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RESUMO

A Laguncularia racemosa, popularmente conhecida como mangue branco € uma das trés
principais arvores encontradas nos manguezais brasileiros. Esta espécie também esta
presente em outros paises além do Brasil e na medicina popular € usado como ténico,
adstringente e outras doencgas. No Brasil € uma planta relativamente bem estudada,
existem poucos estudos fitoquimicos. As Fosfolipases A2 sdo enzimas responsaveis pela
hidrolise dos fosfolipideos de membrana gerando o acido araquiddnico, que é o principal
metabdlito da cascata da inflamacgao. Nesta pesquisa apresentamos os resultados do
estudo fitoquimico de L. racemosa a partir do particionamento dos seus extratos
metandlico e hidroalcodlico, utilizando as técnicas de CLAE, EM e RMN. Além disso,
mostramos o efeito dos extratos sobre a atividade enzimatica e farmacoldgica da sPLA2
de Bothrops jararacussu medindo a atividade antinflamatéria e miotéxica. Foram
selecionadas as fases em AcOEt e BuOH do extrato metandlico para investigagcao
quimica e farmacologica. A fase em AcOEt foi submetida a EM que permitiram a
identificacdo de 10 novos flavondides glicosilados sendo que alguns raros e derivados da
quercetina e miricetina. A fase em n-BuOH apds fracionamento em cromatografia em
coluna permitiu o isolamento de 12 grupos (L1-L12), sendo que L4 quando submetidos a
CLAE EM/EM mostrou a presenca de 8 flavonoides parecidos com os presentes na fase
em AcOEt. As fases em AcOEt e n-BuOH nas doses de 5, 10 e 20mg/Kg inibiram de
forma significativa a atividade edematogénica da sPLA2, sendo que a maxima inibigao foi
de 88% e 94%, respectivamente para as fases testadas. As fases nao inibiram de forma
significativa a atividade miotdxica da sPLA2. A atividade enzimatica das sPLA2 tiveram
valores reduzidos para 58% e 64% em presenca das fases AcOEt e BUuOH do extrato
metandlico. Os resultados mostram que o manguezal tem um grande potencial para o
estudo de novas moléculas antinflamatdrias mediadas pela PLA2 e que o efeito
antiedematogénico induzido pelas fases testadas decorre da diminuicdo da atividade
enzimatica da sPLA2, corroborado pelo fato de que a atividade miotdxica nao foi inibida

pelas fases e somente a atividade edematogénica.

Palavras chave: Laguncularia racemosa; antinflamatérios; flavonoides; combretaceae
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ABSTRACT

Laguncularia racemosa, popularly known as white mangrove is one of the three main
trees found in Brazilian mangroves. This species is also present in other countries
besides Brazil and is used in folk medicine as a tonic, astringent, and other diseases.
This plant in Brazil is relatively well studied, there are few phytochemical studies.
Phospholipases A2 are the enzymes responsible for the hydrolysis of membrane
phospholipids producing arachidonic acid, which is the principal metabolite of the
inflammation cascade. In this study we present the results of L. racemosa phytochemical
study from its partitioning of methanol and hydroalcoholic extracts, using the techniques
of HPLC, NMR and MS. Furthermore, we show the effect of the extracts on the
enzymatic and pharmacological activity of Bothrops jararacussu sPLA2 measuring the
anti-inflammatory activity and myotoxic. The phases selected were EtOAc and BuOH of
methanol extract for chemical and pharmacological research. The EtOAc phase was
subjected to MS which allowed the identification of 10 new flavonoid glycosides and
some rare and derivatives of quercetin and myricetin. The n-BuOH phase after
fractionation on chromatography column allowed the isolation of 12 groups (L1-L12),
wherein L4 when subjected to HPLC MS / MS showed the presence of 8 with similar
flavonoids present in the EtOAc phase. The phases in EtOAc and n-BuOH at doses of 5,
10 and 20 mg / kg significantly inhibited the edema activity of sPLA2, and maximal
inhibition was 88% and 94% respectively for the tested phases. The phases did not
inhibit significantly the activity of sPLA2 myotoxicity. The enzymatic activity of sPLA2
had lower values for 58% and 64% in the presence of EtOAc and BuOH phases of the
methanol extract. The results show that the mangrove has great potential for the study
of new anti-inflammatory molecules mediated by PLA2 and the antiedematogenic effect
induced by the tested phases from the inhibitions of enzymatic activity of sPLAZ2,
corroborated by the fact that the myotoxic activity was not inhibited by phases and only

edematous activity.

Keywords: Laguncularia racemosa; anti-inflammatory, flavonoids; combretaceae
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1. INTRODUGAO

1.1. Produtos Naturais

Ha muito tempo compostos provenientes de produtos naturais, notavelmente os
originados de plantas, tém sido uma importante fonte de agentes terapéuticos. Segundo
Gurib-Fakim (2006) cerca de 50% de todos os farmacos avaliados como agentes
terapéuticos sdo produtos naturais advindos de plantas, algas e microorganismos.
Estes produtos tém sido frequentemente utilizados pelos humanos para combater
doencgas cronicas e agudas. A investigacdo sobre as possiveis aplicagcdes destes
produtos naturais sobre determinados tipos de doencas esta condicionado aos
resultados de uma bateria de ensaios realizados tanto “in vitro” quanto ‘in vivo”
(Toyama et al., 2009).

A maior fonte do uso de plantas medicinais esta nos conhecimentos
etnofarmacolégicos de comunidades tradicionais (Viegas et al., 2006). Contudo, este
conhecimento transmitido de forma oral vem se perdendo por razdes histéricas e pelo
avango da medicina tradicional. Hoje existe um mercado promissor para a descoberta
de novos medicamentos e farmacos a partir de plantas, assim as plantas medicinais
tornaram-se o grande alvo das industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa na

busca de novos farmacos e compostos com atividade terapéutica (Calixto, 2005).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos
e pelos indigenas é considerado um fator fundamental para o descobrimento de
substancias toxicas e terapéuticas ao longo do tempo (Viegas, Bolzani e Barreiro,
2006). A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos trouxeram
valiosas contribuicbes para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais, do
conhecimento da relagdo intima entre a estrutura quimica de um composto e suas
propriedades biolégicas e da inter-relagdo animal-inseto-planta. Neste sentido, a
natureza forneceu muitos modelos moleculares que fundamentaram estudos de relagao
estrutura-atividade e inspiraram o desenvolvimento da sintese organica classica
(Viegas, Bolzani e Barreiro, 2006).

Baseados no conhecimento empirico sobre propriedades terapéuticas de

algumas plantas, foram desenvolvidos alguns dos mais valiosos medicamentos



utiizados na medicina cientifica, como os digitalicos, quinina, morfina, atropina,

aspirina, entre outros (Simdes et al., 2007).

Na atualidade, ha uma enorme variedade de compostos encontrados em plantas.
As pesquisas que se apoiam nestas substancias sao realizadas a partir dos compostos
puros ou semi-purificados e trazem consigo um grande potencial para inovagdes

farmacoldgicas e pesquisas de novos modelos moleculares (Marcussi et al., 2007).

Entretanto, os produtos naturais geralmente ndo sao utilizados na sua forma
pura, sendo mais comumente utilizados como protétipo ou modelo para o engenho de
farmacos sintéticos. Além disso, também exibem caracteristicas moleculares
complexas, que virtualmente inviabilizam sua sintese. Esta complexidade estrutural é
relativamente comum e que também reflete sua grande diversidade estrutural (Barreiro
e Bolzani, 2009).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos especiais, apenas os
compostos presentes em maior concentragdo sdao geralmente isolados e estudados

pela fitoquimica classica (Filho e Yunes, 1997)

O mesmo ocorre na pesquisa de produtos naturais marinhos, na qual temos
micro e macro algas, corais e fungos produtores de metabdlitos especiais. Nesta area
do conhecimento, temos moléculas de grande interesse bioldgico, pois assim que sao
liberados pelos organismos, sado rapidamente diluidos no mar, caracterizando
compostos de grande poténcia, pois mesmo em baixas concentragées podem exercer
efeitos toxicos (Boopathy e Kathiresan, 2010; Teixeira, 2013). Neste sentido, estudos
farmacoldgicos, biolégicos, quimicos e multidisciplinares sao fundamentais para avaliar
o potencial farmacéutico das fragdes bem como das substancias puras. Esta avaliagao
permite predizer se o principal componente quimico responsavel pela atividade

farmacoldgica foi realmente determinado.

Uma revisao publicada por Oliveira e colaboradores (2013), nos mostra que as
pesquisas de produtos naturais vao além da procura de metabdlitos especiais em
plantas, microrganismos e animais. Na busca por novas moléculas, estes
pesquisadores usam da engenharia genética para encontrar os genes que codificam os
metabdlitos especiais, facilitando a pesquisa e o estudo de etapas metabdlicas, tanto

em plantas quanto em microrganismos. Um outro exemplo desta multidisciplinaridade



relacionado as pesquisas de produtos naturais esta compreensdo das rotas
metabdlicas envolvidas na biossintese destes compostos, o que tem levado a varias
pesquisas no sentido de aumentar a velocidade dessas rotas metabdlicas para

aumentar a producio de determinados metabdlitos.

Desta forma, para obter substancias puras dotadas de efeitos biolégicos, sé&o
requeridos dedicagcdo e da determinacdo dos pesquisadores, além de uma ampla

colaboragao multidisciplinar (Filho e Yunes, 1997).

1.2. Produtos Naturais e o Mangue

O mangue define um ecossistema intertidal umido, sendo formado por uma
associacao entre plantas e animais que estao proximas a areas costeiras e estuarinas,
sendo estes, locais que possuem distintas condi¢cdes de salinidade e chuva decorrente
da acdo das marés. Seu constante desenvolvimento e manutencido dependem de

climas umidos e quentes condizentes com as areas litoraneas onde se encontram.

E um ecossistema importante e relativamente jovem em comparacdo com outros
tipos de biomas e ocupa uma area de aproximadamente 8% de toda linha costeira
global e no Brasil este bioma esta presente ao longo da costa brasileira, que representa
aproximadamente a 8,5% de todo manguezal do planeta (Spalding et al., 2010; Giri
et.al. 2010).

Essas condigbes tornam os manguezais um dos ecossistemas mais produtivos
do mundo, contribuindo como principal exportador de matéria organica para o estuario,
para reproducido de peixes, crustaceos e moluscos, sendo considerado bercario para

algumas espécies. (Bandaranayake, 1998).

No Brasil prevalecem somente trés espécies de plantas que sdo o mangue
vermelho (Rhizophora mangle), enquanto que o mangue preto (Avicennia schaueriana)

e 0 mangue branco (Laguncularia racemosa) (Miles et al., 1999).

A vegetagdo dos manguezais € usada como matéria prima para a criagao de
produtos tradicionais e artesanais e também fornece alimento para os moradores de
areas préoximas ao mangue. Extratos e produtos quimicos de mangues sao utilizados

principalmente na medicina popular indiana, como inseticidas e piscidinas



(antiespasmadico) e estas praticas continuam até a atualidade (Bandaranayake, 2002).
No entanto, a extragcdo de novos compostos quimicos provenientes de mangue, para

além dos ja conhecidos ainda permanece aberta a novas investigacoes.

No Brasil, temos presente apenas os 3 géneros ja citados, sendo que os mais
estudadas estdo presentes apenas em paises da Asia, Africa e Oceania
(Bandaranayake, 2002).

Existem estudos mostrando que as plantas do mangue sintetizam compostos
bioativos que podem ser utilizados na area médica, agronédmica, cosmética e outras
relacionadas na forma de sais, acidos organicos, carboidratos, hidrocarbonetos,
benzoquinonas, naftofuranos, sesquiterpenos, triterpenos, alcaldides, flavondides,
polimeros, derivados sulfurosos e taninos (Li et al., 2009; Miles et al., 1999; Sharaf et
al., 2000; Wu et al., 2008).

Um exemplo disso sdo os trabalhos realizados com o género Avicennia
pertencente a familia Acantaceae, uma espécie cosmopolita amplamente distribuida ao
longo dos litorais tropicais e subtropicais. As cascas, folhas e frutos dessa planta tém
sido utilizadas na medicina tradicional no Egito como tratamento para doencas de pele.
Investigagdes posteriores realizadas com diferentes partes da planta (casca, folha,
galhos, etc) de Avicennia marina e do processamento principalmente de fungos
endofiticos resultou no isolamento de mais de 100 compostos naturais, sendo a maioria
destes inéditos. Grande parte dos compostos produzidos pelos fungos endofiticos eram
diferentes dos do hospedeiro, porém alguns metabdlitos especiais de Avicennia marina
foram encontrados nos fungos e alguns metabdlitos especiais dos fungos endofiticos
encontrados foram encontrados na planta. As investigag¢des realizadas com essa planta
mostra que existe uma relagdo de simbiose entre o fungo endofitico e a planta e que

ambas compartilham de estruturas quimicas semelhantes (Zhu et al., 2009).

Quanto aos estudos farmacolégicos e biolégicos, foram demonstradas atividades
diversas por parte de extratos de espécies presentes em manguezais, como:
antioxidante (Sanchez et al., 2006; Berenguer et al., 2006; Sanchez et al., 2009),
cicatrizante (Fernandez et al., 2002), antibacteriano (Melchor et al., 2001; Rotimi et al.,
1988; Abeysinghe e Wanigatunge, 2006; Ravikumar et al., 2010), antinflamatério (Kapil

et al., 1994), antitumoral (Loder e Russell, 1969) e antiulceroso (de Faria et al 2012).



