofloxacino podem se ligar à DNA, inibindo a síntese de DNA in vivo. 

 

Figura 12 - Ensaio de filamentação em Escherichia coli tratadas com migalina. 

 

(A) E. coli não tratada (106 CFU/mL) ou tratado por 3 horas com 0,5 mM de migalina (B) ou ciprofloxacino 

(C) foram corados pelo Gram. A microscopia ótica (ampliação 1000×) foi utilizada para análise de divisão 

celular e formação de filamentos. Escala 10 μM. 

 

4.2.5. Ação da migalina na membrana celular e atividade esterase 

  Além dos danos no DNA, as moléculas antimicrobianas podem atuar em outros 

mecanismos, incluindo desestruturação da membrana celular (107). Para testar este efeito 

da migalina na membrana de E. coli, as bactérias foram cultivadas por 5 horas na ausência 

(a) ou presença de 0,5 mM de migalina (b) ou 0,5 mM de ampicilina (c) e coradas com 

PI para medir alterações de permeabilidade da membrana como pode ser observada na 

microscopia confocal (Figura 13A). Os resultados indicam que as bactérias não tratadas 

foram impermeáveis ao PI, enquanto a E. coli tratada com migalina ou ampicilina mostrou 

incorporação de PI, sendo visualizada com coloração vermelha. Isso sugere que migalina 
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pode promover alterações na permeabilidade da membrana celular em E. coli. Para 

monitorar essa alteração, a atividade esterase intracelular foi avaliada utilizando-se o 

CFDA. Neste ensaio, o CFDA se difunde para o interior da célula danificada e as esterases 

clivam o CFDA em um produto altamente fluorescente (108). O tratamento de E. coli por 

4 horas com 0,25 e 0,5 mM de migalina aumentou o nível de atividade esterase de modo 

dose dependente, o qual foi quatro vezes maior em relação ao controle não tratado, 

enquanto a ampicilina (0,25 mM) aumentou essa atividade mais de dez vezes. Estes 

resultados confirmam que a migalina danifica a membrana celular bacteriana (Figura 

13B). 

 

Figura 13 - Efeito de migalina na integridade da membrana e atividade esterase em 

Escherichia coli 

 

Em (A) Incorporação de iodeto de propídio (PI). (a) E. coli não tratada (108 CFU/mL) e tratada com 0,5 

mM migalina (b) e 0,5 mM de ampicilina (c) controle positivo. As bactérias foram incubadas por 5 horas 

a 37 °C, corado com PI e observadas por microscopia confocal. As bactérias em vermelho indicam células 

mortas e membranas danificadas. Em (B) Efeito de migalina na atividade esterase de E. coli. 108 CFU/mL 

foram tratados com migalina (250 e 500 μM) ou ampicilina (250 μM) por 4 horas seguido de incubação 

com CFDA. A intensidade da fluorescência foi lida em 485/535 nm. Os resultados representam a 

intensidade da fluorescência em unidades relativas de fluorescência (RFU). Os dados representam a média 

±SEM de três experimentos independentes (∗∗∗p < 0.001). 
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4.2.6. Efeito da migalina nos níveis de glutationa e perfil proteico de E. coli 

A glutationa tem várias funções, incluindo papel no metabolismo de peróxidos, 

inativação de radicais livres e manutenção do potencial oxidação-redução, além de 

participar de reações envolvendo a síntese de proteínas (109). Em função disto, foi 

avaliado se a migalina poderia atuar em outros alvos moleculares, como proteínas. Para 

esta análise, foi quantificado os níveis de GSH em E. coli, após o tratamento das bactérias 

com migalina, ciprofloxacino e gentamicina. O tratamento com migalina e ciprofloxacino 

teve resultados semelhantes, reduzindo o nível de GSH em 17%. No entanto, essa a 

redução foi mais acentuada com gentamicina (controle positivo), sendo de 

aproximadamente 50% (Figura 14A). Devido à baixa redução dos níveis de GSH no 

tratamento com a migalina, nós investigamos a influência dessa molécula na expressão 

do perfil proteico (Figura 14B). Não foi identificado diferenças significativas no perfil 

proteico entre bactérias tratadas e os controles sem tratamento. Ao contrário, no 

tratamento com gentamicina foi notável a diferencia no perfil de proteínas, assim como 

nos níveis de GSH. Estes dados sugerem que migalina pode estar envolvida com outros 

mecanismos de morte bacteriana, dentre eles a geração de ROS, como demonstrado por 

muitos antibióticos bactericidas que reduziu o nível de GSH e induziu a geração de ROS 

(110). 

Figura 14 - Efeito da migalina nos níveis de GSH intracelular e perfil proteico. 

 

Bactérias (109 CFU/mL) foram tratados ou não por 18 horas, sonicadas e os sobrenadantes foram utilizados 

para medir GSH intracelular das bactérias (A) não tratadas (1) ou tratadas com 0,5 mM de migalina (2), 

ciprofloxacino 0,5 mM (3) e gentamicina 0,5 mM (4). O nível de glutationa foi determinado pelo ensaio de 

redução com DTNB em extratos celulares de E coli e comparados com o controle sem tratamento. (B) Perfil 

proteico visualizado através de SDS-PAGE após coloração de Azuis de Coomassie. O valor de p foi 

calculado empregando o test de Dunnett multiple comparisons: **p < 0.01. 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02928/full#F8
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.02928/full#F8
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4.2.7. Ação da migalina na geração de ROS 

Dados anteriores mostraram que a migalina alterou a permeabilidade da 

membrana de E. coli, causando danos ao DNA. Os mecanismos intrínsecos usados por 

esta molécula para causar a morte de E. coli são desconhecidos. Um dos mecanismos 

comuns de morte bacteriana causada por antibióticos é o dano oxidativo gerado por 

radicais livres derivados do oxigênio, denominado ROS (111). Devido a este efeito 

investigamos se o tratamento de E. coli com migalina poderia gerar ROS. Para este teste 

as bactérias obtidas da fase exponencial, foram cultivadas com migalina (0,25 e 0,5 mM) 

ou H2O2 (0,25 - 1 mM). A produção de ROS foi monitorada por 210 minutos lendo a 

fluorescência após a adição do fluoróforo CM-H2DCFDA (112). Na figura 15, mostramos 

que a adição de migalina nas culturas aumentou progressivamente o nível de ROS entre 

os 60 e 210 minutos de incubação, independentemente da concentração utilizada. Esses 

níveis foram superiores ao obtido com o tratamento com H2O2 (0,25 - 1 mM). Esses dados 

sugerem que um dos possíveis mecanismos utilizados pela migalina para promover danos 

no DNA e a morte em E. coli é a geração de ROS intracelular. Resultados semelhantes 

foram obtidos em E. coli tratada com norfloxacina e ampicilina (113). 

 

Figura 15 - Influência da migalina na geração ROS intracelular. 

 

A produção de ROS em Escherichia coli (106 CFU/mL) devido ao tratamento com migalina (250 e 500 

μM) e H2O2 (0,25; 0,5 e 1 mM), foi quantificada medindo a fluorescência de CM-H2DCFDA após 15 

minutos de tratamento. RFU = Unidades de Fluorescência Relativa. Esses dados representam a média 

±SEM de três experimentos independentes (∗∗∗p < 0.001). 
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4.2.8. Interação da migalina com LPS 

A migalina exerce atividade microbicida apenas contra bactérias Gram-negativas 

(47), que contêm LPS como seu principal componente de membrana mostrando grande 

atividade biológica. Foi mostrado anteriormente que os análogos de poliamina podem 

neutralizar LPS in vitro (114). Baseado neste fato 500 µM de migalina foi incubado com 

LPS e analisado o nível de migalina disponível usando espectrofotometria (Figura 16). A 

incubação da migalina com LPS causou redução na absorbância à medida que aumentou 

a concentração de LPS, indicando uma interação entre as moléculas. Resultados 

semelhantes foram descritos com peptídeos incubados com LPS (65, 79). Nossos dados 

sugerem que a migalina pode interagir com LPS, e isso justificaria em parte sua ação 

apenas contra bactérias Gram-negativas. 

 

Figura 16 - Interação entre migalina e LPS. 

 

Migalina (500 μM) incubado com LPS (160-640 ng/mL) por 1 hora a 37 °C. Após tratamento as amostras 

foram lidas no espectrofotômetro 320 nm para quantificar o nível de Migalina livre disponível.  A redução 

na leitura de absorbância foi acentuada com o aumento da concentração de LPS, indicando ligação desta- 

molécula com LPS. Similares resultados foram encontrados em outros experimentos independentes  
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4.2.9. Análise de atividade quelante de migalina 

O fato de migalina ser uma molécula geradora de ROS e ter similaridade estrutural 

com o sideróforo H4-4-LICAM (115) sugere que essa molécula pode funcionar como um 

quelante de ferro em condições fisiológicas. Investigamos se migalina poderia ter 

atividade de quelante para o  ferro, porque o ferro é um dos metais mais importantes no 

metabolismo de bactérias e está envolvido no processo de estres oxidativo (116). Em 

seguida, avaliamos se a migalina teria atividade quelante de ferro pelo probe (DHR). 

Observamos que houve aumento da atividade quelante para Fe quando aumentamos as 

concentrações de migali+na (0-1000 μM) ao sistema reduzindo a oxidação de DHR como 

é observado na Figura 17, comprovando que migalina teria atividade quelante para Fe. 

 

Figura 17 - Atividade quelante de migalina para o Fe. 

 

Em (A) Espectro de absorção UV-Vis de migalina-Fe (2,5 mM) em água a 25 °C após 24 h. Mostra-se um 

espectro máximo de comprimento em 524 nm e em (B). Efeito quelante de migalina (0 até 1000 µM) sobre 

a taxa de oxidação DHR catalisada por ferro / ascorbato em água a 25 °C. Os resultados são a média ±SEM 

dos experimentos realizados em quadruplicada. 
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Figura 18 - Mecanismo de ação da migalina proposto para Escherichia coli. 