Além disso, outros estudos também mostraram diterpenos isolados de
Caesalpinia mimosoides e Excoecaria agallocha com atividade antinflamatdria
(Yodsaoue et al., 2010; Li et al. 2010), flavondides de Derris scandens e Pongamia
pinnata com atividade antinflamatéria (Ganapaty et al., 2006; Li et al., 2006),
isoflavonodides de Derris scandens e Ipomoea pes-caprae com atividade antinflamatéria
e antinociceptiva (Ganapaty et al., 2006; Laupattarakasem et al., 2004), monoterpenos
de Ipomoea pes-caprae com inibicdo da sintese de prostaglandinas (Pongprayoon et
al., 1991), esteroides de Heritiera littoralis com inibicdo da produg¢ao de oxido nitrico
(Tewtrakul et al., 2010), triterpenos de Ipomoea pes-caprae com atividade
antinociceptiva (Krogh et al., 1999), xantonas de Calophyllum inophyllum com atividade
antinflamatéria (Gopalakrishnan et al., 1980) e compostos né&o identificados de

Calophyllum inophyllum também com atividade antinflamatéria (Bhalla et al., 1980).

1.3. Flavonéides Provenientes do Mangue

Segundo Pietra 2000, até esta presente revisdo haviam sido isolados e
caracterizados mais de 8000 diferentes flavonoides, que estao distribuidos em torne de
13 classes. Porém estes numeros merecem uma revisao mais detalhada, que ndo é o
objetivo desta introducéo.

As principais classes de flavonoides sao: flavondis (quercetina, kaempferol,
miricetina, fisetina), flavonas (luteolina, apigenina), flavanonas (hesperetina,
naringenina), flavondides glicosideos (astragalin, rutina), flavonolignanos (silibinin),
flavanas (catequina, epicatequina), as isoflavonas (genisteina, daidzeina),
antocianidinas (cianidina, delfinidina), aurones (leptosidin, aureusidin),
leucoantocianidinas (teracacidin), neoflavonoides (coutareagenin, dalbergin) e
chalconas. Todas as classes de flavondides exibe variedade de atividades bioldgicas,
mas, entre eles, as flavonas foram as mais explorados e a maior parte dos estudos se
concentraram nesta classe. Assim, varios derivados naturais, semi-sintéticos e
sintéticos de flavonas foram sintetizados e avaliados para diversas actividades
terapéuticas, como antinflamatérios, anti-estrogénica, antimicrobiana, anti-alérgica, anti-
oxidante, anti-tumoral e atividades citotéxicas (Singh et al, 2014).

Como podemos ver na Figura 2, os flavonoides possuem duplas ligagdes

covalentes conjugadas em sua molécula, sendo responsaveis pela absor¢do dos raios
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UV nas folhas (Harbone, 1977), pigmentagdo nas flores (Harbone, 1985) e acao
antioxidante (Harbone, 1985; Harbone e Williams, 2000). Por outros mecanismos, sua
estrutura confere as plantas, protegao contra fungos, insetos, bactérias e virus, além de
interferirem em processos germinativos de sementes e reprodu¢céo de mudas (Harbone,
1985; Harbone e Williams, 2000).

Dentre essas atividades, a de maior importadncia para ndés €& a antioxidante,
podendo ser atribuida por desempenhar os papéis de sequestradores de radicais livres
e quelantes de ferro (Ratty e Das, 1988). Essas propriedades protegem os tecidos
contra o ataque de espécies reativas de oxigénio e da agdo da lipoperoxidagao,
processos que estdo diretamente envolvidos em diversas enfermidades como

aterosclerose, cancer e inflamacgdes crénicas (Halliwell e Gutteridge, 1994).

Figura 1 — Estrutura geral dos flavonoides.

Os flavonoides também atuam na inibicdo de enzimas tais como lipoxigenase e
cicloxigenase (Hoult et al., 1994); monoxigenase (Siess et al., 1995); xantino-oxidase
(Cotelle et al., 1996); fosfolipase A2 (Gil et al., 1994; Lattig et al., 2007) e proteinas
quinases (Cushman et al., 1991).

A inibicao de enzimas especificas do metabolismo do acido araquiddnico reduz a
formacao dos eicosanoides, conferindo aos flavonoides propriedades antiplaquetarias
(Tzeng et al, 1991); anti-isquémicas (Rump et al., 1995); antialérgicas e
antinflamatérias (Middleton Jr e Kandaswami, 1993).

Numa revisdo feita por Shilpi e colaboradores, 2012, foram evidenciados
flavondides e isoflavondides com atividade antinflamatéria e antinociceptiva isolados de
Derris scandens. Um dos grupos de estudo utilizou como teste farmacoldgico o teste de

edema de pata, amplamente utilizado para avaliagdo farmacolégica inflamatéria de



extratos e novos compostos. Também foram utilizados outros testes como o de
contorcdes induzidas por acido acético e teste da formalina para a obtencdao dos
resultados de antinocicepcgao.

Em 2009, numa outra revisao realizada por Li e coloaboradores, foi reportado o
isolamento de 10 flavondides no género Acanthus, entre eles os conhecidos quercetina,
apigenina, luteolina e outros derivados glicosilados. Suas atividades farmacoldgicas nao
foram testadas. Nesta mesma revisao foi reportado o isolamento dos flavondides
quercetina e kaempferol glicosilados com o fragmento galoil da espécie Pemphis
acidula, uma planta do mangue japonés, todos com atividade anti-radicalar significativa.

Li e colaboradores, 2009, ainda relataram 8 flavondéides em Heritiera littoralis,
entre eles novamente a quercetina, kaempferol, miricetina, eriodictiol e seus derivados
glicosilados. Popularmente essa planta é utilizada para tratar diversos tipos de diarreia.
Também ¢é evidenciado o uso terapéutico popular de espécies do mangue,
principalmente para doengas do trato gastrointestinal além de outros usos
etnofarmacolégicos pouco estabelecidos (Tewtrakul et al., 2010). Esta grande revisao
reune trabalhos feitos de 1995 até 2007 nos quais foram isolados 228 metabdlitos entre
eles 22 flavonoides, mostrando que pouco deste imenso ecossistema foi explorado.

Sharaf e colaboradores, 2000, isolaram de Avicennia marina quatro flavondides
glicosilados mostrando atividades citotoxicas frente células BT-20.

Além disso, Shi e colaboradores, 2010, relatam que a planta possui grande
conteudo de taninos em suas cascas e folhas. Esse mesmo trabalho isolou 4

flavondides dessa mesma planta, representando uma parte menor de seus metabdlitos.

1.4. Laguncularia racemosa

A Laguncularia racemosa (mangue branco; também conhecida pela sinonimia
como Conocarpus racemosa; figura 3) é uma espécie de planta pertencente a
Combretaceae, género Laguncularia (Gaertn. f. 1805). E uma planta nativa da costa da
Africa Ocidental, do Senegal aos Camardes, na costa atlantica das Américas desde as
Bermudas, Florida, Bahamas, México, Caribe e sul até o Brasil; e na costa do Pacifico

da América do Norte, México até noroeste do Peru, incluindo as ilhas Galapagos.



Figura 2 — Laguncularia racemosa popularmente conhecida como mangue branco.

Dentro da familia Combretaceae além da Laguncularia como género monotipico
da costa africana e nas Américas, existe também a presenca da Lumnitzera com duas
espécies que sao muito parecidos com a Laguncularia, mas sao espeécies
predominantes na Asia (Tomlinson, 1986).

Apesar de ser um género amplamente estudado (Alongi et al. 2002; Lee, 1995), os
estudos farmacolégicos e fitoquimicos ainda sdo poucos.

Na india, a casca dessa planta é utilizada como ténico, adstringente, contra aftas,
disenteria, febre amarela, hipertermia e escorbuto, além de apresentar atividades
antimicrobianas (Bandaranayake, 1998).

Durante a pesquisa bibliografica foi encontrado apenas um estudo relatando suas
atividades farmacoldgicas, neste, foram isolados 27 compostos fendlicos, dentre eles 4
flavondides, os quais foram observados em alguns compostos atividades antioxidante e
inibitéria de proteinas quinase. Na atividade antioxidante, os compostos foram
comparados ao acido caféico, levantando a hipétese de que a capacidade de
sequestrar radicais livres é inerente ao grupo cafeoil. Ja a inibicao de proteinas quinase
nos levam a crer que esses compostos apresentam propriedades anti-tumorais. Além

disso, estas moléculas foram testadas para a acao inseticida, na qual analogos do
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acido elagico foram inseridos na dieta de insetos o que levou a inibigdo do crescimento
de suas larvas. (Shi et al, 2010). Também temos dois estudos fitoquimicos que
isolaram outras moléculas com possiveis atividades como polissacarideos, lipidios € um
nor-sesquiterpeno sulfatado (Pinto et al., 1993; Xue et al., 2008).

Estudos realizados com microrganismos endofiticos nos mostram que estes
podem formar uma relagdo de simbiose com a planta, utilizando-a como fonte de
substratos, nutrientes e protecdo, e a planta utiliza da producdo de metabdlitos
especiais dos endofitos com a finalidade de evitar a herbivoria e o ataque de
patdgenos. Assim, os fungos endofiticos presentes no ecossistema marinho podem
produzir moléculas das mais diversas, possuindo intrinsecamente um enorme potencial
biotecnolégico pois sua estrutura celular é diferenciada, suportando grandes variagdes
de pH e salinidade decorrentes do manguezal. Podemos citar diversos estudos
(Ebrahim et al., 2012; Arruda et al., 2010; Silva, 2004) que nos mostram atividades
farmacolégicas provenientes de novas substancias extraidas dos fungos endofiticos
que habitam espécies do mangue.

Em 2009, Mendonca e colaboradores revelaram uma associacdo entre a
quantidade de fendis e o numero de galhas, e nesse estudo foi observado que os
insetos evitavam estas plantas galhadas, provavelmente pela grande quantidade de
metabdlitos especiais. Desses compostos, o majoritario era o acido galico. A classe dos
compostos fendlicos possuem uma alta capacidade adstringente, ja que os taninos
ligam-se irreversivelmente a proteinas e outros biopolimeros. Esta grande quantidade
de taninos é uma forma de adaptacdo ao ambiente de alta salinidade, selecionando
assim as plantas mais aptas com grande quantidade de compostos fendlicos (Godoy et.
al.,1997).

1.5. Inflamagéao e a PLA2

As doencas inflamatérias, embora tenham sido descritas ha muitos anos,
continuam sem um tratamento efetivo que apresente poucos efeitos adversos, inclusive,
a dificuldade de adesao ao tratamento estd no alto niumero de reacdes adversas
causadas pelos antinflamatérios, principalmente os efeitos gastrointestinais.

Portanto, as industrias farmacéuticas tém grande interesse em pesquisas para o

desenvolvimento de novos farmacos com alta atividade antinflamatéria e reduzidos
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efeitos adversos. Como exemplo, podemos citar a classe dos antinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) de segunda geragao, que inibem seletivamente a cicloxigenase-2
(COX-2), uma tentativa de reduzir os efeitos indesejados causados pela inibicao de sua
isoforma constitutiva, a cicloxigenase-1 (COX-1). Isso decorre do fato de que apesar de
décadas de pesquisa, os corticoides e os AINEs continuam sendo os principais
recursos terapéuticos para o controle da inflamacado. Porém o uso destes farmacos
induz o aparecimento de varios efeitos adversos significativos, principalmente quando
utilizados de forma crénica ou prolongada. (Yamanaka et al, 2013)

Sao0 inumeras as consequéncias do processo inflamatério cronico, desde a
degradacao tecidual, fibrose, dor continua até a perda total de fungéo. Além disso, com
o envelhecimento da populagdo mundial, as doengas cronicas passaram a representar
uma expressiva e crescente demanda aos servigcos de saude. (Sherwood; Toliver-
Kinsky, 2004).

As fosfolipases A2 (PLA2) CE 3.1.1.4 sao enzimas que liberam acidos graxos a
partir do carbono secundario do glicerol. Esta fosfolipase reconhece especificamente a
ligacdo acil dos fosfolipidios, € por meio de uma substituicdo nucleofilica do tipo II,
ocorre hidrolise do acido araquiddnico e dos lisofosfolipideos. As PLA2 sdo comuns em
muitos organismos vivos e podem ser encontrados nos meios extracelular e intracelular,
que sao referidos como PLA2 secretdria (sPLA2) e PLA2 citosdlica (cPLA2),
respectivamente (Lambeau e Gelb, 2008).

O mecanismo de catalise enzimatica realizada pela sPLA2 foi deduzido a partir de
resultados oriundos de analises realizadas através de difracdo de raios-X de alta
resolucdo de diversas sPLA2, que mostraram a conservacdo molecular de
caracteristicas estruturais comuns encontradas no sitio catalitico, incluindo uma diade
His-Asp no sitio catalitico e um ion Ca** (Verheij et al., 1981).

Além da analise destes dados de sPLA2 puras, as analises dos resultados de
cristalizagao de sPLA2 com inibidores analogos de transicdo foram importantes para
desvendar a mecanica molecular do processo catalitico das sPLA2. Assim
fundamentalmente temos dois mecanismos basicos de catélise enzimatica das sPLAZ2,
que apresentam diferengas nao significativas. De forma geral, nos dois modelos temos
a histidina como agente deprotonador da agua e os ions Ca®" que estabilizam

molecularmente o substrato ao sitio catalitico do acido aspartico (Verheij et al., 1981).
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As sPLA2 podem executar varias fungdes fisioldgicas vitais e tém sido isoladas de
varias fontes: veneno de cobra, de pancreas de mamiferos, pulmao, mucosa gastrica,
figado, baco, macréfagos alveolares, membranas intestinais, coragédo, placenta,
cérebro, plaquetas e células beta pancreaticas.

O papel das sPLA2 na digestdo de fosfolipidios alimentares e como
antibacterianos ja € bem caracterizado, porém a analise de varios outros resultados
mostra que algumas dessas sPLA2, especialmente durante o processo inflamatdrio,
estao envolvidas na liberagao de acido araquiddnico a partir de fosfolipidios celulares, o
que leva a biossintese de eicosanoides.

Além desses dados experimentais com sPLA2 humana, existe um grande conjunto
de dados que mostram que sPLA2 de serpentes, que assim como a sPLA2 humana,
sao potencialmente pro-inflamatérias e também envolve a producdo de acido
araquiddnico e consequente biossintese de eicosandides (Oliveira et al., 2009; Toyama
et al., 2011). Evidéncias experimentais mostram claramente que as sPLA2 também
podem modular a atividade funcional das cPLA2, mediada por receptores especificos
para as sPLA2 (Fonteh et al., 2000). Apesar de ser um evento conhecido ainda € um
mecanismo que vem sendo constantemente trabalhado.