         

  

Migalina liga-se a LPS na membrana celular externa de bactérias gram-negativas isso leva à ruptura da 

membrana celular e no interior induz ROS nas primeiras horas, isso leva à quebra do DNA bacteriano 

prevenindo a divisão celular e induzindo a morte bacteriana. 
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4.3. Modelo in vitro com células macrofágicas  

4.3.1. Macrófagos derivados de medula óssea 

Uma das funções mais importantes dos macrófagos é o seu papel na imunidade 

inata e adaptativa. Os macrófagos teciduais funcionam como barreira contra agentes 

invasores sendo capazes de imediatamente nos defender e emitir sinais que recrutam 

outras células imunes. Os macrófagos medulares representam a população de células que 

será distribuída para vários órgãos do corpo. Assim os macrófagos derivados de medula 

óssea (MDMs) são excelentes modelos para estudar vários mecanismos por se tratar de 

cultura primária “virgem” sem qualquer possível estímulo que possa alterar a expressão 

gênica em resposta a estímulos. (71). Estas células são especializadas, realizam  diferentes 

tarefas no sistema imune dentre elas: degradação e apresentação de antígeno, produção 

de citocinas, migração entre outras funções, sendo considerado bom modelo para avaliar 

os primeiros efeitos de vários compostos na ativação imune, através da expressão de 

genes da resposta imune inata e síntese de mediadores como citocinas (117), Após 7 dias 

de diferenciação, as culturas apresentaram bom rendimento e 98% foram marcados com 

F4/80, marcador típico desta população (dados não mostrados) e apresentam grande 

atividade metabólica. A figura 19 representa a população (7 dias de cultura) de 

macrófagos diferenciados. 

 

Figura 19 - Cultura de macrófagos primários diferenciados. 

 

Microfotografia das culturas primarias de macrófagos isolados de medula óssea de camundongo no 7º dia 

de cultivo. Aumento:1200x. 
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4.3.2. Efeito da migalina na viabilidade de macrófagos  

Realizamos uma avaliação in vitro para verificar os efeitos da migalina na 

viabilidade dos macrófagos (Figura 20). Foi utilizado linhagens celulares J774A.1 e 

RAW264.7, utilizando o ensaio com MTT. Não foram observadas alterações 

morfológicas nas células e observamos 100% de viabilidade celular após o tratamento 

com diversas doses de migalina (0 -2000 µM). Esses dados mostram que a migalina não 

é tóxica para macrófagos nas concentrações avaliadas e reforça os dados in silico sobre a 

toxicidade que serão apresentados posteriormente. 

 

Figura 20 – Efeito de migalina na viabilidade celular dos macrófagos. 

 

Linhagens celulares J774A.1 (A) e RAW 264.7 (B) tratadas com migalina por 24 horas, e coradas com 

MTT. A viabilidade celular foi calculada usando células não tratadas (100 % células viáveis) e as tratadas 

com migalina e comparadas com as culturas tratadas com Triton X-100 (controle de morte). As barras 

representam a média ± SEM de três experimentos independentes (***p<0.001). 

 

4.3.3. Ação de migalina nos ácidos nucleicos  

Há evidências científicas provando que as poliaminas se ligam aos ácidos 

nucleicos, podendo causar condensação (106, 118, 119). Isso ocorre em parte, porque 

essas moléculas carregam múltiplas cargas positivas e seus grupos amino podem se 

associar com DNA e RNA (120, 121). O fato da migalina ser uma acilpoliamina análoga 

da espermidina, levou-nos a avaliar seu efeito sobre ácidos nucleicos, após tratamento das 

células por 24 horas com diferentes doses. A extração de DNA e RNA foi realizada e 

posteriormente analisado a ação da migalina sobre a integridade dos ácidos nucleicos, 

assim como realizado em outros modelos de ação de moléculas que danificam o DNA 

(122, 123). A figura 21 mostra que o tratamento com migalina não causou danos às células 
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eucarióticas sendo que os ácidos nucleicos de DNA e RNA permaneceram íntegros, sem 

alterações, independente da dose usada. 

 

Figura 21 - Eletroforese de RNA e DNA das células tratadas com migalina. 

 

 

Células J774A.1 (1.5 x 106 células/poço) foram tratadas com migalina (0 - 1000 μM) por 24 horas, extraído 

o RNA (A) e DNA (B) e visualizados em géis de agarose. As flechas em vermelho indicam o RNA (A) e 

DNA (B) sem degradação. M: Ladder DNA 1kb plus. 

 

4.3.4. Ação da migalina no perfil protéico dos macrófagos J774A.1 

Foi comprovado que alguns análogos de poliamina favoreceram a síntese proteica, 

uma vez que seus grupos diaminas potenciaram em 8 a 12 vezes a síntese proteica, 

enquanto poliaminas com terminais contendo grupos benzol e alquil reduziram a síntese 

proteica (124). Com base nessas evidências, foi realizando a extração total de proteínas 

das células tratadas ou não com migalina e analisado o perfil protéico através da 

visualização em gel de acrilamida SDS-PAGE 12 %. A figura 22 mostra que não houve 

diferenças significativas entre células tratadas ou não com a molécula, sugerindo que a 

migalina não interferiu na síntese de proteínas das células eucarióticas não havendo 

diferença entre o perfil proteico das células tratadas ou não com migalina, sugerindo que 

este composto não interferiu na síntese proteica.  
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Figura 22 - Efeito da migalina no perfil proteico dos macrófagos. 

                                

Células J774A.1 tratadas ou não com migalina (0 -1000 μM) por 24 horas foram lisadas com tampão RIPA 

e as proteínas visualizadas no gel de acrilamida SDS-PAGE 12 % e coradas com azul de Coomassie. 

 

4.3.5. Efeito da migalina na expressão dos genes iNOS e COX-2 em MDM 

As células primárias originárias de medula óssea são virgens e precursoras de 

outras células nos organismos, em função disso usamos este modelo para analisar a 

expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória.  Foi analisado expressão de 

mRNA para os genes iNOS e COX-2 através de RT-PCR após 6 horas de tratamento com 

LPS (Figura 23). Observamos que a adição de 150 μM de migalina, reduziu 

significativamente a expressão dos genes estimulados com LPS. Como controle positivo 

de inibição foi usado a droga TAK-2. Notamos que o tratamento das células com LPS + 

TAK2, inibiu totalmente a expressão destes genes enquanto com migalina não diferiu das 

células sem tratamento. Os resultados indicam que migalina pode interferir na transcrição 

dos genes para iNOS e COX-2 induzido pelo LPS, para diminuir o efeito inflamatório 

gerado pelo LPS, confirmando os achados in silico como possíveis molécula anti-

inflamatória. 
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Figura 23 - Efeito de migalina na expressão dos níveis de mRNA em MDM. 

 

Expressão de (A) COX-2 e (B) iNOS. MDMs tratados com migalina e LPS. Células (1,5 x106 células/poço) 

foram pré tratadas por 1 hora com migalina (150 μM) e incubados com LPS (100 ng/mL) por 6 horas. Os 

níveis de mRNA foram analisados por RT-PCR e normalizados com β-actina. (N = 3 ensaios). Os produtos 

do RT-PCR foram visualizados em gel de agarose de 1,5 %. 

 

4.3.6. Migalina atenua a expressão de mRNA de iNOS, TNF-α, IL-6 e COX-2 

induzido por LPS em células RAW 

A Figura 24 mostra a expressão do mRNA para iNOS, TNF-α, COX-2 e IL-6 

realizado por RT-PCR após 6 horas de tratamento de células RAW com LPS. O 

tratamento destas células com migalina em diferentes concentrações reduziu a expressão 

de mRNA dos genes envolvidos na resposta inflamatória de modo dose dependente. A 

inibição da expressão gênica começou em 150 μM de migalina, sendo mais pronunciada 

a 450 μM, exceto para IL-6, onde 50 μM causou uma redução acentuada. Os resultados 

indicam que a migalina foi capaz de interferir nos níveis da expressão de genes da resposta 

inflamatória (TNF-α, IL-6 e COX-2) induzidos pelo LPS, diminuindo os efeitos 

inflamatórios gerados pelo agonista de TLR4. 

 

 

 

 

 



62 
 

Figura 24 - Migalina inibe os níveis de expressão de mRNA para iNOS, TNF-α e COX-

2, IL-6 em células RAW estimuladas com LPS. 

 

 

Células RAW (1,5 x106 células/poço) foram pré tratadas com migalina por 1 hora e posteriormente 

estimuladas com LPS por 6 horas.  O RNA total destas células foi isolado e submetidos ao RT-PCR. (A) 

Produtos de PCR quantificados por densitometria e os níveis relativos de mRNA para (B) iNOS, (C) TNF-

α e (D) Cox-2, foram normalizados em relação ao gene β-actina e comparados com o grupo tratado com 

LPS. As barras representam a média ± SEM das quantidades relativas de mRNA dos genes avaliados a 

partir de três experimentos independentes. (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 e ns: não 

significativo). 

 

4.3.7. Efeito da migalina na produção de TNF-α 

Além da análise da expressão dos genes da resposta inflamatória mencionados 

anteriormente, foi avaliado o efeito da migalina na síntese de TNF-α. A figura 25 mostra 

que a adição da migalina nas concentrações de 50, 150 e 450 μM nas culturas de células 

RAW ativados pelo LPS, houve redução significativa na produção de TNF-α de forma 

dose dependente, confirmando os dados obtidos na Figura 24 que mostrou a redução da 

expressão destes genes. Em tratamentos com dose mais alta (450µM), os níveis desta 

citocina se aproximou do obtido com o controle TAK-242, que inibe o TLR4. O mesmo 

efeito foi observado para cordecepina (um análogo nucleosídeo), curcumina e 

espermidina após as células serem estimuladas com LPS (35, 80). 
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Figura 25 - Efeitos da migalina nos níveis de TNF-α em células RAW estimuladas com 

LPS. 

                           

Níveis de TNF-α sintetizados pelas células RAW após 24 horas de estimulação com LPS. As células (1,5 

x106 células/poço) foram pré-tratadas por 1 hora com migalina ou TAK-242 e posteriormente com LPS. A 

droga TAK-242, foi usado como controle de bloqueio para LPS. Os dados representam a média ± SEM de 

três experimentos independentes realizados em triplicado e o valor P foi calculado utilizando o teste de 

Tukey (*** P<0.001, **** P<0.0001 em comparação com LPS). 

 

4.3.8. Efeito da migalina na produção de NO em macrófagos  

Foi mostrado nas figuras 23 e 24 que a migalina reduziu a expressão da enzima 

iNOS que controla a síntese de NO.  Em outro estudo as células J774A.1 foram tratadas 

com migalina (50 e 150 µM) por 1 hora, o meio de cultura foi removido e substituído por 

meio novo contendo 100 ng/mL de LPS e incubado por 24 horas para dosagem de oxido 

nítrico. 

O resultado (Figura 26) sugere que a migalina, bloqueou a resposta inflamatória 

produzida pelo LPS, mesmo quando a migalina foi removida antes da adição do LPS. A 

redução, no entanto, foi menos pronunciada em comparação ao obtido durante os ensaios 

onde o meio não foi trocado (Figura 27), sugerindo a existência de uma ligação da 

migalina com o receptor TLR4 (proteína alvo de LPS).  
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Figura 26 - Efeito da migalina na produção de NO em macrófagos J774A.1. 

 

                              

As células foram pré-tratadas com migalina, após o tratamento, o meio de cultura foi trocado por meio novo 

e estimulado com LPS, o NO (oxido nítrico) foi medido pela reação de Griess. 

 

Em seguida, determinamos os níveis de NO em outras populações de fagócitos, usando 

macrófagos derivados de medula óssea e células RAW e correlacionamos com os níveis 

de NO encontrados em células J774A.1 (Figura 26) e com a expressão gênica previamente 

observada na Figura 23 e 24. A figura 24 mostra que a adição de migalina a essas duas 

populações de macrófagos em concentrações de 50, 150 e 450 μM não gerou quantidades 

significativas de NO. No entanto, quando a migalina foi adicionada às culturas ativadas 

pelo LPS, o nível de NO foi significativamente reduzido de modo dose dependente. O 

efeito mais pronunciado ocorreu quando utilizamos 450 μM de migalina, confirmando 

assim, os resultados obtidos com a linhagem celular J774A.1 (Figura 26) e a redução na 

expressão gênica observada na Figura 23 com macrófagos medulares e com células RAW 

(Figura 24). 
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Figura 27 - Efeitos da migalina na produção de óxido nítrico (NO) induzido por LPS em 

macrófagos 

 

As células foram pré-tratadas por 1 hora com migalina (50, 150 ou 450 μM), e posteriormente adicionado 

o LPS (100 ng/mL). Os sobrenadantes foram coletados após 24 horas para quantificar o nível NO em 

MDMs (A) e células RAW 264.7 (B). Os dados representam a média ± SEM de três experimentos 

independentes realizados em triplicado (** P<0,01, **** P<0,0001 em comparação com LPS) ns (não 

significativo)  

 

 

4.3.9. Neutralização de LPS com migalina  

Sabendo-se que a migalina é capaz de interagir com LPS, foi analisado se essa interação 

poderia bloquear a via de TLR4. Diversas concentrações de migalina (50, 150 e 450 μM) 

foram incubadas com concentração fixa de LPS (100 ng/mL) por 45 minutos a 37 °C.  

Em seguida, essa solução foi adicionada às culturas celulares por 24 horas, e a produção 

NO foi medida pela reação de Griess (Figura 28). Os resultados indicam que a migalina 

foi capaz de neutralizar a atividade de LPS, reduzindo assim a produção de NO de modo 

dose dependente. Os efeitos mais acentuados foram com 150 e 450 μM de migalina. O 

efeito máximo de neutralização usando 450 μM teve efeito próximo ao controle com 

polimixina B mostrando intensa atividade inibitória na ação desta endotoxina. 
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Figura 28 - Migalina neutraliza a atividade do LPS. 

 

 

LPS foi pre-incubado com migalina ou polimixina B por 45 minutos a 37 °C e depois adicionado nas 

culturas de macrófagos J774A.1. (A)  NO2
- quantificado após 24 horas. (B) Visualização da reação de 

Griess. Os dados representam a média ± SEM de três experimentos independentes realizados em triplicado 

(**** P<0,0001 em comparação com LPS) e ns (não significativo) em comparação com um grupo não 

tratado. 

 

4.3.10. Ligação da migalina com LPS-FITC  

Para investigar a interação da migalina com LPS, diferentes concentrações de 

migalina foi adicionada ao LPS conjugado com fluoresceína e a fluorescência do 

complexo migalina-LPS-FITC foi monitorada e comparada com o LPS conjugado. Após 

incubação da migalina com LPS-FITC, observamos uma diminuição da intensidade de 

fluorescência em relação ao controle sem migalina. A diminuição da fluorescência foi 

proporcional ao aumento da concentração da molécula, confirmando a interação entre as 

moléculas de migalina e LPS (Figura 29 A e B). Resultados semelhantes foram 

encontrados com peptídeos após incubação com LPS-FITC, mostrando assim a interação 

entre esses peptídeos e LPS (79).  

 

 

 

 

 

 



67 
 

 

Figura 29 - Interação de migalina com LPS-FITC. 

 

Diferentes concentrações de migalina foram incubadas com 10 μg/mL LPS-FITC em solução salina a 37 

°C por 45 minutos e em seguida, os níveis de fluorescência foram monitorados usando excitação e uma 

emissão fixa (A) e emissão de varredura (500-560 nm) (B). As barras representam a média ± SEM de quatro 

experimentos independentes. (**** P<0,0001). 

 

4.3.11. Migalina suprime a resposta inflamatória induzida por LPS, interferindo na 

expressão de iNOS e NF-kB p65 em células RAW 264.7  

Os TLRs reconhecem padrões moleculares expressos por diferentes agentes 

infecciosos, que  levam  à ativação dos fatores de transcrição NF-κB e IRF(125). O TLR4 

reconhece os processos de sinalização celular acionados pelo LPS. Por isso, foram 

analisados os efeitos da migalina na expressão NF-κB, principal fator de transcrição que 

regula a síntese de proteínas inflamatórias. Paralelamente, foi avaliado a expressão da 

enzima iNOS, que controla a síntese de NO. A figura 30 mostra que a estimulação das 

células com LPS (100 ng/mL) ativou síntese de iNOS e NF-κB p65, enquanto a adição 

de migalina (50, 150 e 450 μM) reduziu essa resposta após 30 minutos de tratamento. 

Este resultado indica que a migalina pode bloquear a sinalização de LPS, diminuindo 

assim o efeito inflamatório induzido por este agonista de TLR4.  
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Figura 30 – Migalina suprime expressão de proteínas iNOS e NF-κB p65 induzidos por 

LPS 

 

Efeito da migalina (0 – 450 µM) na expressão de iNOS (A) e NF-κB p65 (B) visualizado por western blot 

usando anticorpos específicos contra iNOS e NF-κB p65. A droga TAK-242 foi usada como inibidor de 

sinal para TLR4. 

 

4.3.12. Migalina suprime as espécies reativas de oxigênio (ROS) em MDM 

As poliaminas naturais (espermina e espermidina) contribuem para a proteção das 

células contra espécies reativas de oxigênio, ROS (126, 127). Sendo a migalina uma 

acilpoliamina análoga de poliamina, e sintetizada a partir da espermidina, foi examinado 

se a migalina poderia impedir o acúmulo de ROS desencadeada pelo PMA (molécula 

geradora de ROS via a proteína quinase C). Nossos resultados mostraram que a migalina 

exerce atividade antioxidante contra o estresse oxidativo induzido pelo PMA nos 

macrófagos MDM (Figura 31). 
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Figura 31 - Migalina inibe o estresse oxidativo induzido pelo PMA. 

 

MDM (105 células/poço) foram pré-tratadas por 30 minutos com migalina (300 μM) e incubados 

subsequente com PMA (200 nM) por 30 minutos e quantificado o nível de ROS. O gráfico da barra 

representa as unidades relativas de fluorescência (RFU) de ROS intracelular das médias ± S.E.M de N = 3 

ensaios) (*P < 0,05 e ***P < 0,001) 

 

Figura 32 - Modelo proposto para os mecanismos de ação da migalina para inibir LPS 

via TLR4. 

 

A migalina atua ligando-se à proteína MD-2, bloqueando os efeitos inflamatórios do LPS. 

 



70 
 

4.4. Modelo in silico 

4.4.1. Parâmetros moleculares da migalina 

De acordo com a regra de Lipinski, a molécula migalina (Figura 33a) apresenta 

um peso molecular de 417,46 menos de 500 Da, o coeficiente de partição octanol/água 

(Log P) é < 5 (tabela 2), há menos de dez aceptores de hidrogênio (N e O), mais 

apresentam uma violação, ele tem mais de 5 doadores de ligações de hidrogênio (OH e 

NH). O radar de biodisponibilidade de migalina pode ser visto na figura 33c, onde os 

vértices representam um parâmetro e as regiões em cor de rosa representam a faixa ideal 

para migalina. 

 

Figura 33 - Características da migalina.  

 

Em (A) temos a estrutura química de migalina obtida pelo servidor Molinspiration, (B) predição do 

diagrama BOILED-Egg e (C) radar de biodisponibilidade da ferramenta web SwissADME, neste último a 

área rosa mostra uma gama ideal de propriedade específica. LIPO (lipoficidade), TAMANHO (peso 

molecular), POLAR (polaridade), INSOLU (insolubilidade na água), INSATU (insaturação) e FLEX 

(flexibilidade).  
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Tabela 2 - Propriedades moleculares da migalina. 

Propriedades moleculares   Molinspiration SwissADME 

Massa molar 417.46 417.46 

Átomos pesados 30 30 

Átomos pesados aromáticos              - 12 

Rotativo               - 13 

H-bond aceptores 9 7 

H-bond doadores 7 7 

Refratividade molar              - 111.69 

TPSA [Ǻ2] 151.13 151.15 

Consensus log P 0/w or miLogP 2.17 1.77 

Violação de Lipinski 1 1 

Solubilidade Log S -  -3.44 

     

4.4.2. Predição da toxicidade e propriedades ADME da migalina 

As predições in silico para avaliar toxicidade e as propriedades ADME (Absorção, 

Distribuição, Metabolismo e Excreção) da molécula de migalina geram uma contribuição 

importante no desenvolvimento da molécula. Essas propriedades foram calculadas com 

diferentes ferramentas computacionais, como é mostrado na tabela 3. Os resultados 

indicam que migalina para o teste AMES não é tóxica nem cancerígena após a previsão 

das ferramentas, incluindo a predição sobre MouseTox, onde o resultado foi não 

citotóxico e confiável. Em relação à absorção no BBB, migalina tem baixa 

penetrabilidade (Tabela 3) (Ferramenta QSAR e SwissADME) ou não apresenta 

penetração, em admetSAR e nenhuma possibilidade de penetração segundo (admetSAR) 
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Tabela 3 - Predição de Toxicidade e Propriedades ADME da migalina usando 

ferramentas online 

Modelo admetSAR V2 Lazar toxicity SwissADME QSAR Toolbox 

Toxicidade 
  

 
 

Inibição da proteína Humana 

Ether-a-go-go-Related  
Inibidor fraco   

 
Toxicidade AMES Não AMES Não mutagênico  Não 

Carcinogênico  Não  Não  Não  

Em peixes Alta FHMT   
 

Em Tetrahymena pyriformis  Alta TPT   
 

Em abelhas  Baixa  HBT   
 

Absorção     

Barreira Hemato encefálica (BBB) Negativo Penetração  Não Pobre 

Intestinal Humana  Positiva  Baixa 
 

Permeabilidade para Caco-2  Negativo   
 

Distribuição     

Localização subcelular Mitocôndrias 
   

Metabolismo     

Substrato CYP450 2C9  Não – Substrato  Sim 
 

Substrato CYP450 2D6  Não – Substrato   
 

Substrato CYP450 3A4  Não – Substrato   
 

Inibidor CYP450 1A2  Não -inibidor  Não 
 

Inibidor CYP450 2C9  Não -inibidor  Sim 
 

Inibidor CYP450 2D6  Não -inibidor  Sim 
 

Inibidor CYP450 2C19  Não -inibidor  Não 
 

Inibidor CYP450 3A4  Inibidor   Não   
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4.4.3. Triagem virtual  

A migalina no formato SMILES foi usada para realizar triagem virtual em diferentes bancos de dados, encontrando moléculas muito 

similares, com um índice de Tanimoto > 75% e com diferentes atividades biológicas, como bactericidas (128, 129), sideróforo (130), antimaláricas 

(131), como é mostrado na tabela 4,  indicando que a migalina poderia ter outras atividades biológicas desconhecidas.  