Recentemente Bryant e colaboradores, 2011, apresentaram um conjunto de
resultados que mostrou o aumento da produgdo de prostaglandina E2 (PGE2),
consequéncia da producdo de acido araquidénico, mesmo na presenca de
bloqueadores especificos para a entrada do acido araquidénico exdgeno. Desta forma,
esses pesquisadores, demonstraram o que foi denominado por seu grupo de
bifuncionalidade das sPLA2, uma vez que o aumento de acido araquidénico e PGE2 foi
realizado pela acdo especifica de cPLA2, que foram ativadas pela sPLA2
exogenamente administradas em culturas de células. Essa capacidade moduladora das
sPLA2 sobre o metabolismo celular do acido araquidénico também é observado para
outros modelos celulares como a secregao de insulina.

Em 2005, Nogueira e colaboradores mostraram que a administragdo exégena de
sPLA2 em células B-pancreaticas isoladas de ilhotas de Langerhans foi capaz de
induzir um aumento da secrecdo de insulina maior do que aquelas observadas em
presenca de altas concentragdes de glicose.

Matsuzawa e colaboradores, 1996, observaram experimentalmente que a sPLA2

secretada a partir de células neuronais pode regular o processo de degranulagao de
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mastocitos conduzindo a liberacdo de neurotransmissores principalmente
catecolaminas de mastécitos de ratos. A ideia da importdncia das sPLA2 como
moléculas moduladoras do metabolismo celular j4 € bem sedimentada por diversos
autores. Os pontos ainda ndo compreendidos dizem respeito ao nivel molecular, mais
especificamente a nivel de receptores e sinalizagao celular.

Estudos realizados em 2008 por Oliveira e colaboradores, mostraram que lectinas
de baixo peso molecular com grande afinidade por manose isoladas de algas
Bryothamnion triquetrum foram capazes de inibir 0 edema e a agregacgao plaquetaria
induzida por sPLAZ2 isolada da peconha de Crotalus durissus cascavella. Nesse mesmo
estudo, Oliveira e colaboradores sugeriram que regides especificas desta sPLA2
poderiam estar envolvidas na interacdo molecular com determinados receptores
celulares para sPLAZ2.

Além da grande diversidade estrutural das Fosfolipases A2, foi recentemente
descoberto um novo tipo de PLA2 calcio independente associada a lipoproteinas
plasmaticas denominadas de Lp-PLA2, que s&o produzidas principalmente em
mastocitos, linfécitos T e mondcitos. As Lp-PLA2 sdo encontradas no plasma e
aproximadamente 80% estdo associadas obrigatoriamente a lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Os 20% restantes estdo associadas a lipoproteinas de alta densidade
(HDL).

A Lp-PLA2 é produzida por macréfagos e outras células inflamatérias, é expressa
em maiores concentracdes em lesdes aterosclerdticas avangadas do que em lesdes em
fase inicial. Varias linhas de evidéncia sugerem que a oxidagdo da LDL tem um papel
critico no desenvolvimento e na progressdo da aterosclerose. A Lp-PLA2 participa na
modificagdo oxidativa da LDL hidrolisando a fosfatidilcolina oxidada, gerando
lisofosfatidilcolina e acidos graxos nao oxidados, ambos potentes produtos inflamatérios
que contribuem para a formagédo de placas ateroscleréticas (SBC, 2013). A Lp-PLA2
demonstrou variagbes intra e interindividuais modestas, proporcionais a outros
marcadores lipidicos cardiovasculares e substancialmente menos que a proteina C-
reativa. Além disso, a Lp-PLA2 n&o é elevada em condi¢des de inflamacgao sistémica e
pode representar um marcador mais especifico de inflamacédo vascular. A variagao
bioldgica relativamente pequena da Lp-PLA2 e sua especificidade sdo valiosas na

determinagao e monitoramento de riscos cardiovasculares (Braun e Davidson, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

A presenca deste grande numero de espécies vegetais coloca o Brasil como um
dos paises com a maior biodiversidade vegetal do mundo e muitas delas destacadas
pelo seu uso como medicamento. Diante dessa diversidade da flora brasileira, pode-se
esperar que ao menos 10.000 sejam uteis para o desenvolvimento de farmacos,
aromatizantes, condimentos, corantes, edulcorantes, conservantes, anti-oxidantes e
vitaminas. Com esse numero de espécies, ndo se limita o descobrimento de plantas
ricas em produtos bioativos, que podem ter aplicagcdo direta na pratica médica ou
servirem de modelo para sintese de novos farmacos. (IBD, 2005) Estima-se que 40%
dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de
fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Dos
farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram produtos

naturais ou foram desenvolvidos a partir destes (Barreiro e Bolzani, 2009).

Segundo proje¢coes de Carvalho e colaboradores, (2008), até 2008 houve 512
medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil, sendo 80 associados e 432 simples,
ou seja, obtidos de derivados de um uUnica espécie vegetal. Dentre os medicamentos
fitoterapicos registrados, as principais formas farmacéuticas cadastradas foram as
capsulas e comprimidos. Entre as demais se tém a solugao oral, o xarope, as drageas,
o elixir e as tinturas. Existe a predominancia de formas farmacéuticas sélidas no registro
de fitoterapicos, sendo registradas na agéncia nacional de vigilancia sanitaria - ANVISA
cerca de 162 espécies vegetais originarias principalmente de paises asiaticos,

europeus e da América do Sul. (Silva et al., 2006).

Dentro dessa perspectiva, esperavamos que o Brasil fosse privilegiado, detendo
um terco de toda a flora mundial. Além disso, existe no pais um grande numero de
grupos de pesquisa que tem contribuido significativamente para o desenvolvimento da
quimica de produtos naturais advindos de plantas, desde a quimiotaxonomia,
fitoquimica, farmacologia e outras areas relacionadas (Joly et al., 2011). Barreiro e
Bolzani, 2009, apontam diversos estudos quimicos e farmacoldgicos realizados com
espécies da flora nativa, assim como Santos e Siani, 2013, que ressaltam as
potencialidades na utilizagcdo de varias delas, bem como a necessidade de maiores

estudos sobre a flora tropical brasileira.
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No entanto, nosso pais ndo tem uma atuacido destacada no mercado mundial de
fitoterapicos. O maior mercado esta na Europa, sendo que cerca de 50% deste
mercado concentra-se na Alemanha. Digno de nota é o fato de a América Latina, com 7
paises considerados megabiodiversos (Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, México,
Panama e Peru) participa apenas com 5% desse total (Alves, 2013). O unico exemplo
que temos de antinflamatério fitoterapico oriundo de pesquisa 100% nacional é o
Acheflan® (Aché), indicado para o tratamento topico de processos inflamatérios como
contusdes. E encontrado nas formas farmacéuticas de aerossol e creme, contendo
como principio ativo o 6leo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea,
Borraginaceae), padronizado em 2,3-2,9% dos sesquiterpenos a-humuleno e B-
cariofileno (Ache, 2011).

Outros paises também tém utilizado os produtos naturais como fonte alternativa
de extragdo de farmacos para a industria farmacéutica. Cerca de 60% dos farmacos
langados nos EUA entre 1985 e 1995 sao de origem natural. Infelizmente, vale lembrar
que muitos dos farmacos descobertos no exterior, foram retirados da flora do nosso
pais. (Simdes et al., 2007) Contudo, sob a dética da pesquisa de produtos naturais, a
busca de novos compostos biologicamente ativos no manguezal ainda é pouco

estudada (Bandaranayake, 1998; Bandaranayake, 2002).

O ambiente indspito do mangue o faz um 6timo ecossistema para a busca de
novos produtos naturais. As condigdes climaticas e ambientais severas forcam as
espécies vegetais a se adaptarem tanto fisiologicamente quanto quimicamente para
sobreviverem neste ambiente. Ademais, as plantas contidas neste ecossistema tem de
suportar o ataque de microrganismos e o herbivorismo. Com a evolugao quimica, este
processo de adaptagdo gera o desenvolvimento de metabdlitos especiais, principal
fonte de descoberta de novos farmacos (Mendonga et al, 2009). Muitos dos metabdlitos
especiais existentes no mangue ocorrem na forma biologicamente inativa, sendo

ativados em resposta ao ataque de patégenos ou a danos teciduais.

Como ja mencionado acima, existem poucos estudos (Pinto et al., 1993; Xue et
al., 2008; Shi et al., 2010) que explorem a fitoquimica e a farmacologia da espécie
Laguncularia racemosa. Assim podemos considerar este um dos primeiros estudos

nessa linha de pesquisa para essa espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢ao fitoquimica da
espécie Laguncularia racemosa, e verificar, dos extratos obtidos, as atividades
antifosfolipasica, antiedematogénica e antimiotdéxica induzidas por sPLA2 extraida do

veneno total de Bothrops jararacussu.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a estrutura quimica dos compostos quimicos contidos nos
extratos de Laguncularia racemosa utiizando as técnicas

espectroscopicas de Ultravioleta e Massas.

* Estudar a atividade antiedematogénica das fases de particdo obtidas a
partir de extrato bruto de Laguncularia racemosa utilizando o ensaio de

edema de pata em camundongos.

* Estudar a atividade antifosfolipasica das fases de particao obtidas a partir
de extrato bruto e das fragbes extraidas de Laguncularia racemosa

utilizando o ensaio de inibicao enzimatica especifico para sPLA2.
* Estudar a atividade antimiotoxica das fases de particdo obtidas a partir de

extrato bruto de Laguncularia racemosa utilizando o ensaio de

quantificagcao sérica de creatina quinase em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentos e Reagentes empregados

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram feitas em
um Cromatografo Dionex® P680A equipado com detector por varredura de espectro no
Ultravioleta por arranjo de fotodiodos (UV), modelo UVD 340U, injetor manual
Rheodyne® 8125 com loop de 20 pL, e médulo de tratamento de dados
CHROMELEON. Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna Acclaim® 120 de fase
reversa C18 (250 x 4,60 mm) e 5 um de didmetro de particula. As amostras submetidas
a analise por CLAE foram pré-tratadas em cartucho OASIS® Speed C18/18% e sistema
a vacuo (MARCONI®), visando a retirada de qualquer substancia que pudesse ficar
retida na coluna cromatografica. As analises em CLAE-UV foram realizadas utilizando
sistema eluente: agua acidificada com acido acético a 0,1% (Tampao A) e metanol
(Tampéo B), aplicando um gradiente 70% A / 30% B até 100% B em 35 minutos. Todas
as analises foram realizadas com fluxo de 1,0mL.min™" e detecgdo em 275 nm.

As andlises por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE-EM) foram registrados em um CLAE da Shimadzu, constituido por bomba LC-
10AD vp, controladora SLC-10A vp, detector UV-Vis SPD-M10Avp, injetor automatico
SIL-10AF, coluna cromatografica Phenomenex Luna C-18 (250 x 4,6mm, 5um) e
modulo de tratamento de dados LCsolution versdo 1.24 — Shimadzu. O espectrémetro
de massas utilizado foi o Bruker, modelo Esquire plus 3000, com analisador de ion trap,
fonte de ions por elétron-spray e médulo de tratamento de dados Esquire control versao
5.2. Essas analises foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo.

Para a concentragcdo dos extratos e fragdes cromatograficas utilizou-se o
rotaevaporador BUCCHI, sob presséao reduzida, com bomba de vacuo BUCCHI modelo
V-700/710.

Na separagao cromatografica em coluna aberta foi utilizado gel de Sephadex LH-
20 (Sigma-Aldrich). As analises cromatograficas em camada delgada comparativa
(CCDC) foram realizadas em placas de silica 60 F3s4 da Merck em cuba cromatografica,
utilizando metanol como solvente e acetato de etila com metanol (1:1) como sistema
eluente. A revelagdo das placas cromatograficas foi realizada por irradiagdo no

ultravioleta nos comprimentos de onda de 254nm e 356nm.
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Para as extracbes e analises cromatograficas (em camada delgada e elui¢gdes
das colunas cromatograficas) foram utilizados solventes grau P.A., da marca Synth.

Para as analises em CLAE foram usados solventes grau CLAE, da marca Vetec.

4.2. Coleta e identificagao do material vegetal

As partes aéreas de Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn. utilizadas no estudo
fitoquimico foram coletadas por Msc. Henrique Gaeta e Msc. Camila Lehnhardt Pires
em uma area impactada de Sao Vicente, Sdo Paulo e identificadas pela Dra. Selma
Dzimidas Rodrigues, no dia 09 de fevereiro de 2012. Uma exsicata esta depositada no
herbario da faculdade UNISANTA sob o numero 8256.

4.3 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos fémeas da raga
Swiss (25 a 30 gramas) provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos
no biotério da Universidade Presbiteriana Mackenzie, alocados em estantes ventiladas,
em salas com ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22-25 °C)
com ragdo e agua ad libitum. Todos os protocolos realizados tiveram a aprovagao
prévia da Comissdo de Etica no Uso de Animais (protocolo CEUA/IB UNICAMP N°
2898-1)

4.4. Procedimentos experimentais

4.4.1. Obtencao dos extratos metandlico e hidroalcodlico

No primeiro momento, o material coletado foi lavado com agua para retirar o
material particulado impregnado e cerca de duas horas depois, foi congelado com
nitrogénio liquido, o qual posteriormente passou pelo processo de liofilizagdo. No dia
seguinte foi triturado, resultando em 39,4g de massa total.

O po6 das partes aéreas de L. racemosa foi submetido a extracdo exaustiva com
hexano e apds remocao do solvente a pressao reduzida, utilizando evaporador rotativo,

obteve-se 29,37g de extrato hexanico.
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A seguir, a torta resultante foi dividida em duas partes, a primeira para a
obtencao do extrato metandlico e a segunda para a obtengado do extrato hidroalcodlico.
Para a obtengao do extrato metandlico foi utilizado metanol P.A. enquanto o extrato
hidroalcodlico foi obtido através de uma mistura de agua destilada:metanol na
proporcao 4:6. Apds obtencao de ambos os extratos e remogao do solvente utilizando
evaporador rotativo obtivemos 3,97g de massa de extrato metandlico bruto e 4,229 de

massa de extrato hidroalcodlico bruto.