 

Tabela 4 - Comparação da migalina com moléculas similares estruturalmente. 

Moléculas  Formato SMILE 
Similaridade 

% 
Base de dados  Atividade Estrutura Referência 

N,N'-[1,12-

Dodecanediylbis(imino-3,1-

propanediyl)]bis(2,5-

dimethoxybenzamide) 

COc1ccc(OC)c(c1)C(=O)

NCCCNCCCCCCCCCCC

CNCCCNC(=O)c2cc(OC)

ccc2OC 

91.3 ChEMBL 
Poliamina 

antimalárica 

 

(131) 

N,N'-1,8-Octanediylbis(2,3,4-

trihydroxybenzamide) 

Oc1ccc(C(=O)NCCCCCC

CCNC(=O)c2ccc(O)c(O)c

2O)c(O)c1O 

88.9 ChEMBL 
 

Inibidor anti-

HCV  
 

 

(132) 

 
 

2-hydroxy-N-[6-[(2-hydroxy-5-

methylbenzoyl)amino]hexyl]-5-

methylbenzamide 

Cc1ccc(O)c(c1)C(=O)NC

CCCCCNC(=O)c2cc(C)cc

c2O 

88.7 ChEMBL 
Atividade 

antibacteriana 

 

(129) 

LCM                                                                                

(N,N'-butane-1,4-diylbis 

(2,3dihydroxybenzamide) 

O=C(c1cccc(c1O)O)NCC

CCNC(=O)c1cccc(c1O)O 
88.6 

SwissSimilarity - 

Ligantes do PDB 
Sideroforo 

 

(130) 

PDB: 5A1J 
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N,N'-1,5-Pentanediylbis(2,3-

dihydroxybenzamide) 

Oc1cccc(C(=O)NCCCCC

NC(=O)c2cccc(O)c2O)c1

O 

86.0 ChEMBL 
Agente 

anticâncer 

 

(133) 

N-[3-[(2,3-

Dihydroxybenzoyl)amino]propyl

]-2,3-dihydroxybenzamide 

Oc1cccc(C(=O)NCCCNC(

=O)c2cccc(O)c2O)c1O 
80.9 ChEMBL 

Inibidor da 

integrasse 

HIV-1 
 

(134) 

N,N'-1,6-Hexanediylbis(3,4,5-

trihydroxybenzamide) 

Oc1cc(cc(O)c1O)C(=O)N

CCCCCCNC(=O)c2cc(O)c

(O)c(O)c2 

80.2 ChEMBL 

Inibidor de 

catechol-O-

methyltransfera

se (COMT) 

 

(135) 

2,3-dihydroxy-N-[(5S)-6-

hydroxy-5-[(3-

hydroxybenzoyl)amino]hexyl]be

nzamide 

OC[C@H](CCCCNC(=O)

c1cccc(O)c1O)NC(=O)c2c

ccc(O)c2 

79.8 ChEMBL 

 

Antiproliferativ

e em células 

leukemic K-

562 

(136) 

 

 
 

2-hydroxy-N-[6-[(2-

hydroxybenzoyl)amino]hexyl]be

nzamide 

Oc1ccccc1C(=O)NCCCC

CCNC(=O)c2ccccc2O 
79.6 ChEMBL 

Atividade 

antibacteriana  

 

          (128) 

SP9 

N-{(1R)-3-[(4-

aminobutyl)amino]-1-

methylpropyl}2benzamide 

NCCCCNCC[C@H](NC(

=O)c1ccccc1)C 
76.8 

SwissSimilarity 

– Ligante PDB 
 

 

PDB:3CNT 
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SP8 

N-{(1S)-3-[(4-

aminobutyl)amino]-1-

methylpropyl}benzamide 

NCCCCNCC[C@@H](N

C(=O)c1ccccc1)C 
76.8 

SwissSimilarity - 

Ligante PDB 
 

 

PDB:3CNS 
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4.4.4. Alvos moleculares, atividade anti-inflamatória e ligante de receptores 

imunes  

Para as análises de possíveis alvos moleculares, confirmamos que migalina 

poderia se unir com algumas proteínas importantes envolvidas na atividade celular: 

quinases da familia AG, receptores de membrana, entre outros (Figura 34) estas predições 

foram para células eucarióticas (modelo de camundongo) usando o 

SwissTargetPrediction Server baseado na similaridade estrutural de moléculas 

conhecidas ligadas a alvos protéicos. Os resultados encontrados com os outros servidores, 

como DDI-CPI e SEA, são mostrados na tabela 5, indicando que migalina pode ter alvos 

no sistema nervoso, receptores de membrana, entre outros, um alvo encontrado foi a 

proteína 5-LOX envolvida no processo inflamatório. Partindo destas informações, 

decidimos avaliar a migalina no servidor Drug Desing Workshop utilizando a proteína 

COX-2 como alvo molecular, e obtivemos uma pontuação de 8,5 superior ao ibuprofeno 

como mostrado na Figura 34B, este servidor realiza um acoplamento molecular com a 

composto a ser testado e compara os escores com moléculas conhecidas. COX-2 é uma 

proteína induzida em processos inflamatórios sendo um dos alvos mais estudados para 

descobrir moléculas anti-inflamatórias (137-140). Baseado nestas análises nossos dados 

sugere que migalina pode ter atividade anti-inflamatória. 

 

Figura 34 - Predição de alvos moleculares para migalina. 

 

Distribuição de possíveis alvos moleculares com SwisTargetPrediction N° 25 (a) e avaliação de migalina 

usando DDW (b)
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Tabela 5 - Predição de alvos moleculares para migalina usando ferramentas online. 

SEA Server 
UniProt 

ID 
DDC-PI 

PDB 

ID 
SwissTargetPrediction 

UniProt 

ID 

5-hydroxytryptamine receptor 2ª P50129 5'(3')-deoxyribonucleotidase, mitochondrial 1Q91 Dopamine D2 receptor  P61168 

Acetylcholinesterase P22303 Adenosine kinase 2I6A Serotonin transporter   Q60857 

Acetylcholine receptor subunit delta 
Q07001 

Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-

containing] 3HIG Muscarinic acetylcholine receptor M2   Q9ERZ4 

Aldo-keto reductase family 1 member B10 O60218 Amine oxidase [flavin-containing] A 2Z5Y Tyrosine-protein kinase ABL    P00520 

Aldose reductase P07943 Amine oxidase [flavin-containing] B 1S3E Serotonin 4 (5-HT4) receptor   P97288 

Amine oxidase [flavin-containing] A P21398 Arylamine N-acetyltransferase 1 2PQT Arachidonate 5-lipoxygenase   P48999 

Carbonic anhydrase 14 Q9ULX7 Arylamine N-acetyltransferase 2 2PFR Dihydrofolate reductase   P00375 

Cholinesterase P06276 Bifunctional epoxide hydrolase 2 3I28 Gonadotropin-releasing hormone receptor   Q01776 

Catechol O-methyltransferase Q99028 Bile salt sulfotransferase 1EFH Acetylcholinesterase    P21836 

Deoxyhypusine synthase Q6AY53 Carboxypeptidase B2 3D67 Epidermal growth factor receptor erbB1   Q01279 

DNA polymerase catalytic subunit P28857 Guanidinoacetate N-methyltransferase 3ORH Sigma opioid receptor    O55242 

D(1A) dopamine receptor P50130 Histamine N-methyltransferase 1JQE Norepinephrine transporter    O55192 

 

Dynamin-1 
Q05193 

Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase 1BZY Mu opioid receptor P42866 

Dual specificity tyrosine-phosphorylation-

regulated kinase 1A 
Q61214 Leukotriene A-4 hydrolase 

3FUN Delta opioid receptor P32300 

Epidermal growth factor receptor Q01279 Lysine-specific histone demethylase 1A 2UXX Kappa opioid receptor P33534 

Fatty acid desaturase 1 O60427 Nicotinamide N-methyltransferase 2IIP Serotonin 5a (5-HT5a) receptor    P30966 

Fibrinogen beta chain P02675 Nicotinamide phosphoribosyltransferase 3DKJ C-C chemokine receptor type 5   P51682 

Glutamate receptor 1 P42261 Oxysterols receptor LXR-beta 3KFC Dopamine transporter    Q61327 
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Histone deacetylase 1 Q13547 Phenylalanine--tRNA ligase, mitochondrial 3HFV Mast/stem cell growth factor receptor Kit   P05532 

Histone deacetylase 3 O15379 Phenylethanolamine N-methyltransferase 2G8N Dual specificity protein kinase CLK4   O35493 

Calcium-activated potassium channel 

subunit alpha-1 
Q12791 Plasminogen activator inhibitor 1 

1A7C Serine/threonine-protein kinase mTOR   Q9JLN9 

Lysine-specific demethylase 3ª Q9Y4C1 Retinoic acid receptor beta 1XAP Glycogen synthase kinase-3 alpha    Q2NL51 