4.4.2. Obtencgao das fases de particdo do extrato metandlico bruto

Para obter as particbes desejadas, a massa total do extrato metandlico (3,979)
foi ressuspendido em 75mL de uma mistura de metanol:H,O (1:4) e com o auxilio de
um funil de separacdo e dos solventes em escala crescente de polaridade foram
obtidas as fases de particdo em hexano (Hex) (203mg), em diclorometano (DCM)
(22mg), em acetato de etila (AcOEt) (194mg) e em n-butanol (n-BuOH) (372mg). A fase
aquosa (Aq) restante foi submetida a liofilizagdo o qual nos rendeu 1,221g de fase
aquosa. As fases em diclorometano, acetato de etila, n-butanol e aquosa do extrato
metandlico foram analisadas em CLAE-UV para monitoramento do perfil quimico. Com
estas fases, também foram realizados os ensaios biolégicos que compreendem o
edema de pata em camundongos e a inibicdo da atividade enzimatica de PLA2. O

procedimento esta ilustrado na Figura 4.

4.4.3. Obtencgao das fases de particdo do extrato hidroalcodlico bruto

O procedimento de particdo deste extrato &€ semelhante ao utilizado no
particionamento do extrato metandlico bruto. Sendo assim, todo o conteudo (4,22g) do
extrato hidroalcodlico bruto foi solubilizado em 100mL de agua destilada e entdo com o
auxilio de um funil de separacdo e de solventes em escala crescente de polaridade
foram obtidas as fases de particdo em hexano (0,8mg), em diclorometano (6,5mg), em
acetato de etila (330mg) e em n-butanol (456mg). A fase aquosa foi submetida a
liofilizacdo onde obtivemos 1,112g. As fases em diclorometano, acetato de etila, n-
butanol e aquosa do extrato hidroalcodlico foram analisadas em CLAE-UV para realizar

o monitoramento do perfil quimico. Com estas fases, também foram realizados os
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ensaios biologicos de edema de pata em camundongos e a inibicdo da atividade

enzimatica de sPLA2. O procedimento esta ilustrado na Figura 4.

39,4g de L. racemosa . P Extrato hexanico
liofilizada e triturada 29,37g

Torta resultante da
extracdo hexanica

Extrato metandlico bruto Extrato hidroalcodlico bruto
3,97g 4,22¢
3 Fase em Hex 3 Fase em Hex
203mg 0,8mg
> Fase em DCM > Fase em DCM
22mg 6,5mg
Fase em AcOEt Fase em AcOEt
194mg 330mg
Fase em n-BuOH Fase em n-BuOH
—> —>
372mg 456mg
Fase aquosa Fase aquosa
— —
1,221g 1,112g

Figura 3 — Fluxograma para a obtencao dos extratos e fases de particao.

4.4.4. Purificacao da sPLA2 de Bothrops jararacussu

A purificacao foi realizada seguindo o protocolo desenvolvido por Toyama et al.,
1999. O veneno total de Bothrops jararacussu foi submetido ao fracionamento em uma
coluna de troca ibnica TSK SP5PW (8mm x 80mm), previamente equilibrada com uma

solucao de bicarbonato de aménio 0,1 M, pH 7,8 (tamp&o A) por um periodo de 30

20



minutos. Aproximadamente 10 mg de amostra foi dissolvida, com 250uL de tampao A
(Bicarbonato de aménio 0,05M, pH 7,8), apds centrifugagao e filtragdo a amostra foi
aplicada na coluna. A eluicao das amostras foi realizada através de um gradiente linear
continuo de tampao B (bicarbonato de aménio 1,0, pH 7,9) e o monitoramento do
fracionamento foi realizado por absorbancia de 280nm. Apds a eluicido das fragdes,
estas foram liofilizadas para posterior uso nos ensaios de inibicdo enzimatica, creatina

quinase e edema de pata em camundongos.

4.4.5. Avaliagao da atividade antifosfolipasica das fases e grupos selecionados

A avaliacao da atividade antifosfolipasica foi feita em espectrofotometro Espectra
Max 190 em modo de deteccdo no comprimento de onda de 405nm, com placas de
ELISA de 96 pocos, incubada na temperatura de 37°C. Foram realizadas medidas a
cada 5 minutos por um periodo de 90 minutos.

Em cada poco da placa de ELISA utilizamos 150 yL de tampao PBS, 25 uL de
amostra (1mg/mL), o substrato cromogénico NOBA (2mg/mL) e 25uL de sPLA2
(1mg/ml). Todas as substancias foram solubilizadas em acetonitrila e todas as analises
foram feitas em duplicata.

Este experimento possibilitou caracterizar se os inibidores alteram e em que
grau, a atividade enzimatica da sPLA2, bem como, avaliar a intervalos regulares o

comportamento cinético da enzima, incubada ou ndo com o inibidor.

4.4.6. Inibicaio do edema de pata em camundongos, induzido pela injegao

intraplantar de sPLA2

Cada grupo de animais (n=10) recebeu uma injegcédo intraperitoneal de 50uL
contendo: PBS (controle negativo), dexametasona 10mg/mL (controle positivo) e as
fases de L. racemosa em 3 dosagens (5, 10 e 20 mg/kg), 30 minutos antes da injegao
intraplantar de sPLA2 250ug/mL (20ulL/pata). O volume das patas foi medido
imediatamente antes da injecdo e apds, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos da injecao

usando um plestimdbmetro de pata (modelo 7150, Ugo Basile, Italia). Foi calculada a
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AUC (area sob a curva) para avaliar o efeito geral da amostra, e ndo apenas o efeito
em cada ponto da curva inflamatéria.

Com este ensaio, podemos verificar a atividade antinflamatoéria sistémica,
avaliando a potencia do extrato em determinados intervalos de tempo, nos dando pistas
sobre as rotas metabdlicas que o extrato pode afetar e a magnitude de seu efeito.

As fases em Hex e em DCM do extrato metandlico ndo foram testadas, ja que as
mesmas fases do extrato hidroalcodlico ndo possuiam massa suficiente para a

realizacao deste experimento.

4.4.7. Inibicao do efeito miotoxico medido pela Creatina Quinase (CK) sérica
induzido por sPLA2

Foram injetados no musculo gastrocnemius direito aproximadamente 25ul (2,0
Mg/uL) das fases em AcOEt do extrato metandlico e n-BuOH do extrato metandlico
previamente incubados por 30 minutos com sPLA2, e apdés 3 horas o sangue dos
animais foi colhido da aorta abdominal e colocado em banho-maria para a preparagao
do soro. Os animais controle (n=5) foram submetidos ao mesmo procedimento dos
animais tratados, somente inoculados com 25uL de PBS, 25uL da fase AcOEt e 25ul da
fase n-BuOH. Os soros dos animais controle ndo foram diluidos para a determinacéao
dos niveis de CK kit Granustest 2,5 da Merck, sendo que os soros dos animais tratados
foram diluidos 10 vezes. As leituras (a 365nm) foram realizadas em intervalos de 1

minuto. A atividade esta expressa em unidade por litro (U/L).

4.4.8. Inibicaio do edema de pata em camundongos, induzido pela injegao
intraplantar das fases em AcOEt e n-BuOH do extrato metandlico incubadas com
sPLA2

Cada grupo de animais (n=5) recebeu uma injecdo intraplantar de 20upL
contendo: PBS (controle), sPLA2 (12,5ug/pata), as fases em AcOEt e em n-BuOH do
extrato metandlico (12,5ug/pata) e as fases em AcOEt e em n-BuOH do extrato
metandlico previamente incubadas por 30 minutos com sPLA2 (1:1 12,5 + 12,5ug/pata).

O volume das patas foi medido imediatamente antes da injecdo do estimulo e apés, 15,
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30, 60, 120, 180 e 240 minutos da inje¢cao usando um plestimémetro de pata (modelo

7150, Ugo Basile, Italia). Foi calculada a AUC para avaliar o efeito geral da amostra.
Neste ensaio, podemos avaliar se a incubacido das fases com a enzima leva a

sua inibicdo ou favorece seu poder catalitico. Entretanto, ndo estamos avaliando o

efeito sistémico da fase em questao.

4.4.9. Fracionamento da fase em n-butanol do extrato metandélico em Sephadex
LH-20

Apods as andlises em CLAE-UV e os ensaios bioldgicos, decidimos realizar o
fracionamento da fase em n-BuOH do extrato metandlico pois esta fase obteve os
melhores resultados nos ensaios de inibicdo enzimatica e de edema de pata em
camundongos. O fracionamento foi realizado com a fase em n-BuOH do extrato em
metanol utilizando 275 mg do total de 372 mg. Essa massa total ja tinha sido utilizada
para os testes de edema de pata, inibicdo enzimatica e creatina quinase, e, nesse
ponto do estudo, restavam cerca de 300 mg desta fase. A massa nao utilizada no
fracionamento foi reservada para possiveis testes ou intercorréncias. Assim, 275 mg da
fase em n-butanol do extrato metandlico foi submetida a cromatografia em coluna (CC)
de Sephadex LH-20, utilizando metanol P.A. como sistema eluente. As fragdes foram
colhidas em frascos de vidro ambar a cada 1mL. Através deste procedimento, foram
obtidas 195 fracdes, que foram submetidas a analise por CCDC, possibilitando a
reunido das fragdes em 12 grupos, conforme fluxograma apresentado na Figura 5 e
dados apresentados na Tabela 1. Esses grupos também foram submetidos as analises

por CLAE-UV e ensaios de inibicdo enzimatica para sPLAZ2.

4.4.10. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média,
acompanhados de seus respectivos limites de confianga em nivel de 95%. Os dados
obtidos nos ensaios de edema de pata foram avaliados por analise de variadncia de
duas vias (ANOVA two way) seguido do teste de Tukey. Nos ensaios de inibigdo
enzimatica e creatina quinase, foi utilizado o teste de analise de varidncia de uma via

(ANOVA one way) seguido do teste de Dunnet. O nivel de significAncia adotado foi de
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5%. Todos os calculos foram realizados no programa GraphPad Prism versao 6.0 para

Macintosh (San Diego, California).

: i .
Fase em n-BuOH do Extrato —> Ensaio de Inibicdo Enzimatica
Metandlico | —
275mg
—>1 Andlise por CLAE-UV
l > Ensaio de Edema de Pata em
Camundongos
CC / Sephadex LH-20
l ™ L1-26mg
195 Fragoes L2-17mg
l L3-19mg
L4 —-26mg pe—3  CLAE-EM/EM
Andlise por CCDC
l L5 -27mg
L6 —26mg
Reunido em 12 grupos
(L1-L12) Ressonancia
L7 -77mg g Magnética
l Nuclear *H / 13C
L8 —3mg
Analise em CLAE-UV
Ensaio de Inibi¢do Enzimatca L9 - 4mg
L10-3mg
L11-5mg
- L12-22mg

Figura 4 — Fluxograma de fracionamento da fase em n-BuOH do extrato metandlico de L.

racemosa e reuniéo dos grupos com suas respectivas massas.
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Tabela 1 — Fracionamento cromatografico da fase em n-BuOH do extrato metandlico de L.

racemosa — grupos, fragdes reunidas e massas obtidas.

Grupos (L)  Fragdes Massas
L1 1-9 26 mg
L2 10-14 17 mg
L3 15-20 19 mg
L4 21-34 26 mg
L5 35-59 27 mg
L6 60- 112 26 mg
L7 113-158 77 mg
L8 159-162 3 mg
L9 163-171 4 mg
L10 172-173 3 mg
L11 174-178 5 mg
L12 179-195 22 mg
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5. RESULTADOS

5.1. Analises em CLAE-UV das fases selecionadas

Para as analises em CLAE-UV foram excluidas as fases em hexano do extrato
metandlico e do extrato hidroalcodlico, constituida por material de carater apolar e
assim, possuir grande potencial de impregnar na coluna cromatografica de fase reversa
C18.

3.000 Marcus #6 [modified by Quimica] Ext. MeOH - Fase AcOEt UV_VIS_3
’ mAU WVL:275 nm

7 -16,139

min
-500 . —T — T — T —T —T —T —
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 5 — Cromatograma da fase AcOEt do extrato metandlico de L. racemosa.
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Todos os cromatogramas realizados mostram um pico com tempo de retengao
3,7 min, que conforme a polaridade da fase aumenta, sua intensidade também
aumenta, com excecao das fases aquosas tanto do extrato metandlico quanto do
hidroalcodlico, que possui este pico com menos intensidade do que a respectiva fase
em n-BuOH (Figura 8) . Assim sendo, a intensidade do pico esta na ordem crescente:
fase DCM < fase AcOEt < fase Aquosa < fase n-BuOH.

Das analises feitas por CLAE-UV, apenas a analise da fase em AcOEt do extrato
metandlico nos apresentou dados de interesse para possivel isolamento e identificagao.
Seu cromatograma apresentou 7 picos, excluindo o primeiro que aparece em todas as
outras analises conforme descrito acima.

Os picos enumerados 3 a 6 na Figura 6 foram eluidos entre 0 minuto 12 e o
minuto 16, nos fornecendo espectros em UV (Figura 7) com absor¢ao nas regides de
227 a 228 nm, 260 a 265 nm e 355 a 357 nm, sugerindo a presenga de um fragmento
de cinamoila, caracteristico de flavondides, na amostra (Simdes et al, 2007). Apesar da
intensidade, o pico de numero 7, que obteve maior intensidade dentre os picos
minoritarios, ndo apresentava o espectro no UV compativel com nenhum flavondide

conhecido. Este espectro pode ser visualizado no anexo .

60,0 Peak #3 12.43-12.99 min

,0/0
228.1 260.0
40,0 357.6
20,04
1 nm
B e o e e e L e e e e T A s s o e L e s s s L e s B AN s e
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
60,0 lEDeak #4 13.68-14.09 min
%
228.4
261.2
7] 357.4
40,0
20,04
1 nm
1004~—~———+—+7—+——+—+ 71—+ 7 T T [ T T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T T T [ T T [ T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Figura 6 — Espectros de absor¢gédo em UV dos picos 3 e 4 do cromatograma da fase em AcOEt

do extrato metandlico de L. racemosa.
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Peak #5 14.57-14.83 min
%

60,0

227.1 263.6

40,0
4 359.0

20,0+

nm
T

-10,0
, e e s s B B . e s s s s B s B B A B s B
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Peak #6 15.12-15.44 min

60,0
A

226.9
265.5

40,0
] 355.1

20,0+

1 nm
-10,0 T e [}

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Figura 7 — Espectros de absor¢gédo em UV dos picos 5 e 6 do cromatograma da fase em AcOEt

do extrato metandlico de L. racemosa.

Com estes resultados, a fase em acetato de etila foi analisada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada com espectrometria de massas (CLAE-EM) para
identificacao dos constituintes quimicos presentes.

Entretanto, os melhores resultados nos ensaios de edema de pata foram
observados na fase em n-BuOH do extrato metandlico, seguido da fase em AcOEt do
mesmo extrato, 0 que nos levou a crer que a atividade biolédgica tinha correlagdo com a
intensidade do primeiro pico, com tempo de retencdo de 3,74 min. Por esta razao, foi
realizado o fracionamento por Sephadex LH-20 da fase em n-BuOH do extrato
metandlico.

Outro fato relevante para a decisdo de qual fase seria fracionada foi que a fase
em n-BuOH (372mg) possuia quase o dobro de massa quando comparada a fase em
AcOEt (194mgq).
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3.000 Marcus #2 [modified by Quimica] Ext. MeOH- Fase n-but UV_VIS_3
’ mAU WVL:275 nm

1-3,747

J 4 -14,6%4416,949

_500 min|
T —T —T —T —T —T —T —
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 8 — Cromatograma da fase em n-BuOH do extrato metandlico de L. racemosa.

Os cromatogramas das fases restantes foram analisados porém nao continham
dados cromatograficos e espectroscopicos relevantes para o fracionamento e obtengao
de novas moléculas, uma vez que apresentaram baixa atividade nos ensaios de edema
de pata e de inibicdo enzimatica. Estes cromatogramas podem ser visualizados no

anexo |ll.
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5.2. ldentificagdo dos flavondides da fase em acetato de etila do extrato
metanolico por CLAE-EM

A fase em acetato de atila do extrato metandlico foi analisada por CLAE-EM
(Figura 10) e através das fragmentagdes de massa (Tabela 2) foi possivel identificar a
presenca de dez flavondides pertencentes as agliconas quercetina e miricetina, os
quais foram elucidados como: miricetina-3-O-(galoil)-glicosideo, miricetina-3-O-
glucosideo, miricetina-3-O-xilosideo, miricetina-3-O-arabinosideo, miricetina-3-O-
rhamnosideo, quercetina-3-0O-(galoil)-glicosideo, quercetina-3-O-glucosideo
(isoquercitrina), quercetina-3-O-xilosideo (reinoutrina), quercetina-3-O-ramnosideo

(quercitrina) e quercetina-3-O-arabinosideo, representados na Figura 9.

Flavondide R R2
Miricetina-3-O-(galoil)-glicosideo Glc-Galoil* OH
Miricetina-3-O-glicosideo Glc OH
Miricetina-3-O-xilosideo™* Xil OH
Miricetina-3-O-arabinosideo™* Arab OH
Miricetina-3-O-rhamnosideo Rha OH
Quercetina-3-O-(galoil)-glicosideo Glc-Galoil* H
Quercetina-3-O-glicosideo Glc H
Quercetina-3-O-xilosideo™* Xil H
Quercetina-3-O-ramnosideo Rha H
Quercetina-3-O-arabinosideo™* Ara H

*A posigéo de ligagdo da unidade galoil no glicosideo ndo pode ser determinada pela técnica empregada.
**Os glicosideos ndo podem ser identificados pela técnica empregada, podendo ser intercambiaveis.

Figura 9 — Representacao dos flavondides identificados na fase em acetato de etila do extrato

metanolico.
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5.3. Andlises em CLAE-UV das frag6es obtidas no fracionamento por Sephadex LH-20

da fase em n-BuOH do extrato metandlico.

Das fragbes obtidas, a fracdo L4 (Figura 11) foi a de maior destaque, possuindo em
seu cromatograma 7 picos, dos quais 5 deles (Figura 12) eram sugestivos de serem
flavondides conforme analise dos dados espectrais obtidos. Entre eles esta o pico majoritario

(pico 4) desse grupo, com tempo de retengao de 13,08min.

120-MARCUS #16 [modified by L4 UV_VIS
mAU 4.13,084 WVL:300 nm
1 1-3,714

100+

80-
1 3:18,9

60- $.983,900

40
20
1 2-8,6
0,
| min
_20 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 11 — Cromatograma do grupo L4, fracionado da fase n-BuOH do extrato metandlico de L.

racemosa.
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Peak #3 100% at 11.99 min

50% at 11.71 min: 936.37)
-50% at 12.20 min: 903.92

nm
R
450 475 500
60,0__Peak#a 100% at 13.08 min
% 50% at 12.95 min: 995.44
] 2282 261.5 -50% at 13.22 min: 988.69
nm
T T T T
400 425 450 475 500
60.0 Peak#5 100% at 13.90 min
% 50% at 13.77 min: 946.0

256.1 -50% at 14.02 min: 957.17

-10,0
, s B e e s e s e e B s s e e
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
60,0 Peak#6 100% at 14.44 min

% 50% at 14.32 min: 910.25
256.7 -50% at 14.53 min: 944.22

-10,0 nm
O T T T S T T e R R I L
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
600 Peak#7___ 100% at 1540 min

% 50% at 15.23 min: 783.14
257.9 -50% at 15.51 min: 871.67

10,0 —— —— ~

T T T — T
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Figura 12 — Espectros de absorgdao em UV dos picos 3 a 7 do cromatograma da fragao L4.

Em contrapartida, na fragdo L7 (Figura 13), temos o isolamento da substancia que

acreditamos prover os efeitos farmacolégicos. No cromatograma deste grupo temos um pico
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majoritario com tempo de reteng¢ao de 3,7min, mesmo tempo que aparece o0 pico majoritario

do cromatograma da fase fracionada.

Marcus #11 [modified by Quimica] L7 UV_VIS_3
mAU WVL:275 nm

1.800

1-3,703

-200 | min|
———T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 13 — Cromatograma do grupo L7, apresentando um pico majoritarioem T, = 3,7

Com estes resultados, a fragdo L4 foi analisada por CLAE-EM e a fracdo L7

submetida a analise por RMN, ambas com a finalidade de elucidacao estrutural.
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5.4. Identificagcao dos flavondides da fragcdao L4 da fase em n-butanol do extrato

metanolico de L. racemosa por CLAE-EM

A fracdo L4 da fase em n-BuOH do extrato metandlico foi analisada por CLAE-EM
(Figura 15) e através das fragmentagbes de massa (Tabela 3) foi possivel identificar a
presenca de oito flavondides pertencentes as agliconas quercetina e miricetina, os quais
foram elucidados como: miricetina-3-O-(galoil)-xilosideo, miricetina-3-O-(galoil)-rhamnosideo,
miricetina-3-O-xilosideo,  miricetina-3-O-rhamnosideo, quercetina-3-0O-(galoil)-glicosideo,
quercetina-3-O-(galoil)-xilosideo, quercetina-3-O-xilosideo (reinoutrina) e quercetina-3-O-

ramnosideo (quercitrina), representados na Figura 14.

Flavondide R R2
Miricetina-3-O-(galoil)-xilosideo Galoil-Xil* OH
Miricetina-3-O-(galoil)-rhamnosideo  Galoil-Rha* OH
Miricetina-3-O-xilosideo Xil OH
Miricetina-3-O-rhamnosideo Rha OH
Quercetina-3-O-(galoil)-glicosideo Galoil-Glc* H
Quercetina-3-O-(galoil)-xilosideo Galoil-Xil* H
Quercetina-3-O-xilosideo Xil H
Quercetina-3-O-rhamnosideo Rha H

*A posigéo de ligagao da unidade galoil no glicosideo n&o pode ser determinada pela técnica empregada
Figura 14 — Representagao dos flavondides identificados na fase em AcOEt do extrato metandlico.

36



"BSOWao.J ] 9p SeY|0} SEP 02I|QUB}eW

0JeJ}Xa Op BPUNLIO |OUBING-U WS 8SB) Bp OJusWEUOoIoR.) Op ajualuacid 7 odnib op WI-J¥1D W dSN-D| ou opez|jeal ewelbojewos) — G| enbiq

7..:-.8.-% m..NN o.mN m..hp o‘mw m..N— o‘m:

SL 0's ST
1 i 1 " " i 1

00

00

- 20

- v0

90

- 80

0L

a

L 01X
“suajy

BUN80JBNY) I ![I0[BS) :[BS) ‘BUNBOUIW I\ ‘08P|SO|IX-O-E-BUNBIUI X ‘08P)SOUWIBLI-O-E-BUIBOLII ¥l ‘OAlISOd OPOW We Bpez||ea) oedez|uo|,

[010-,H+W] (9d)s8Z ‘[IAX-.H+W] £0€ «[.H+W] 285 ‘[.eN+W] 609 08p)so|ix-(]loje6)-O-g-euneoseny 9'9l
(qd)eoe<—6vy ‘6¥) ‘[eud-,H+W] €0¢€ ‘[.H+W] 6%¥ ‘[.eN+W] (qd)i ¥ 08p|souwey.-O-g-euledieny 9'GlL
601 ‘L€ ‘B¥) ‘991 ‘202 ‘€22 ‘62T '(d)28Z<[IAX-.H+W] €0€ ‘[.H+W] (ad)sed ‘[.eN+I] LGP 08p)SO|IX-O-E-BuljedIany £'l
€22 '[N~ H+WI 662 ‘L L [O?H-1eD-.H+W] Lt¥ ‘28% (ad)eeS<[.H+WI] 219 ‘[.eN+W] (ad)ee9 oap)souwey-(|io/e6)-O-g-eunasouiy L'yl
661 ‘L€2 [W-.H+W] (qd)g8z ‘[LH+IN] 6LE ‘CEY ‘v8Y ‘296 ‘€85«[.H+W] (qd)c09 ‘[.eN+W] 529 08p)s0|ix~(]10[e6)-O-¢-eunsouIy 6'cl
L2) '8z¢ (qd)Lpe ‘80Y ‘eSy<[.eN+*W] 287 '(qd)LvE ‘€SE ‘66€ ‘L2¥ ‘Ehv[.BN+*N] £L¥
08p)SoUWeYI-O-g-BURBOUIN e'el
6SZ ‘652 '€92 (qd)e.LZ ‘¥8Z ‘062 ‘LOE6LE

+ 09p|SO|IX-O-¢-BUNBOUIN 621

LH+] 61€ ‘T.H+N] LS¥ ‘[.H+*W] 59% ‘[.eN+*W] €2t ‘[.eN+*W] Z8v

b2} ‘S22 ‘[,H+21D] (qd)gog
08p|s091|6-(j10e6)-O-¢-eunedienyd £'Tl
‘GLE 'SVE ‘LY [OPH-1BD- . H+WIZPY ‘[eD-,H+W] 9% ‘666219 ‘16€ ‘[.H+W] (qd)219 ‘[.eN+W] 6€9
o(Z/w) essew ap suo| BlOUBISONS (unw) ¥

esowasoe. euenounbe ep Sey|o) Sep 001|QUBIAL OJBJIXS Op 8jusIUsACId [OUBING-U WS 8se) 7 oedel) ep W3-IY1D op sopeq ¢ ejaqel

37



Volume da inflamagao (mL)

5.5 Efeito da administragao intraperitoneal da fase em AcOEt do extrato metandlico

sobre o edema de pata induzido pela injecao intraplantar de sPLA2 em camundongos

A Figura 16 demonstra que a fase em AcOEt oriunda do extrato metandlico, quando
administrado via intraperitoneal, 30 minutos antes, foi capaz de inibir o efeito edematogénico

da administracao intraplantar de PLAZ2.

-®- Salina 20
< Dexametasona (10mg/kg)
& MeOH - AcOEt 5mg g 151
0.157 ¥ MeOH - AcOEt 10mg <
MeOH - AcOEt 20mg g 10
S
w 54
0+
0.104
-
*
*
0.054 J
- -
-
* *
-
*
0-00 Ll Ll L) Ll L}
15 30 60 120 180

Minutos

Figura 16 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase em acetato de etila do
extrato metanolico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Analise estatistica feita conforme ANOVA
seguido do teste de Tukey, *P<0,05

Nos 15 minutos iniciais, as doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg foram capazes de
inibir 33 + 3,3, 48 + 1,67 e 52 + 1,67% respectivamente. Ja no tempo de 60 minutos, temos
uma inibicao de 50 + 4,17% para a dose de 10mg/kg, observando um aumento de apenas

2% para o tempo de 15 minutos. Para as doses de 5mg/kg e 20mg/kg, temos inibicao de 47
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t+ 3,3 e 62 + 1,67%, o que nos mostra um aumento de 14 e 10% respectivamente. Esta
inibicdo foi aumentando progressivamente até o tempo de 180 minutos, o qual temos inibigao
de 69 + 1,67%, 81 + 1,67% e 88 + 1,67% para as doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg,
respectivamente, sendo este ultimo resultado, a inibicAo maxima obtida por esta fase.
Também foi observado que no tempo de 180 minutos, a dexametasona, um conhecido
antinflamatério esteroidal, inibidor da sPLA2, na dose de 10mg/kg inibiu 96 + 1,67% do
edema causado pelo agente flogistico.