Low-density lipoprotein receptor P01130 Serum albumin 3SQJ Phosphatidylinositol 4 Pik3cg 

Arachidonate 15-lipoxygenase P16050 Sulfotransferase 1A1 1LS6 PI3-kinase p110-alpha subunit   P42337 

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A 
Q12879 

Sulfotransferase family cytosolic 1B 

member 1 2Z5F MAP kinase ERK2    P63085 

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B 
Q13224 

Sulfotransferase family cytosolic 2B 

member 1 1Q22 
  

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 1 Q05586 Thiopurine S-methyltransferase 2BZG 
  

Polymerase acidic protein Q9IQ47 Xanthine dehydrogenase/oxidase 2E1Q 
  

Ribonucleoside-diphosphate reductase large 

subunit 
P23921   

  
DNA-directed RNA polymerase I subunit 

RPA1 
O95602   

  
Sodium- and chloride-dependent GABA 

transporter 2 
P31649   

  
Sodium- and chloride-dependent glycine 

transporter 2 
Q9Y345   

  
Thyroid hormone receptor alpha P10827   

  
Taste receptor type 1 member 2 Q8TE23   

  
Trypanothione reductase P28593   
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Outra análise foi realizada com um repertório virtual de pequenas moléculas 

contra receptores imunológicos chamado “ImmtorLig_DB”. Este programa conta com um 

banco de dados de 5000 moléculas ligantes de receptores imunológicos humanos: 

(TLR1/TLR2, TLR4/MD-2, TLR2/TLR6); mincle; complexo principal de 

histocompatibilidade 1 e 2 (MHC-I and MHC-II); moléculas co-estimulatórias CD28, 

CD40, CD80 e CD86; moléculas co-inibitórias CTLA-4, PD-L1, Tim-3, receptor decoy, 

Ligante Fas, e receptor Fas; Citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, e IL-23; e moléculas 

de adesão celular ICAM, VCAM, CEACAM1. A migalina foi avaliada em relação a todos 

esses receptores, sendo demostrado que apresenta afinidade para ligar-se a IL-4 com uma 

pontuação de 0,161; TLR2/TLR6 (0,153); TLR4/MD-2 (0,136) e outras moléculas como 

é mostrado na tabela 6. Esses resultados indicam que migalina poderia atuar como uma 

molécula ligante para alguns TLRs (2, 4 e 6) contribuindo como uma molécula de 

sinalização e bloqueio. Análise in silico sugere que a migalina tem afinidade com 

receptores e moléculas que participam do controle da resposta imune e poderia ter 

atividades biológicas diferentes da bactericida e siderófora achados em nossos resultados 

anteriores (48). 

 

Tabela 6 - Possíveis receptores alvos de migalina segundo ImmtorLig_DB. 

Immtorlig_db Compound SMILES 

Zinc 

Database 

ID 

Factors  

Tanimoto 

Similarity 

Score 

CS(=O)(=O)NCCCNC(=O)c1cc2c([nH]c1=O)CCCC2=O 32355850 IL4 0.161 

CCNC(=O)NCC(=O)N1CCc2ccccc21 33127803 TLR2/TLR6 0.153 

CS(=O)(=O)NCCCNC(=O)c1cc2ccccc2oc1=O 44706237 IL4 0.143 

CCNC(=O)CNC(=O)NC(C)(C)C(=O)O 22170390 IL17 0.143 

CCS(=O)(=O)NCCCNC(=O)c1cc2ccccc2oc1=O 51461652 IL4 0.141 

CCS(=O)(=O)NCCCNC(=O)c1nc(Cl)ccc1Cl 51448237 IL4 0.138 

O=C(O)CCCNC(=O)N1CCC[C@H](O)C1 42471780 TLR4/MD2 0.136 

Cc1csc(NC(=O)NCCC(=O)O)n1 40558977 IL17 0.135 

CCCNC(=O)NCc1ccc2ccccc2c1 49301164 TLR2/TLR6 0.133 

O=C1N=c2ccc(C(=O)NCCC3=CCCCC3)cc2=NC1=O 38776626 IL4 0.133 

 

4.4.5. Modelagem molecular de iNOS, COX-2 e 5-LOX  

Algumas moléculas atuam como mediadores inflamatórios desempenhando papel 

importante na resposta inflamatória, dentre elas as enzimas: 5-LOX que participam da 

biossíntese de leucotrienos, os quais são um grupo de mediadores lipídicos derivados do 

ácido araquidônico, COX-2 que catalisa a formação de prostaglandinas e iNOS que gera 

óxido nítrico (NO) a partir de L-arginina e desempenha papel importante na defesa 
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imunológica contra patógenos. Com base nestes possíveis alvos, decidimos avaliar por 

modelagem molecular as proteínas correspondentes. 

Os resultados de modelagem molecular são mostrados na tabela 7 e figuras 35, 36 

e 37, sendo observado que a migalina tem interações com os principais resíduos de 

aminoácidos para os três alvos mencionados, 5-LOX (ALA410 e LEU607); COX-2 

(ARG121 e TYR356); iNOS (GLN257 e GLU371). Estes aminoácidos são chaves, pois 

interagem com seus substratos, como o ácido araquidônico da proteína 5-LOX e com anti-

inflamatórios como paracetamol e ibuprofeno para COX-2 e iNOS. 

 

Figura 35 - Acoplamento molecular da migalina com 5-Lipoxygenase. 

 

 

A interação da migalina (amarelo) com o sítio ativo da estrutura cristalina de 5-Lipoxygenase (5-LOX) 

(código PDB:  3V99), foi conduzido pelo programa Autodock Vina e visualizado usando o software 

Discovery Studio. A estrutura 2D da migalina mostra as interações com os resíduos de aminoácidos: 

PHE177, ALA410, GLN413, ASN554, PHE555, GLN557, TYR558, ASP559, LEU607 e SER608. 
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Figura 36 - Acoplamento molecular da migalina com COX-2. 

 

 

A interação da migalina (amarelo) com o sítio ativo da estrutura cristalina de ciclooxygenase-2 (COX-2) 

(código PDB:4PH9), foi conduzido pelo programa Autodock Vina. A estrutura 2D da migalina mostra as 

interações com os resíduos de aminoácidos: VAL89, VAL117, SER120, ARG121, LEU353, TYR356, 

TRP388, MET523, ALA528, SER531 e LEU532. 

 

Figura 37 - Acoplamento molecular da migalina com iNOS. 

                    

A interação da migalina (amarelo) com o sítio ativo da estrutura cristalina de do iNOS (código PDB:3NQS), 

foi conduzido pelo programa Autodock Vina e visualizado usando o software Discovery Studio Visualizer. 

A estrutura 2D da migalina mostra as interações com os resíduos de aminoácidos: TRP188, GLN257, 

TRP340, ALA345, PHE363, TRP366, GLU371 e ASP376 
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Tabela 7 - Energias de acoplamento e resíduos de ligação para 5-LOX, COX-2 e 

iNOS com migalina usando Autodock Vina. 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.6. Modelagem molecular de TLR4 com migalina, curcumina e TAK-242 

4.4.6.1. Estrutura molecular dos ligantes 

As propriedades eletrônicas e físico-químicas de migalina, curcumina e TAK-242 

foram obtidas por cálculos ab initio. Os compostos apresentaram diferentes padrões de 

potencial eletrostático (Figura 38). A migalina e curcumina apresentaram maior 

semelhança entre si quando comparado comTAK-242 e apresentaram regiões negativas 

(vermelhas) expostas nas extremidades da estrutura capazes de formar ligações de 

hidrogênio e interações eletrostáticas. Devido a estrutura compacta do TAK-242, houve 

uma região negativa muito concentrada no centro. Os três ligantes mostraram-se como 

moléculas polares que mostravam grandes momentos de dipolo (especialmente 

curcumina e TAK-242), enquanto a migalina teve um momento menor de dipolo devido 

à sua simetria (Figura 38a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína 
Energia de acoplamento 

(kcal/mol) 
Resíduos de união 

5-LOX -7.70 

PHE177, ALA410, GLN413, ASN554, 

PHE555, GLN557, TYR558, ASP559, LEU607 

e SER608. 

COX-2 -7.40 

VAL89, VAL117, SER120, ARG121, LEU353, 

TYR356, TRP388, MET523, ALA528, SER531 

e LEU532. 

iNOS  -8.00 
TRP188, GLN257, TRP340, ALA345, PHE363, 

TRP366, GLU371 e ASP376 
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Figura 38 - Estrutura molecular da migalina. 

 

Em (a) Estrutura molecular dos ligantes construídos no programa ChemDraw. (b) Estrutura eletrônica dos 

ligantes em suas mais baixas conformações energéticas, com curcumina em sua forma enólica. Potenciais 

eletrostáticos e vetor de momento dipolo (seta) são mostrados. 

 

Em relação às propriedades físico-químicas, as energias de solvatação e a 

superfície polar notamos que a migalina é o composto mais solúvel em água em relação 

a TAK-242. Finalmente, a migalina e curcumina apresentam os maiores volumes quando 

comparado com TAK-242, podendo significar uma melhor ocupação da cavidade de 

ligação (Tabela 8). 

Tabela 8 - Propriedades moleculares dos ligantes e volume da cavidade de ligação 

de TLR4/MD-2. 

Moléculas  

Energia 

total 

(AU) 

Energia de 

solvatação 

(kJ/mol) 

Dipole 

(Debyes) 

Superfície 

Polar (Å2) 

Volume 

(Å2) 

Área 

(Å3) 

TLR4/MD-2 

Volume de 

pocket (Å3) 

Migalina -1431.66 -94.27 3.41 128.27 417.14 457.35 C=1,187 

Curcumina -1263.16 -49.19 4.21 75.75 373.53 300.12 D=803 

TAK-242 -1895.3 -26.87 4.27 59.93 321.17 344.7  

 

4.4.6.2. Comparação estrutural entre complexos TLR4/MD-2 

A estrutura de raios-X dos complexos (TLR4-A/MD-2-C e TLR4-B/MD-2-D) 

sem ligantes foi comparada por superposição tridimensional e RMSD. A RMSD de 0,225 

Å e a superposição mostraram um bom acordo estrutural global entre os dois complexos. 

No entanto, pequenas diferenças conformais foram observadas nas cadeias laterais dos 

resíduos entre dois complexos.  No domínio vinculante de LPS, a maioria dos resíduos 

apresentam uma conformação semelhante ou com pequenas diferenças, enquanto W23, 

S47 e I153 (MD-2) apresentam maiores diferenças conformais (Figura 39). 