Avaliando a AUC (area sobre a curva), podemos ver que o efeito da fase em acetato
de etila do extrato metandlico possui efeito dose resposta, resultando em valores de 17,1
para salina, 4,5 para dexametasona (10mg/kg), 8,2 para dose de 5mg/kg, 6,5 para dose de
10mg/kg e 5,5 para dose de 20mg/kg.

Todas as doses dessa fase obtiveram resultado estatisticamente significativo quando
comparado a salina. Nao houve diferenca entre a dose de 20mg/kg e a dexametasona
(10mg/kg).

5.6 Efeito da administragao intraperitoneal da fase em n-BuOH do extrato metandlico

sobre o edema de pata induzido pela inje¢ao intraplantar de sPLA2 em camundongos

Representado pela Figura 17, o tratamento com a fase em n-BuOH proveniente do
extrato metandlico, 30 minutos antes do agente flogistico causou uma importante redugao no
efeito edematogénico. Logo nos primeiros 15 minutos, a dose de 20mg/kg inibiu o edema de
forma mais significativa do que a dexametasona 10mg/kg, onde temos 50 £ 3,3% contra 42 +
5%, respectivamente. A dose de 20mg/kg foi a que mais apresentou efeito inibitério sobre a
agao edematogénica da sPLA2, inibindo 80 * 3,3% e 94 + 2,5% nos tempos de 120 e 180
minutos, dados comparaveis ao controle positivo (dexametasona 10mg/kg) com inibicdo de
85 + 2,5% e 96 t 1,67%, respectivamente. A dose de 5mg/kg teve inibicdo minima de 25 +
3,3% para o tempo de 15 minutos e inibicdo maxima de 63 * 3,3% para o tempo de 180
minutos, e a dose de 10mg/kg teve inibicdo de 39 + 3,3% e 84 + 5% para os tempos de 15 e
180 minutos, sendo a inibicdo minima e maxima para essa dose respectivamente.

Ao analisar a AUC, podemos dizer que esta fase possui efeito dose resposta, pois os
resultados da AUC para 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg foram de 9,0, 6,8 e 4.8

respectivamente.
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Todos os resultados foram estatisticamente significativos quando comparados entre si,

exceto entre a dose de 20mg/kg e a dexametasona (10mg/kg).

MeOH - BuOH 20mg

20
-®- Salina
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Figura 17 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase em butanol do extrato
metandlico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido do
teste de Tukey, *P<0,05

5.7 Efeito da administragcao intraperitoneal da fase aquosa, resultante dos
procedimentos de particido com o extrato metandlico, sobre o edema de pata induzido

pela injecao intraplantar de sPLA2 em camundongos

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram que o tratamento 30 minutos antes
da sPLA2 intraplantar com a fase aquosa também teve efeito antiedematogénico, porém
menos intenso do que as outras fases de particdo obtidas do extrato metandlico. A inibigao

minima da dose de 5mg/kg foi de 17% no tempo de 15 minutos e a inibicao maxima foi de 29
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+ 3,3% no o tempo de 120 minutos. Na dose de 10mg/kg temos a maior inibicdo para esta

fase que foi de 41 £ 5,83% no tempo de 120 minutos.

20+
-®- Salina
< Dexametasona (10mg/kg) — 154
=&~ MeOH - Aquoso 5mg g . *
0.157 ¥ MeOH - Aquoso 10mg $ 10
# MeOH - Aquoso 20mg g
S
w54
3 "
-~ 0101
] *
'S, * «
@© *
E % -
E - I*
g * ) ,-!Nﬂ
® N T 4 *
3 0.051 L 4
(2]
>
o-oc L L} T L) L}
15 30 60 120 180
Minutos

Figura 18 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase aquosa do extrato
metandlico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido do
teste de Tukey, *P<0,05

Ja na maior dose (20mg/kg), a inibicdo maxima observada foi de 36 * 3,3% e a
minima foi de 25 £ 3,3%, mostrando menor variagcao entre os dados encontrados. Nenhuma
das inibicbes nas doses utilizadas com a fase aquosa foram similares as inibicdoes
encontradas com o corticoide dexametasona (10mg/kg).

Os resultados de AUC foram de 13,0, 11,5 e 11,7 para as doses de 5mg/kg, 10mg/kg
e 20mg/kg respectivamente.

Quando comparados a salina, todas as doses da fase do extrato obtiveram resultados
significativos, porém nenhuma dose obteve um resultado significante quando comparadas

entre si.
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Volume da inflamagao (mL)

5.8. Efeito da administracao intraperitoneal da fase em AcOEt oriunda do extrato
hidroalcodlico sobre o edema de pata induzido pela inje¢cao intraplantar de sPLA2 em

camundongos

O efeito da administracao intraperitoneal da fase em AcOEt do extrato hidroalcodlico
sobre o edema produzido pela injecao intraplantar de sPLA2 esta representado na Figura 19.
Para o tempo de 15 minutos, as doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg causaram inibicdo de
17 + 3,3%, 27 + 5,83% e 18 + 5,83% respectivamente. A inibicdo maxima para cada dose
nao esta muito acima desses valores, correspondendo, no tempo de 120 minutos, a 31 +

1,67%, 44 + 3,3% e 46 + 3,3% nas doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg respectivamente.
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Figura 19 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase em acetato de etila do
extrato hidroalcodlico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Analise estatistica feita conforme ANOVA
seguido do teste de Tukey, *P<0,05
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No tempo de 180 minutos, as doses de 5mg/kg e 10mg/kg tiveram uma diminuigao na
inibicdo correspondendo a 19 £ 2,5% e 38 * 3,3% respectivamente, ja a dose de 20mg/kg se
manteve com os 46 + 3,3% encontrados anteriormente no tempo de 120 minutos. Esse
extrato € muito inferior do que a dexametasona 10mg/kg que em sua menor atividade teve
uma inibicdo de 42 + 5% no tempo de 15 minutos. A AUC nos da os resultados de 12,9, 11,2
e 11,1 para as doses de 5mg/kg, 10mg/kg e 20mg/kg respectivamente.

Todos os resultados se mostraram estatisticamente significante entre si, exceto entre

as doses de 10mg/kg e 20mg/kg da fase analisada.

5.9. Efeito da administracao intraperitoneal da fase em n-BuOH do extrato
hidroalcodlico sobre o edema de pata induzido pela injegao intraplantar de sPLA2 em

camundongos

O tratamento via intraperitoneal 30 minutos antes com a fase n-BuOH do extrato
hidroalcodlico sobre o efeito edematogénico causado pela sPLA2 via intraplantar esta
expresso na Figura 20. O maior efeito antiedematogénico péde ser observado na ultima
medicéo (180 minutos) da dose de 20mg/kg que foi de 50 £ 5,83%, muito inferior quando
comparado a dexametasona (10mg/kg) que teve a sua segunda menor inibigdo em 53 +
3,3% no tempo de 30 minutos.

Para as outras doses temos inibigdo minima de 17 £ 3,3% e 21 + 2,5% no tempo de
15 minutos em doses de 5mg/kg e 10mg/kg respectivamente e inibicdo maxima no tempo de
120 minutos de 31 + 1,67% e 46 + 1,67% nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg, respectivamente.

Para a AUC, temos resultados de 12,8, 10,8 e 10,6 para as doses de 5mg/kg,
10mg/kg e 20mg/kg respectivamente.

Quando aplicado o teste estatistico, apenas a comparagao entre as doses de 10mg/kg

e 20mg/kg da fase analisada nao obteve significancia estatistica.
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Figura 20 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase em n-butanol do extrato
hidroalcodlico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido
do teste de Tukey, *P<0,05

5.10. Efeito da administragcdo intraperitoneal da fase aquosa resultante dos
procedimentos de particido do extrato hidroalcodlico sobre o edema de pata induzido

pela injecao intraplantar de sPLA2 em camundongos

A influéncia da fase aquosa resultante dos procedimentos de particdo do extrato
hidroalcoodlico sobre o efeito edematogénico causado pela administracdo intraplantar de
sPLA2 em camundongos esta representada na Figura 21. Esse extrato foi o que demonstrou
ter a menor atividade inibitéria sobre o edema causado pela sPLA2 que foi de 9 + 3,3% no
tempo de 180 minutos para a dosagem de 5mg/kg. Em contraste, nesse mesmo tempo, as
outras doses demonstraram inibir 31 + 6,6% e 38 + 4,17% para 10mg/kg e 20mg/kg

respectivamente.

44



201

-®- Salina
- Dexametasona (10mgkg)
=&~ Hidro - Aquoso 5mg g 159 .
0.15+ =¥~ Hidro - Aquoso 10mg < x
~#- Hidro - Aquoso 20mg E 105
3
w 5
£
-y 0.10+
0]
g
S
N
k=
©
© |
o f — »
5 005 [ T e— *
S
0-0 L) L] L] L] L)
15 30 60 120 180
Minutos

Figura 21 — Edema de pata induzido por sPLA2 (25ug/pata) em camundongos Swiss fémeas (25-359)
previamente tratados com Salina, Dexametasona (10mg/mL) e com a fase aquosa resultante da
particao do extrato hidroalcodlico de L. racemosa (5, 10 e 20 mg/Kg). Anadlise estatistica feita
conforme ANOVA seguido do teste de Tukey, *P<0,05

A inibicao maxima desse extrato foi observada na dose de 20mg/kg resultando em
inibicdo de 41 = 3,3% no tempo de 120 minutos. O efeito desse extrato nao pode ser
comparado ao da dexametasona 10mg/kg que apresentou como menor inibicdo 42 + 5% no
tempo de 15 minutos.

Nessa fase, a AUC foi de 14,5 para a dose de 5mg/kg, 12,4 para a dose de 10mg/kg e
11,2 para a dose de 20mg/kg.
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5.11. Influéncia da incubacdao entre as fases em AcOEt e n-BuOH do extrato
metandlico, ambas com a sPLA2 no edema de pata induzido pela inje¢cao intraplantar

do incubado em camundongos:

Analisando a figura 22, inicialmente vemos pouca expressividade da incubacao das
fases com a sPLA2, resultando em inibicdo, no tempo de 15 minutos, de 10 + 8% para o
incubado AcOEt:PLA2 e de 3,33 + 8% para o incubado n-BuOH:PLA2.

Ja podemos ver algum efeito significativo quando analisamos o tempo de 30 minutos,
o qual o incubado AcOEt:PLA2 inibiu 42,86 + 5%, mas o incubado n-BuOH:PLA2 obteve uma
inibicdo de apenas 22,86 + 15% sobre a atividade inflamatéria total. No tempo de 60 minutos,
estas inibicdes quase se igualam, resultando na inibicdo de 51,43 + 3% e 45,71 + 15% para
os incubados AcOEt:PLA2 e n-BuOH:PLA2 respectivamente.
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Figura 22 — Edema de pata em camundongos Swiss fémeas (25-35g) utilizando como agente
flogistico a substancia controle (tampao PBS), sPLA2 (12,5ug/pata), as fases em acetato de etila e

em butanol do extrato metandélico (12,5ug/pata) e os incubados das fases em acetato de etila e em
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butanol do extrato metandlico com a sPLA2 (1:1 12,5 + 12,5ug/pata). Andlise estatistica feita
conforme ANOVA seguido do teste de Tukey, *P<0,05

Entretanto, uma hora depois, aos 120 minutos, o incubado n-BuOH:PLAZ2 inibiu 12% a
mais a inflamagao do que o incubado AcOEt:PLA2, com inibicdo de 80 + 10% e 68 £ 11%
respectivamente. Ao final das 4 horas de experimento, no minuto 240, o incubado
AcOEt:PLA2 volta a inibir mais a inflamagdo com uma porcentagem de inibicdo de 95 * 5%
comparados a 85 + 10% obtidos com o incubado n-BuOH:PLA2.

Nesta analise, a AUC nos mostra que as fases de extrato testadas nao influenciam no
edema de pata causado pelas solucdes incubadas, mostrando que o edema é proveniente
exclusivamente da PLA..

Para o grupo controle obtivemos AUC de 2,5, e para a PLA; AUC de 15,8; para a fase
em acetato de etila do extrato metandlico, obtivemos AUC de 3,0 e para a fase em n-butanol
do extrato metandlico, obtivemos AUC de 1,1. Ja para os grupos experimentais, obtivemos
AUC de 5,8 para o incubado da fase em acetato de etila do extrato metandlico com a PLA; e
6.2 para o incubado da fase em n-butanol do extrato metandlico com a PLA,.

A analise estatistica comprova que nao existe diferengca entre as fases utilizadas
isoladamente, ou seja, sem a PLA;, e o grupo controle. Ja os incubados, possuem resultados

significativos comparados a PLA;, mas nao entre si, mostrando que sao equivalentes.

5.12. Efeito inibitério das fases de extratos de L. racemosa sobre a atividade

fosfolipasica da sPLA2:

O ensaio da atividade antifosfolipasica nos mostrou que todas as fases possuem
propriedades inibitérias sobre a atividade catalitica da sPLA2. Essa inibicdo esta
representada na Figura 23. Para o tempo de 60 minutos (Figura 24), a fase que apresentou
menor efeito foi a aquosa do extrato hidroalcodlico, inibindo 34 * 1,9% da atividade
enzimatica. Por outro lado, a fase em n-BuOH do extrato hidroalcodlico teve a maior
inibicdo com 68 + 1,2% seguido do extrato metandlico bruto e da fase em n-BuOH do extrato
metandlico com inibigdes de 64 + 0,89% e 64 + 1,0%, respectivamente. A fase em AcOEt do
extrato metandlico teve inibicao de 58 + 1,7%. Os outros extratos inibiram entre 38% e 52% a
atividade enzimatica da enzima PLA2. Todos os resultados foram estatisticamente

significativos quando comparado a PLA;.
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Figura 23 — Efeito das fases em acetato de etila, n-butanol e aquosa dos extratos metandlico e
hidroalcodlico e dos respectivos extratos sobre a atividade catalitica da sPLA2 utilizando o 4N30OBA

como substrato. Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido do teste de Dunnett, *P<0,05
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Figura 24 — Efeito das fases em acetato de etila, n-butanol e aquosa dos extratos metandlico e
hidroalcodlico e dos respectivos extratos sobre a atividade catalitica da sPLA2 utilizando o 4N30OBA

como substrato com tempo de incubagdo de 60 minutos. Analise estatistica feita conforme ANOVA

seguido do teste de Dunnett, *P<0,05
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5.13. Efeito inibitério dos grupos obtidos no fracionamento da fase em n-butanol do

extrato metandlico de L. racemosa sobre a atividade fosfolipasica da sPLA2:

O fracionamento da fase em n-BuOH do extrato metandlico estratificou a sua
importante inibicdo apresentada no ensaio de inibigdo enzimatica representada na figura 25.
No tempo de 60 minutos (Figura 26), os grupos que apresentaram maior inibicado foram o L7
e o0 L12, inibindo a atividade fosfolipasica em 74 + 1% e 74 + 4% respectivamente, com o
qual obtivemos um valor maior do que a prépria fase do extrato, que inibiu 66 + 1%. A menor
atividade inibitéria foi do grupo L6 que corresponde a 1 £ 1%, assim consideramos que nao
houve inibicdo significativa. Observando a atividade conforme o tempo, o grupo L6 teve um
comportamento diferente dos outros. Inicialmente, esse grupo aumentou a atividade
enzimatica, esse aumento foi de 194 + 27% no minuto 20 e foi decaindo até um aumento de
11 £ 1% no minuto 50. No minuto 70 ja observamos inibicdo de 13 + 4% na atividade
fosfolipasica. Todos as fases, exceto a L1 e L6, obtiveram resultados significantes quando

comparados a PLA2.
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Figura 25 — Efeito da fase em butanol do extrato metandlico e de seus grupos sobre a atividade
catalitica da sPLA2 utilizando o 4N3OBA como substrato. Analise estatistica feita conforme ANOVA

seguido do teste de Dunnett, *P<0,05
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Figura 26 — Efeito da fase em butanol do extrato metandlico e de seus grupos sobre a atividade
catalitica da sPLAZ2 utilizando o 4N30OBA como substrato com tempo de incubagéo de 60 minutos.

Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido do teste de Dunnett, *P<0,05

5.14. Inibicao da atividade miotoxica da sPLA2 resultante da incubagao com as fases

em AcOEt e n-BuOH do extrato metandlico:

A incubacao da enzima PLA2 com os extratos de L. racemosa nao apresentaram uma
atividade inibitéria significativa sobre o efeito miotdxico dessa enzima. A fase em AcOEt do
extrato metandlico (Figura 27) apresentou inibicdo da atividade miotdxica de 18 + 8%,
enquanto a fase em n-BuOH do mesmo extrato (Figura 28) ndo apresentou nenhuma inibigéo
significativa comparado a injegado da enzima pura. Essa pequena inibicdo apresentada pela

fase em AcOEt do extrato metandlico ndo foi estatisticamente significativa, nos levando a um

resultado negativo.
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Figura 27 — Atividade da enzima Creatina Quinase de camundongos tratados com sPLA2 (50uL,
254Q), solugdo salina, fase em AcOEt do extrato em MeOH (50uL, 25ug) e incubado entre sPLA2 e
fase em AcOEt do extrato em MeOH (50uL, 25ug). Analise estatistica feita conforme ANOVA seguido
do teste de Dunnett, *P<0,05
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Figura 28 — Atividade da enzima Creatina Quinase de camundongos tratados com sPLA2 (50uL,
254Q), solugao salina, fase em n-BuOH do extrato em MeOH (50uL, 25ug) e incubado entre sPLA2 e
a fase em n-BuOH do extrato em MeOH (50uL, 25ug). Analise estatistica feita conforme ANOVA
seguido do teste de Dunnett, *P<0,05
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6. DISCUSSAO

Os produtos naturais extraidos de plantas sdao de grande interesse para o
desenvolvimento de novos farmacos. Essas moléculas, quando isoladas, podem servir como
futuros farmacos ou como protétipo para criagdo de outros. (Barreiro e Bolzani, 2009) O
ensaio bioassistido € uma ferramenta chave para a busca das moléculas mais ativas em uma
planta. (Filho e Yunes, 1997) Neste estudo, utilizamos os ensaios de edema de pata em
camundongos, quantificagdo da creatina quinase sérica e de inibigdo enzimatica para guiar a
tarefa de isolamento das substancias quimicas com maior potencial antinflamatoério e
antifosfolipasico.

Dentre muitos metabdlitos especiais destacam-se os flavondides por apresentarem
diversos efeitos terapéuticos como antinflamatério, antioxidante, antimicrobiano, entre outros.
Devido a esse amplo espectro terapéutico, essa classe & de especial interesse para a
farmacologia. (Harbone e Williams, 2000)

A sPLA2, enzima extraida do veneno de varias serpentes e outros animais, exerce
efeitos inflamatérios e miotdxicos advindos da clivagem dos fosfolipideos de membrana em
eicosanodides pro-inflamatérios como o acido araquidénico. Ja é sabido que sua atividade
pode ser inibida por flavondides e seus similares, prevenindo a formacdo de acido
araquidbénico e, consequentemente, suas acdes deletérias como a inflamagdo e a
miotoxicidade (Lattig et. al.; 2007).

Os ensaios iniciais de edema de pata com as fases dos extratos foram realizados com
o intuito de obter uma triagem farmacoldogica das amostras, e assim, poder selecionar as
melhores fases para dar continuidade ao trabalho quimico de isolamento e elucidagao
estrutural. Tal avaliagao preliminar permitiu a escolha das fases em acetato de etila e em n-
butanol do extrato metandlico.

A fase em acetato de etila do extrato metandlico (figura 16) foi a primeira selecionada,
tanto por possuir boa atividade farmacoldgica no ensaio de edema de pata, ou seja, atividade
antiedematogénica consideravel, tendo como inibicdo maxima a dose de 20 mg/kg no tempo
de 180 minutos e AUC de 5.5 para esta dose, quanto por apresentar consideravel atividade
de inibicdo enzimatica para a enzima sPLA2, ou seja, atividade antifosfolipasica, com inibigao
de 58 + 1,7% da atividade enzimatica no tempo de 60 minutos. Ambos os testes séo
significativos quando comparado aos controles, e para o ensaio de edema de pata, essa

dose apresentou AUC de 17,1 para salina, 4,5 para dexametasona (10mg/kg).
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A fase em n-butanol do extrato metandlico (figura 17) também foi selecionada por
exibir significativo efeito antiedematogénico quando comparado as outras fases, exibindo
valores de inibicado de 50 + 3,3% para a dose de 20 mg/kg aos 15 minutos, efeito este que foi
mais pronunciado que o farmaco de referéncia (dexametasona 10 mg/kg), que inibiu 42 + 5%
no mesmo tempo. Para a dose de 20 mg/kg, a atividade antiedematogénica mostrou-se
ligeiramente inferior a dexametasona 10 mg/kg com a diferenca menor que 5% de inibi¢cao
durante todo o ensaio. Entretanto, ndo observamos nenhuma diferenca estatisticamente
significante entre a dose de 20 mg/kg e a dexametasona 10 mg/kg no qual obtivemos valores
de AUC de 4.8 para a dose de 20 mg/kg e 4.5 para a dexametasona 10 mg/kg.

O efeito antifosfolipasico observado no minuto 60 do ensaio com a fase em n-butanol
do extrato metandlico (figura 24) foi o segundo maior com inibicdo de 64 + 1,0% da atividade
fosfolipasica, ficando atras apenas da fase em n-butanol do extrato hidroalcodlico. Essa
ultima fase nao foi selecionada para a continuidade do trabalho quimico por ndo possuir
atividade antiedematogénica significativa.

Em contraponto ao apresentado na fase em acetato de etila do extrato metandlico, a
fase n-butandlica do extrato metandlico esta enriquecida com uma substancia majoritaria
presente no tempo de retencdo de 3,7 minutos, o que nos sugere que a atividade
antinflamatéria possa ter origem na substancia contida neste pico. A fase em acetato de etila
do extrato metandlico também apresenta este pico, porém também possui outros compostos
em quantidades significativas.

Os outros 4 picos apresentados no cromatograma da fase em n-butanol do extrato
metandlico entre os tempos de 5 minutos e 17 minutos sao minoritarios e pouco relevantes
em relagao a intensidade, quando comparados ao pico majoritario.

Em ambas as curvas do efeito antiedematogénico podemos observar um perfil de
efeito dose resposta, tendo menores inibigdes para as doses de 5 mg/kg e maiores inibi¢cdes
para as doses de 20 mg/kg. Também podemos observar o perfil de efeito dose resposta para
a fase aquosa do extrato hidroalcodlico. Estes fatos podem ser confirmados pela AUC obtida
nesses ensaios para cada dose. Entretanto, comparando as outras fases, as curvas de
inflamacédo das doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg estdo sobrepostas nos sugerindo uma
saturagao no efeito antiedematogénico.

Como ja esperado, em todos os ensaios de edema de pata a menor atividade foi

observada na dose de 5 mg/kg.
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Para realizar a elucidacao estrutural dos compostos presentes nas fases e fracoes
provenientes de Laguncularia racemosa, foi utilizada a técnica de espectrometria de massas.

O espectro e as fragmentagdes de massas obtidas no ensaio de espectrometria de
massas, adicionado aos espectros em ultravioleta dos componentes da amostra, nos dao
pistas sobre a estrutura quimica da molécula, nos permitindo em muitas vezes a completa
elucidacao estrutural.

A primeira fase escolhida para o ensaio de espectrometria de massas foi a fase em
acetato de etila do extrato metandlico, pois, como descrito nas figuras 6 e 7, essa fase possui
4 picos com espectros que absorvem na regiao de 227-228 nm, 260-265 nm e 355-357 nm,
representando um fragmento de cinamoila que €& caracteristico de alguns flavondides.
(Simbes et al, 2007)

Os espectros e a fragmentacdo de massas obtidos no ensaio de espectrometria de
massas nos permitiu identificar 10 flavondides O-glicosilados presentes na fase em acetato
de etila do extrato metandlico. De acordo com as fragmentagdes de massa no modo positivo,
pudemos identificar um flavondide, elucidado como Miricetina-3-O-rhamnosideo. Todos os
outros 9 flavondides foram elucidados no modo negativo, resultando na elucidagdo da
Miricetina-3-O-(galoil)-glicosideo, Miricetina-3-O-glicosideo, Miricetina-3-O-xilosideo,
Quercetina-3-0O-(galoil)-glicosideo, Miricetina-3-O-arabinosideo, Quercetina-3-O-glicosideo,
Quercetina-3-O-xilosideo, Quercetina-3-O-arabinosideo e Quercetina-3-O-rhamnosideo.

Lembrando que para os flavondides ligados a fragmentos de xilose e arabinose, com a
técnica empregada, ndo podemos afirmar com exatidao qual é o glicosideo ligado a aglicona.
Apenas sabemos que quem pela ordem de elui¢ao.

De acordo com um trabalho neozelandés de 1996, foi observado que a quercetina-3-
O-xilosideo possui tempo de retencdo menor do que a quercetina-3-O-arabinosideo. Assim,
inferimos que de acordo com a tabela 2, a substancia que foi eluida no tempo de retencao
12,6 é a quercetina-3-O-xilosideo e no tempo de retengcdo 13,5 € a quercetina-3-O-
arabinosideo. O mesmo ¢é valido para a aglicona miricetina. (Lu e Foo, 1997)

Na atualidade, j4 € bem estabelecido por inumeros trabalhos publicados (Gil et al,
1994, Hoult, et al., 1994, Cotelli et al., 1996, Rotelli et al., 2003, Laupattarakasem et al.,
2004), que os flavondides possuem atividades antioxidante e antinflamatéria, explicando em
parte os efeitos da fase em acetato de etila do extrato metandlico. Entretanto, nesse

momento do estudo, podiamos apenas sugerir que a origem do efeito antiedematogénico
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exercido pela fase n-butandlica do extrato metandlico deva estar relacionada ao constituinte
quimico maijoritario presente nesta fase.

Conforme preconizam os comités de ética de uso de animais em pesquisa, o teste de
atividade miotodxica utilizou um pequeno numero de animais e, portanto, foi realizado apenas
com as fases em acetato de etila e n-butanol do extrato metandlico. Esse teste quantifica a
enzima creatina quinase liberada pelo tecido muscular, no qual € injetado a sPLA2, que cliva
fosfolipideos de membrana causando lise nas células musculares liberando seu conteudo
citoplasmatico que é rico em creatina quinase (Cintra-Francischinelli et al,. 2010).

Os ensaios nos mostram que ambas as fases nao exercem efeito miotdxico, assim
nao aumentam significativamente a liberagdo de creatina quinase quando comparado a
diferenca entre a injecdo de sPLA2 e a injecao de solugao salina.

Para verificar se as fases em questao possuem efeito inibitorio sobre a sPLA2, foi feita
a incubacado prévia da amostra com a enzima sPLA2 visando uma possivel interacdo
molecular, e apods isso, esse incubado é injetado no musculo. Nesse ensaio ndo obtivemos
resultados positivos com a fase em n-butanol do extrato metandlico a qual nao inibiu a
liberagdo de creatina quinase quando comparada a inje¢ao de sPLA2 pura. Para a fase em
acetato de etila do extrato metandlico houve uma pequena inibicdo de 18 = 8%, nos
mostrando um resultado estatisticamente negativo quando comparada a injegao de sPLA2
pura.

Segundo Lattig et. al., 2007, esses resultados nos permitem inferir que a minima
inibicdo da fase em acetato de etila do extrato metandlico, pode estar correlacionada a
presenca de flavondides enquanto que a fase em n-butanol do extrato metandlico por
apresentar reduzida concentragao de flavonoides, ndo apresenta tal efeito. Associando os
resultados de atividade bioldgica com os resultados provenientes da analise por
espectrometria de massas da fase em acetato de etila do extrato metandlico, na qual foram
identificados dez flavondides glicosilados, temos evidéncias de que sao esses constituintes
quimicos que exercem a inibicao dos efeitos edematogénico e catalitico, caracteristicos da
acao da sPLAZ2.