84 
 

Figura 39 - Superposição de MD-2-C e MD-2-D 

                    

Resíduos mostrados da cavidade bolso de ligação hidrofóbica envolvidos na interação usando SuperPose 

(Tabela 9) com os ligantes. A maioria dos resíduos apresentou conformações semelhantes ou pequenas 

diferenças, embora W23, S47 e I153 tenham apresentado altas diferenças conformacionais. Apenas as 

cadeias laterais são mostradas para clareza. 

 

4.4.6.3. Cálculos de acoplamento no complexo TLR4/MD-2 

No complexo receptor-ligantes obtidos a partir dos cálculos de acoplamento, as 

energias livres de interação foram analisadas com base na teoria da mecânica quântica 

para obter resultados mais precisos do que as afinidades de acoplamento resultantes do 

AutoDock Vina. Foram analisados os cálculos de energia livre. Essa avaliação investigou 

o TLR4/MD-2 complexos com ligantes obtidos a partir de cálculos de acoplamento.  

Como resultado dos cálculos de acoplamento, foram obtidos 9 modelos de união receptor-

ligantes, e apenas as energias livres mais baixas dos três ligantes para TLR4-A/MD-2-C 

e TLR4-B/MD-2-D foram consideradas para análise posterior. 

Os resíduos MD-2 ligados aos ligantes que mostram interações hidrofílicas (polares) 

atingiram uma distância de aproximadamente 3,4 Å, enquanto aqueles com interações 

hidrofóbicas (van der Waals) atingiram 4 Å (Figura 40). Identificou-se o número de 

resíduos de ligação, todos pertencentes ao MD-2. A maioria dos resíduos eram 

hidrofóbicos (7-15), enquanto o número de resíduos polares variou de 2 a 4, e 

curiosamente o resíduo R90 foi encontrado com interações polares em todos os 

complexos de baixa energia livre. R90 está na fronteira do MD-2 perto da interface de 

multimerização e estabeleceu fortes interações polares com os oxigênios dos três ligantes. 

Quanto à energia livre de interação, a menor conformação energética de cada um dos três 
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ligantes foi semelhante em ambos os bolsões de ligação de MD-2 (C e D), com a migalina 

mostrando a menor energia livre de interação das três moléculas (Tabela 9). Migalina e 

curcumina mostraram conformações extendidas ao longo do bolso de ligação MD-2 e 

ancoradas em R90 através de seu hidroxilo fenólico, enquanto TAK-242 associa-se com 

R90 através de seu oxigênio sulfonamida (Figura 40). 

 

 

Tabela 9 - Energias de interação dos ligantes e resíduos do bolso de ligação dos 

complexos TLR4/MD-2. 

Sitio de União 

MD-2-C 

Energía libre (kJ/mol) 

TLR4-B/MD-2-C 
MD-2-C Resíduos 

Resíduos 

Total 

Migalina  -236.07  
W23, I32, I46, S47, S48, I52, I80, 

L87, R90, Y131, C133, F151, I153 
13 

Curcumina -134.77 
I32, I52, L54, I80, R90, I124, F126, Y131, 

C133, I153 
10 

TAK-242 -86.99  
L54, L78, I80, V82, L87, R90, I124, 

L125, F126, Y131 
10 

Sitio de União 

MD-2-D 

Energía libre (kJ/mol) 

TLR4-A/MD-2-D 
MD-2-D Resíduos 

Resíduos 

Total 

Migalina -259.74 
W23, C25, I32, I46, S47, S48, I52, L54, 

I80, L87, R90, F126, Y131, C133, F151 
15 

Curcumina  -177.35 
I32, I52, L54, I80, L87, R90, I124, F126, 

Y131, C133, I153 
11 

TAK-242 -62.94 I80, V82, L87, R90, I124, F126, Y131 7 
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Figura 40 - Complexos de acoplamento de TLR4/MD-2 com os três ligantes. 

 

Cavidade de união de MD-2-D representativo dos complexos TLR4/MD-2; o mesmo evento ocorreu em 

MD-2-C. A) Os complexos TLR4/MD-2 apresentam um potencial local de ligação central em MD-2. 

Migalina no bolso de ligação MD-2 não mostrou interação com resíduos TLR4. B) Ligantes (amarelo) após 

interação com resíduos MD-2 (azul). A maioria das interações eram hidrofóbicas, embora os resíduos R90 

e W23 mostrassem interações polares, devido a ligações de hidrogênio. Linhas pontilhadas mostram 

ligações de hidrogênio. 
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5. DISCUSSÃO  

A resistência antimicrobiana é um problema sério para a saúde pública. A 

Organização Mundial da Saúde (141) tem incentivado pesquisas sobre a busca de novos 

medicamentos e vacinas, para aumentar a eficácia do tratamento e reduzir a resistência 

aos antibióticos. É necessário encontrar novas estratégias terapêuticas combinando 

produtos ou definindo novas moléculas com atividade microbicida. 

As poliaminas participam do controle de genes de virulência em microrganismos, 

mas foram negligenciadas em relação à sua atividade bactericida. Vários análogos de 

poliamina foram construídos, mostrando atividade efetiva significativa sozinhas ou em 

combinação com outras moléculas contra tumores (142) e bactérias resistentes a 

antibióticos (143). No entanto, a contribuição dos análogos no controle de infecções é 

limitada.  

Neste trabalho exploramos os mecanismos envolvidos na atividade microbicida 

de migalina utilizando o modelo bacteriano com E. coli DH5α in vitro, como estratégia 

para o uso de agentes antimicrobianos. Migalina sintética resulta da associação da 

espermidina com ácido gentisico, tendo dois grupos acil em sua estrutura (Figura 33). 

Individualmente, nenhum desses compostos apresentou atividade bactericida.  Isso sugere 

que a atividade microbicida é atribuída ao grupo acil presente na estrutura de migalina. 

Este efeito foi dose dependente, iniciado após 5 horas de tratamento a 1 mM de migalina.  

Estudos que relacionam a atividade e estrutura dos análogos da espermidina 

mostraram uma forte relação entre o comprimento da cadeia acil e a potência 

antimicrobiana, sugerindo que esses análogos poderiam ser usados para melhorar a 

eficácia dos antibióticos convencionais (144). Um dos mecanismos de ação das moléculas 

bactericidas é o dano ao DNA devido à sua fragmentação ou interação proteica (145). A 

grande maioria dos efeitos da poliamina estão associados com interação ao DNA e RNA. 

O efeito de migalina na fragmentação do DNA foi investigado mediante dados in 

vitro e in vivo mostrando que o tratamento de DNA genômico ou purificado de uma 

cultura bacteriana com migalina promoveu a quebra de DNA. Este efeito foi independente 

do pH usado nas reações. Em contraste, a espermidina não induziu nenhum dano no DNA, 

demostrando seu efeito protetor e antioxidante (146-149). Isso mostra que ambas as 

moléculas têm efeitos distintos em relação à sua ação no DNA. A degradação do DNA 

causada pelo tratamento de bactérias com migalina foi independente da DNase, uma vez 

que a adição de inibidores desta enzima não alterou o resultado (Figura 9). Moléculas  

antimicrobianas, apresentam vários mecanismos de ação (107) que influenciam na 
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viabilidade bacteriana, como alteração da permeabilidade celular, liberação de 

componentes intracelulares, inativação de vias metabólicas, inibição do crescimento 

bacteriano por quelação de nutrientes e metais (145), estes mecanismos foram explorados 

para identificar a ação de migalina em E. coli.  

Observamos pela microscopia confocal que as bactérias tratadas com migalina ou 

H2O2 incorporaram o corante DAPI, mostrando que a migalina pode induzir danos ao 

DNA. Em outra análise, o efeito de migalina sobre a capacidade de romper a membrana 

de E. coli foi evidenciado uma vez que as bactérias tratadas incorporaram iodeto de 

propídio (PI), semelhante ao visualizado com ampicilina. Danos no DNA e membrana 

foram descritos no tratamento de bactérias com antibióticos (111), metais tóxicos (150) e 

peptídeos antimicrobianos (151-153), o que levou à morte bacteriana.  

A inibição do DNA foi confirmada por microscopia ótica, durante o tratamento 

de E. coli com migalina e ciprofloxacino, um antibiótico indutor de estresse bacteriano 

(154). Esse tratamento interferiu no ciclo de divisão celular das bactérias e induziu a 

formação de bactérias filamentosas. Antes da divisão de E. coli, várias proteínas são 

organizadas para a montagem do "anel Z", incluindo a proteína FtsZ (proteína formadora 

de filamentos), essencial para a divisão celular e viabilidade de E. coli (155). Estudos 

sugerem que a inibição da montagem de FtsZ pode ser usada para o desenvolvimento de 

moléculas contra bactérias patogênicas (156), como proposto por Rai (157), usando 

curcumina que inibiu a divisão celular B. subtilis  interrompendo o "anel Z". Futuras 

investigações serão conduzidas para analisar se migalina atua nesse mecanismo. 

A enzima esterase está envolvida tanto na hidrólise de éster quanto na peroxidação 

lipídica. O aumento do nível de esterase é um indicador de ruptura de membrana celular 

induzida por moléculas. O tratamento de E. coli com migalina aumentou a emissão de 

fluorescência de modo dose dependente semelhante a ampicilina. Portanto, a migalina 

pode quebrar a membrana externa de E. coli facilitando danos no DNA.   

A glutationa (GSH) é essencial para a regulação do sistema redox e proteção do 

estresse oxidativo em todas as células. A presença de mecanismos antioxidantes é 

necessária para limitar os níveis intracelulares desses compostos.  A redução da glutationa 

é um dos sistemas que controla a formação de radical livre e os danos oxidativos para 

proteger as células contra o estresse ambiental (109). Observou-se uma ligeira redução 

no nível de GSH redutase durante o tratamento de E. coli com migalina, sem alterar o 

perfil proteico. Isso difere do tratamento com a gentamicina, onde houve intensa redução 

da enzima e mudança de perfil proteico em relação ao controle.  
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Portanto, além de migalina danificar a membrana celular e promovendo danos ao 

DNA, também altera a síntese de enzimas que participam do controle do estresse 

oxidativo em E. coli. Altos níveis de radicais livres no ambiente intracelular podem 

contribuir para todas essas formas de danos. Foi confirmada a presença de ROS 

intracelular em E coli tratadas com migalina, confirmando intenso aumento no nível de 

ROS, que foi superior aos encontrados com tratamento de H2O2 e proporcional ao tempo 

de incubação. Nossos resultados indicaram que a migalina promove danos no DNA e a 

morte de E. coli através da geração de altos níveis intracelulares de ROS, o que pode 

contribuir à morte bacteriana. Essas considerações apoiam o envolvimento da ROS na 

morte de E. coli induzida por migalina assim como acontece com outros antibióticos 

(113). Testes anteriores mostraram que a adição de catalase, tiourea ou espermidina às 

culturas E. coli tratadas com migalina recuperou a viabilidade bacteriana em 80%, (47), 

confirmando a importância do mecanismo ROS na morte de E. coli.  