A partir desses resultados, foi realizado o teste de edema de pata utilizando o
incubado fase:enzima como agente flogistico, com o objetivo de tragar a sua curva de
inibicdo inflamatdria e, assim, obter alguma correlagao entre a atividade antinflamatéria e o

potencial de inibicdo enzimatica destas fases. Neste ensaio, foram utilizadas as fases em
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acetato de etila e n-butanol do extrato metandlico, selecionadas para o prosseguimento do
estudo.

As duas fases quando injetadas isoladamente apresentaram um comportamento
semelhante a injegdo de PBS, mostrando que elas ndao exercem efeitos flogisticos. Logo,
quando injetado, via intraplantar, o incubado da fase em acetato de etila do extrato
metanolico com a sPLA2, no 15° minuto temos uma pequena inibigdo de 10 + 8% do efeito
edematogénico seguido de inibicdo significativa de 42,86 + 5% no minuto 30. J& para o
incubado fase em n-butanol do extrato metandlico com a sPLA2, as inibicdes foram de 3,33 +
8% e 22,86 £ 15% para os minutos 15 e 30, respectivamente.

Essa primeira fase do experimento € de suma importancia ja que o agente flogistico é
a sPLA2, pois por ser uma enzima que catalisa rapidamente os fosfolipideos de membrana
em agentes pré-inflamatérios, seu pico de inflamagéo ocorre até os 30 primeiros minutos, ao
contrario da carragenina, substancia largamente utilizada no teste de edema de pata, que é
um agente irritante, depende da acédo do sistema imunolégico, convocagao de células de
defesa como mastocitos e, consequente liberacdo de histamina, caracterizando um pico de
inflamacédo apds a primeira hora do experimento (Di Rosa et al., 1971, Gil et al,. 1997,
Toyama et al,. 2003, Toyama et al, 2009).

Com os resultados de inibicado do edema de pata dos incubados, podemos inferir que
para esse ensaio, a fase em acetato de etila do extrato metandlico possui efeito
antifosfolipasico equivalente ao da fase em n-butanol do extrato metandlico, fato também
observado quando temos um efeito sistémico dessas fases.

Mesmo apresentando ligeiras diferengas na inibicdo do edema nos tempos 15 e 120
minutos, ndo foi observada nenhuma diferengca estatisticamente significativa quando
comparadas as curvas entre si.

Comparando a AUC obtida nas duas fases, a fase em acetato de etila do extrato
metandlico apresenta um valor um pouco menor do que a fase em n-butanol do extrato
metandlico, mostrando uma ligeira vantagem no efeito antiedematogénico para a fase em
acetato de etila. Esses resultados corroboram com a possibilidade da fase em acetato de
etila do extrato metandlico possuir maiores concentracbes de flavondides e
consequentemente inibirem de forma mais acentuada a PLA2 e, ao mesmo tempo, indicam
uma possivel atividade antinflamatdria proveniente de outras vias como inibicdo de COX-1/2
ou atividade antioxidante de algum composto contido na fase em n-butanol do extrato
metandlico (William et al., 1995, Rotelli et al., 2003, Lattig et al.; 2007).
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Diante dos resultados expostos e devido a maior massa da fase em n-butanol do
extrato metandlico (372 mg) em comparagdo com a fase em acetato de etila do extrato
metandlico (194 mg), optou-se pela realizagdo do fracionamento dessa fase em uma coluna
cromatografica utilizando filtragcdo em gel de Sephadex LH-20 para separagao e possivel
purificacao dos compostos ali contidos.

Assim, a partir do fracionamento cromatografico da fase em n-butanol do extrato
metandlico foram obtidas 195 fragdes, que apds analises por CCDC, foram reunidas em 12
grupos de fragdes nomeados L1 a L12 os quais foram submetidos a cromatografia liquida.

Através da analise dos cromatogramas obtidos dos grupos resultantes do
fracionamento foi possivel verificar que todos os grupos estavam impregnados com a
substancia majoritaria da fase que possui tempo de retencdo de 3,7 minutos. No entanto,
apenas o grupo L7 e o grupo L12 apresentaram tal componente (tg= 3,7min) com maior
abundancia quando comparado aos demais grupos (Figura 13).

Também foi possivel verificar que o grupo L4 possuia em seu cromatograma 5 picos
com as mesmas bandas de absor¢do em UV correspondentes ao fragmento cinamoila ja
visto na fase em acetato de etila do extrato metandlico, novamente sendo sugestiva a
presenca de flavondides neste grupo.

A posterior analise do grupo L4 por espectrometria de massas permitiu a identificagao
de oito flavondides glicosilados pertencentes as mesmas agliconas, miricetina e quercetina,
presentes na fase em acetato de etila do extrato metandlico. No entanto, metade dos
flavonoides (quatro) do grupo L4 possuem o grupamento galoil, derivado do acido galico,
esterificado a unidade de agucar. Os flavondides foram elucidados como: Quercetina-3-O-
(galoil)-glicosideo, Quercetina-3-O-(galoil)-xilosideo, Miricetina-3-O-(galoil)-xilosideo,
Miricetina-3-O-(galoil)-rhamnosideo, Miricetina-3-O-xilosideo, Miricetina-3-O-rhamnosideo,
Quercetina-3-O-xilosideo e Quercetina-3-O-rhamnosideo.

A Laguncularia racemosa € uma espécie que possui altas concentragbes de taninos
(De-Godoy et al. 1997, Shi et al., 2010, Ebrahim et al., 2012), e em particular, os taninos
hidrolisaveis, que sdo poliésteres de acido galico. Em 2009, Mendonga e colaboradores
revelaram uma associagao entre o numero de galhas da planta e sua quantidade de fendis.

Descobriu-se assim que os insetos evitavam as plantas galhadas, possivelmente pela
quantidade de metabdlitos especiais ali contidos. Esse estudo também mostrou que o
principal composto fendlico contido em L. racemosa era o acido galico, justificando assim a

formagao de metabdlitos especiais com esse grupamento.
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Unindo os fatos publicados por Shi e colaboradores (2010), Mendonga e
colaboradores (2009) e a definigdo descrita por Lekha e Lonsane (1997), podemos
considerar esperada a presenga do grupamento galoil ligado a metabdlitos especiais, tais
como os flavonoides glicosilados presentes na espécie L. racemosa.

Os flavonodides intrinsicamente podem ser considerados compostos fendlicos, que
quando polimerizados, dao origem as proantocianidinas, que nada mais sdo que os taninos
condensados (Lekha e Lonsane, 1997).

Sabemos que os taninos sao capazes de precipitar proteinas, e assim, poderia abolir
a atividade da PLA2. Nos ensaios antifosfolipasicos, obtivemos melhores resultados com os
grupos L7 e L12, que continham como substancia majoritaria um pico com T, = 3,7. Para os
taninos, por serem moléculas polifendlicas, € esperado que esse tenha um tempo de
retengdo baixo quando aplicado numa coluna cromatografica C18, assim, levantamos a
suspeita de que essa substancia seja um tanino. Resultados parciais de RMN ja confirmaram
que a substancia contida em L7 € um tanino, porém sua estrutura ainda nio esta totalmente
elucidada.

Lembrando que esse € o segundo estudo que identificou flavondides em L. racemosa.
Shi e colaboradores, 2010, isolaram 4 flavondides nomeados narigenina, apigenina, crisina e
luteolina.

Este é o primeiro estudo que identificou 13 flavondides glicosilados, (citados
anteriormente nas figuras 9 e 14), e alguns deles, como os flavondides ligados ao fragmento
galoil foram raramente isolados na fitoquimica atual.

Este fato reforga as evidéncias de que o mangue é um ambiente rico, ndo apenas no

sentido ecolégico como também pode contribuir com a quimica de produtos naturais atual.
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7. CONCLUSAO

Sumario:

* A analise da fase em AcOEt do extrato MeOH por CLAE-EM identificou 10 flavondides
glicosilados e a analise do grupo L4, resultante do fracionamento da fase em n-BuOH
do extrato MeOH por CLAE-EM identificou 8 flavondides glicosilados.

* A atividade antiedematogénica foi acentuada nas fases que continham flavondides,
com perfil dose resposta.

* A atividade antifosfolipasica também foi acentuada nas fases que continham
flavondides e principalmente no grupo L7 e L12, que possuem uma substancia
isolada.

* A atividade antimiotoxica foi negativa para as fases AcOEt e n-BuOH do extrato

metandlico.
Conclusoes:

E sabido que os flavondides possuem a capacidade de inibir a PLA2 e outras vias da
cascata da inflamacgao. Possivelmente, a atividade antiedematogénica das fases em AcOEt e
n-BuOH do extrato metandlico sao provenientes dos flavondides identificados nas
respectivas fases. Entretanto, existe uma substancia em todas as fases com T, = 3,7 que nao
foi elucidada.

Foi observado que para a atividade antifosfolipasica, os melhores resultados foram
observados nos grupos L7 e L12, grupos esses que estdo enriquecidos com a substancia
isolada n&o identificada.

Entretanto, no ensaio antimiotdxico nao foi observada interagcdo entre as fases em
AcOEt e n-BuOH do extrato MeOH e a sPLA2, o que nos sugere que essas fases

possivelmente nao inibem a sPLAZ2 in vivo.
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ANEXOS

Anexo | — Espectro em UV do pico 7 do cromatograma da fase em Acetato de Etila do extrato
metandlico de L. racemosa.

Peak #7 16.28 min

60,017
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Anexo Il — Cromatogramas das fases resultantes do particionamento dos extratos metandlico
e hidroalcodlico oriundo de L. racemosa e suas respectivas massas (Exceto das fases em
acetato de etila e n-butanol do extrato metandlico representados nas figuras 6 e 8
respectivamente).

Fase em diclorometano do extrato metandlico (22 mg)

120 Marcus #5 [modified by Quimica] Ext. MeOH - Fase DCM UV_VIS_3
mAU WVL:275 nm

b 1-8,367
8 -26,786

3-16,194 1 455 23:828,303

4

2-11,601

0t min
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fase aquosa do extrato metandlico (1,221 g)

3.000 Marcus #1 [modified by Quimica] Ext. MeOH- Fase aquosa UV_VIS 3
: mAU WVL:275 nm
2.500—
1-3,738
2.000+
1.500—
1.000—
500+
b 2 -4,991
07
-500—— —— —— —— —— —— — e min
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fase em diclorometano do extrato hidroalcodlico (6,5 mg)

700 Marcus #10 [modified by Quimical] UVv_VIS_ 4
" ImAU WVL:300 nm
7 6 - 19,455
60,0
50,0 9 -26,782
| 8 - 24,575
40,0 5.18,466
| 2-11,657
30,0
| 1-8,385
B5
-10,0-— : —— — —— — ————min
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fase em acetato de etila do extrato hidroalcodlico (330 mg)

1. 600_Marcus #7 [modified by Quimica] UVv VIS 4
7mAU WVL:300 nm
1.400 1-3,735
1.200
1.000
800
600
400
-200 — —— —— —— —— “‘njin
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fase em n-butanol do extrato hidroalcodlico (456 mg)

3.000 Marcus #4 [modified by Quimica] UVv_VIS_ 4
’ mAU WVL:300 nm
| 1-3,775
2.500—
2.000—
1.500—
1.000—
-500—— —— —— —— —— : e min
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fase aquosa do extrato hidroalcodlico (1,112 g)

UV_VIS 4

1.200 Marcus #3 [modified by Quimica]
mAU

1-3,728

4 3 45656899

WVL:300 nm
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Anexo lll — Cromatogramas resultantes do fracionamento da fase em n-butanol do extrato
metandlico oriundo de Laguncularia racemosa, exceto as fragdes L4 e L7, representadas nas
figuras 11 e 13 respectivamente.

Fracao L1

90 Marcus #17 [modified by Quimica] L1 UV_VIS_3
mAU WVL:275 nm

B 1-3,712

4 -15,983
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Fracédo L2

50.0 Marcus #16 [modified by Quimica] L2 UV_VIS_3
” mAU WVL:275 nm

1 1 23.72831

40,0+
| 3-8,131

30,0

20,0

10,0+

-10,0-
-20,0—
min|
-30,0 : —— —T —— —T — — :
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fracédo L3

100 Marcus #15 [modified by Quimica] L3 UV_VIS_3

_mAU WVL:275 nm

88
i 2-3,718

75

63—

50| 3-4,876

38
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Fracdo L5

LS5

UV_VIS_3

2.000 Marcus #13 [modified by Quimica]
mAU

1 1-3,701

1.800—+

2 -4,846
3-7,854

WVL:275 nm

min|
:

30,0 35,0
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Fracédo L6

80,0 Marcus #12 [modified by Quimica]

L6

UV_VIS_3

mAU

-10,0 ‘

1-3,703

WVL:275 nm

min|
:

30,0 35,0
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Fracédo L8

2.500 Marcus #10 [modified by Quimica]

L8

UV_VIS_3

mAU

1-3,704

WVL:275 nm

min|
:

35,0
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Fracédo L9

3.000 Marcus #9 [modified by Quimica] L9 UV_VIS_ 3

’ mAU WVL:275 nm
g 1-3,706

2.500—

2.000—

1.500—

1.000—

500
1 2 - 4,379
o J

-500—— —— —— —— —— —— — N
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fracao L10

1.600 Marcus #8 [modified by Quimica] L10 UV_VIS_ 3

: mAU WVL:275 nm
] 1-3,710

1.400—

1.200—

1.000—

800

600

400+

200+
-/

-200-— —— —— —— —— —— — N
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fracao L11

3.000_Marcus #7 [modified by Quimica] L11 UV VIS 3
7mAU WVL:275 nm
2.500 1-3,714
2.000
1.500
1.000
500
A
-500 — —— —— —— —— ““r‘nin
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Fracao L12

1.800 Marcus #6 [modified by Quimica] L12 UV_VIS_ 3
’ mAU WVL:275 nm

1-3,712

-200 min|
. —T — T — T —T —T — :
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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