O LPS é o componente estrutural predominante da membrana externa das 

bactérias Gram-negativas sendo responsável pela morte de pacientes com choque séptico, 

além de causar intensa atividade inflamatória (158). Comprovamos que houve interação 

da migalina com o LPS, explicando parcialmente sua ação sobre bactérias Gram-

negativas. Outras moléculas como curcumina e peptídeos antimicrobianos têm a mesma 

capacidade de interagir com LPS, reduzindo sua atividade (65, 79).  

A presença de quelantes pode interferir no metabolismo E. coli levando à sua morte. A 

capacidade da migalina sequestrar nutrientes importantes para o metabolismo bacteriano 

foi analisada e notamos que houve redução de modo dose dependente na oxidação da 

sonda DRH, significando que migalina pode sequestrar ferro e alterar o metabolismo de 

E. coli. A estrutura química da migalina se assemelha à dos sideróforos, que têm a função 

de solubilizar e capturar ferro II para incorporá-lo ao metabolismo bacteriano, como 

ocorre com a poliamina denominada vulnibactina que contém atividade sideróforo e foi 

isolada de Vibrio vulnificus by Okujo em 1994 (159) e ao composto LCM (130). Nossos 

resultados indicam que um aumento da ROS intracelular em E. coli e a redução da 

biodisponibilidade de ferro podem contribuir para a morte de E. coli induzida por 

migalina.  
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Análises in vitro usando células eucarióticas foram realizadas para avaliar o efeito 

da migalina. Primeiro, avaliamos a viabilidade celular de macrófagos após o tratamento 

com essa molécula, uma vez que estudos anteriores em nosso laboratório mostraram que 

baixas concentrações de migalina (0-100 μM) não foram tóxicas para esplenócitos (160). 

Em nossos testes, utilizamos concentrações superiores de migalina, com o máximo de 

2000 μM, e testamos outros tipos celulares, como células primárias derivadas de medula 

óssea (MDMs) e as linhagens celulares RAW e J774A.1. Nestes ensaios não foi 

comprovado alteração na viabilidade dessas células (Figura 20), nos ácidos nucleicos 

(Figura 21) e nas proteínas (Figura 22). Estes resultados confirmam que mesmo em alta 

dose a migalina não foi tóxica para essas células eucarióticas confirmando os achados in 

silico onde migalina não se mostrou toxica (Tabela 3). Com base nesses dados, 

escolhemos três doses (50, 150 e 450 µM) da migalina para nossos testes, sendo estas 

concentrações abaixo dos níveis necessários para a atividade biológica de poliaminas, que 

estão na faixa de milimolar (161). Esses dados mostraram que os efeitos da migalina nas 

células de mamíferos diferem dos encontrados em bactérias, onde doses superiores a 1000 

μM foram tóxicas para E. coli (Espinoza-Culupú, 2019); esses efeitos podem ser 

atribuídos a diferenças na estrutura da membrana entre esses tipos de células. 

O processo inflamatório é uma reação complexa e envolve vários mediadores 

inflamatórios, incluindo NO, PGE2, TNF-α, IL-6 e IL-1β e IL-10 (162). O LPS é o 

principal componente das bactérias Gram negativas e induz forte reação inflamatória. 

Assim sendo, investigamos o potencial mecanismo anti-inflamatório da migalina em 

células fagocíticas estimuladas com LPS. Foram realizados uma série de ensaios para 

determinar os mediadores, como TNF-α e IL-6, e a expressão gênica das enzimas iNOS 

e COX-2 para correlacionar com a produção de NO e a expressão de NF-κB p65, que são 

vias relacionadas à inflamação. 

O pré-tratamento das culturas celulares com migalina reduziu a expressão dos 

genes iNOS, TNF-α, COX-2 e IL-6 após 6 horas de estimulação com LPS. Os efeitos 

celulares foram mais significativos após o tratamento com concentrações mais elevadas 

da molécula (Figura 23 e 24). Notamos que a concentração de 450 μM teve um efeito 

semelhante ao TAK-242, que é um potente inibidor de citocinas e sinais via TLR4. 

Resultados semelhantes para a expressão dos mesmos genes em macrófagos estimulados 

com LPS foram descritos para outras moléculas, como β-carotenos (163), resveratrol 

(164) e curcumina. Esses dados sugerem que a migalina pode atuar via TLR4, bloqueando 

a ação inflamatória do LPS. 
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Em seguida, avaliamos os efeitos da migalina nos níveis de TNF-α e NO nos 

sobrenadantes das culturas após 24 horas de estimulação com LPS, sendo o lisado celular 

utilizado para análise do perfil de proteínas destes mediadores imunes usando western 

blot. Notamos que houve redução na síntese de TNF-α (Figura 25) e NO (Figura 26, 27 e 

28), assim como na expressão gênica desses mediadores. Foi observado também redução 

das enzimas iNOS e COX-2, indicando que a migalina desempenha papel anti-

inflamatório durante a ativação do LPS, confirmando os achados in sílico onde foi 

sugerido que a migalina poderia ter atividade anti-inflamatória (Figura 34) e possuir 

afinidade de ligação com a proteína 5-LOX (Figura 35), bem como no acoplamento 

molecular para as enzimas INOS e COX-2 que tem interações com drogas anti-

inflamatórias (Figura 36, 37 e tabela 7). Nas investigações iniciais, as doses 50 e 150 μM 

de migalina reduziram os níveis de NO nas células J774A.1, apesar de termos trocado o 

meio de cultura contendo a molécula, antes da adição do LPS. Neste ensaio o efeito de 

redução não foi tão pronunciado (Figura 26) em comparação ao obtido com migalina + 

LPS, adicionadas juntas durante o ensaio (Figura 27 e 28). Isto mostra que o pré-

tratamento das células com migalina permite que a molécula bloqueie a via de ativação 

do LPS, através de seu receptor TLR4, indicando que essa molécula pode liga-se ao TLR4 

como foi demonstrado nos ensaios in silico e de acoplamento molecular. 

O TNF-α é um dos principais mediadores da resposta inflamatória (165), sendo 

ativado por sinais moleculares mediados pelo contato de PAMPs como LPS via TLRs. 

Em nossos ensaios o LPS causou aumento nos níveis de TNF-α, enquanto o tratamento 

destas células com migalina reduziu a expressão de mRNA para TNF-α, refletindo na 

inibição da síntese de TNF-α de forma semelhante à droga controle TAK-242. Esses 

resultados são semelhantes aos descritos na literatura, onde moléculas como a 

espermidina (35), curcumina (166), e peptídeos (167) inibiram a síntese de TNF-α  e 

outras citocinas proinflamatórias em células ativadas com LPS. 

A produção de TNF-α é essencial para a indução sinérgica de síntese de NO tanto 

in vitro quanto in vivo (168). Produtos bacterianos podem ativar iNOS, que gera altas 

concentrações de NO; no entanto, a superprodução de NO pode ser tóxica. Alterações nos 

níveis de NO através da indução ou inibição da atividade da enzima iNOS representa um 

método de avaliação dos efeitos de uma droga no processo inflamatório. Nossos dados 

indicam que tanto as células fagocíticas de cultura primária quanto as de linhagens 

celulares tratadas com migalina e LPS tiveram o mesmo padrão de redução NO, 

mostrando que esse efeito não dependeu do tipo celular. 
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Burns (169), combinou vários análogos de espermidina com lisina marcada com 

fluoresceína e observou que funcionavam como um poderoso sequestrador de LPS,  

comprovando que esses análogos neutralizaram a toxicidade do LPS. O mesmo autor 

(170) criou uma biblioteca destes compostos, alguns com 1 grupo acil e observou que 

esses compostos neutralizavam o LPS. Para determinar se a migalina se liga 

especificamente ao LPS e neutraliza sua atividade, incubamos migalina com LPS, e em 

seguida a mistura foi usada para ativar as células. A pré-incubação dessas moléculas 

reduziu drasticamente a produção de NO de forma semelhante ao observado com 

polimixina B (Figura 28). Esse achado corrobora com nossos resultados anteriores. 

Outros compostos, como peptídeos antimicrobianos (171) e a poliamina espermidina na 

concentração de 800 μM (172), também neutralizou a atividade do LPS em alguns ensaios 

reportados por outros autores. 

Outra abordagem complementar foi conjugar LPS com FITC e medir essa 

interação usando ensaio de fluorescência. Os resultados (Figura 29) mostraram que a 

migalina interage com o complexo LPS-FITC reduzindo a intensidade da fluorescência 

deste composto à medida que a concentração de migalina aumentou. A mesma abordagem 

foi usada para kukoamine B (173), que interferiu na ligação do LPS com o TLR4. Nossos 

dados provaram que a migalina é capaz de liga-se ao LPS.  

A ligação do LPS ao TLR4 ativa vias de transcrição gênicas  responsáveis pela 

resposta inflamatória, produção de PGE2 e NO através da ativação das enzimas COX-2 

e iNOS (174). O NF-κB desempenha papel muito importante na regulação da resposta 

imune mediada por diferentes fatores como estresse, antígenos ou doenças inflamatórias 

(175), induzindo assim a expressão de genes proinflamatórios (176) e anti-inflamatório 

(177). Observou-se que o pré-tratamento de macrófagos com migalina (450 μM) e 

posterior ativação com LPS reduziu significativamente a expressão de NF-κB p65 e iNOS 

(Figura 30), com resultados semelhantes aos da nossa droga controle TAK-242. Portanto, 

a migalina suprime a síntese de NO, TNF-α e COX-2 regulando a expressão de NF-κB, 

impedindo sua translocação e inibindo a cascata inflamatória induzida pelo LPS. Esses 

achados sugerem que a migalina pode bloquear a ativação celular de LPS via TLR4 como 

acontece com outras moléculas anti-inflamatórias, como corticosteroides (178), peptídeos 

(179); e chalcones incluindo okanin (180) dentre outros, mostrando assim que a migalina 

pode interferir nessas vias, e possivelmente ter potencial terapêutico para diferentes 

doenças inflamatórias, cânceres e infecções (178). Essa droga também reduziu o estres 
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oxidativo causado pelo PMA, reforçando a ideia de que migalina pode atuar como 

molécula anti-inflamatória.  

A triagem virtual (VS) in silico para a descoberta de moléculas está se tornando uma 

ferramenta essencial para prever novas atividades biológicas de pequenas moléculas ou 

moléculas existentes (181-183). Ferramentas online ou servidores web, como Swiss 

Similarity, ou bancos de dados de compostos químicos, como PubChem e ChEMBL, 

facilitam esses tipos de análises e permite a comparações das estruturas de interesse com 

estruturas existentes nas bases de dados. Neste estudo avaliamos a molécula de migalina 

(Figure 33a) nessas bases de dados, obtendo moléculas com similaridade estrutural e 

atividades conhecidas (Tabela 4). Entre as moléculas com índice tanimoto >75% incluiu 

um análogo de poliamina com atividade antimalárica (131), que apresentou semelhança 

de 91.3%, moléculas com atividade contra vírus, como HCV (132) e HIV (134), ou 

inibidor de  catechol-O-methyltransferase (COMT) (135), moléculas com atividade 

siderófora (130), antibacteriana (128, 129) e anticancerígenas (133, 136). Estas três 

últimas atividades biológicas foram demonstradas em testes in vitro, relatada por Pereira 

(184) e Espinoza-Culupú, 2019, que mostrou o mecanismo molecular de ação em 

bactérias e sua atividade quelante (48).  

Trabalho em colaboração com a Dra. Courrol, no 2020 (185) que usou migalina 

conjugada com nanopartículas de prata e analisou a atividade anticâncer, mostrou intensa 

atividade citotóxica contra células cancerígenas, confirmando assim as previsões in silico. 

Além disso, foi previsto que a migalina pode ter outras propriedades tais como atuar no 

sistema nervoso, ter atividade inibitória antiviral ou ter atividade inibitória para COMT. 

Outra análise realizada com migalina previu que ela pode interagir com proteínas do 

sistema nervoso, como o receptor glutamato (ressaltado em amarelo na tabela 5) e a 

proteína 5-LOX envolvida no processo inflamatório, podendo atuar em ambos alvos 

moleculares, mais também receptores celulares associados com células imunes. Para isso, 

migalina em formato SMILE foi avaliado em ImmtorLig_DB, comprovando que essa 

molécula pode interagir com TLRs, incluindo TLR2 e TLR4, como observado na tabela 

6. Este banco de dados (ImmtorLig_DB) inclui pequenas moléculas com atividade 

envolvendo esses receptores e poderia ser usado em comparações com moléculas como a 

migalina. Com estas análises obtivemos pontuações que indicavam possíveis alvos para 

migalina.  
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Através da abordagens de VS, diversas moléculas antagonistas de TLR foram 

identificadas incluindo moléculas para TLR2 (186) e TLR4 como descrito por Urban 

(187), que encontraram pequenas moléculas antagonistas para TLR4 usando as 

metodologias de acoplamento molecular e testes experimentais e validaram os resultados 

do VS in vitro. 

Estudos in sílico e in vitro foram realizados para identificar e verificar moléculas 

ligantes de TLR, incluindo TLR4, fornecendo assim informações sobre seus mecanismos 

de ativação ou inativação. As principais interações nesse processo permitem a descoberta 

de novas moléculas como moduladores imunes. Resultados de VS para migalina  indicam 

que ela é um possível ligante para TLR4; por isso decidimos realizar um estudo de 

acoplamento molecular para corroborar essas previsões, e incluímos duas moléculas com 

evidências científicas de atividade antagônica para TLR4: curcumina e TAK-242 (41). 

Antes do estudo de acoplamento, as estruturas de raios-X dos dois complexos 

TLR4/MD-2 foram comparadas através de RMSD e superposição tridimensional. O 

RMSD de 0,225Å indicou semelhança estrutural entre os dois complexos. A superposição 

apresentou pequenas diferenças nos resíduos do sítio de ligação (Pocket) de LPS, 

especialmente em W23, S47 e I153 (MD-2); no entanto, a maioria dos resíduos 

apresentou bom acordo estrutural (Figura 39). Essas pequenas diferenças na conformação 

dos resíduos podem estar correlacionadas com a diferença no volume do sítio de ligação 

(Tabela 8), número de resíduos ligados a ligantes e energias livres de interação (Tabela 

8). No entanto, a atividade geral entre os três ligantes foi preservada. 

Em outra análise foi realizado um estudo de acoplamento para prever os modos 

de ligação e afinidades da migalina, curcumina e TAK-242 com TLR4/MD-2, que se 

concentrou no domínio de ligação do LPS. As interações moleculares foram analisadas 

em todos os complexos receptor-ligante. Os domínios de ligação mostraram resíduos 

conservados e um padrão semelhante de interações em ambos os complexos TLR4/MD-

2, sendo as energias de afinidades obtidas a partir de cálculos de acoplamento, porém as 

diferenças de energia entre os ligantes foram inferiores a 3 kJ/mol. Devido a pequenas 

diferenças de afinidades e para melhorar a precisão, as energias livres de interação foram 

avaliadas com a teoria da mecânica quântica (Tabela 9). 

O LPS se liga ao TLR4 mediante a dimerização dos dois complexos TLR4/MD-2 

(101), podendo se vincular a um dímero (TLR4-A/MD-2-C), em seguida ocorre a 

multimerização com o acoplamento de outro dímero (TLR4-B/MD-2-D). Da mesma 

forma, os cálculos de acoplamento foram realizados nos dímeros (TLR4/MD-2) e em 
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seguida, as coordenadas foram usadas para avaliar os efeitos estruturais e energéticos em 

um tetrâmero. O sítio de ligação do LPS apresenta um grande sitio (pocket) hidrofóbico 

em MD-2 e um conjunto de resíduos polares e positivamente carregados de TLR4 e MD-

2, que conecta diretamente os dois componentes do multímeros (188). Embora a migalina 

seja um composto polar e altamente solúvel em água, como indicado pelas propriedades 

físico-químicas e eletrônicas (Tabela 2), a energia livre da interação mostra que a 

migalina pode formar complexos TLR4/MD-2 na configuração dimérica da mesma forma 

que outros antagonistas (curcumina e TAK-242) e com energias mais baixas nos 

complexos diméricos e tetraméricos (Tabela 8). 

O estudo de acoplamento mostrou que a migalina foi capaz de ocupar parcialmente 

o bolso de ligação de MD-2 (Figura 40), sendo pequeno em comparação com LPS, e 

interage com alguns resíduos que são usados por LPS durante sua ligação e parte da 

interface de dimerização, como I80, R90, F126, Y131 de MD-2(101, 188),(189)  

O pocket de ligação é uma cavidade hidrofóbica centrada em MD-2, embora tenha 

um grupo de resíduos polares na borda do MD-2 perto da área de dimerização do TLR4 

(188). Na interação da ligação TLR4/MD-2 a força motriz é expulsar os ligantes da parte 

inferior do bolso de ligação e ocupar os resíduos polares, como ocorreu com a migalina, 

formando uma ligação de hidrogênio com R90. No entanto, a ausência de um grupo com  

carga formal negativa reduziu a possibilidade de uma associação iônica muito forte com 

os resíduos de TLR4 carregados positivamente, podendo ser incapaz de causar uma 

mudança conformacional, como foi demonstrado com outros ligantes que carecem de 

grupos fosfatos (188). Migalina teve uma distribuição energética boa para estabelecer um 

complexo estável com MD-2. Devido às suas características polares e solúveis em água, 

a migalina foi capaz de interagir com resíduos polares na interface de dimerização, mas 

não apresentou interações iônicas com o TLR4. No entanto, a energia livre reduzida 

encontrada no tetrâmero indica um forte vínculo com o MD-2, mas talvez seja insuficiente 

para gerar ativação ou multimerização como foi proposto para outros antagonistas 

sintéticos (190). 
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6. CONCLUSÕES 

Neste trabalho foi definido alguns mecanismos celulares e moleculares da ação da 

migalina em E. coli DH5α e em células fagocíticas ativadas com LPS. 

 

A- E. coli DH5α 

 

➢ O efeito microbicida em E. coli, envolveu alteração na atividade esterase, na 

permeabilidade da membrana, danos no DNA, geração de ROS e atividade 

quelante de ferro, além de ser capaz de ligar-se ao LPS. 

➢ Nossos dados mostraram que o aumento de ROS intracelular associado ao 

sequestro de ferro e danos no DNA, em resposta ao tratamento com migalina pode 

ser um mecanismo responsável pela morte de E. coli. Com base nestes resultados 

propomos um mecanismo de ação de migalina para E. coli (Figura 18). 

➢ Sugerimos que a migalina deve ser explorada como uma nova molécula 

alternativa com potencial antimicrobiano. 

 

B- Células fagocíticas 

 

➢ Os estudos in vitro usando linhagens celulares e macrófagos primários derivados 

de medula óssea, mostraram que migalina não foi citotóxica nas concentrações 

testadas, dados estes comprovados pelas predições in silico. 

➢ Migalina suprimiu a expressão dos genes para TNF-α, IL-6, iNOS e COX-2, bem 

como suas proteínas em resposta ao LPS, através da interferência no receptor 

celular Toll-like 4 (TLR4) e inibição de sinais moleculares envolvendo o fator de 

transcrição NF-κB p65, fundamental na regulação da resposta inflamatória. Em 

conjunto esses resultados sugerem que a migalina tem potencial anti-inflamatório 

na resposta induzida por LPS.  

➢ Nós confirmamos e comprovamos pela primeira vez através de estudos in silico, 

usando molecular docking e predição de alvos moleculares, as atividades anti-

inflamatória da migalina, demostrando que essa molécula controla a ação de LPS.  

➢ Estes resultados comprovaram que a migalina pode interferir na resposta imune 

inata devido sua ação antagonista mediada via a ligação com a proteína MD-2/ 

TLR4 conforme modelo proposto na Figura 32.  

➢ Em resumo, a ação anti-inflamatória da migalina nas células fagocíticas ativadas 

com LPS no modelo estudado envolve dois mecanismos: ligação ao LPS e 
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interação ao complexo TLR4/MD-2.  

➢ Confirmamos que o uso de análises in silico é uma excelente ferramenta para 

estudos desta natureza. 
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