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RESUMO

Mesmo apds décadas do descobrimento dos anti-inflamatdrios inibidores de fosfolipase
continua a busca por novas moléculas que sejam capazes de apresentar esse efeito terapéutico sem
a indugdo de efeitos colaterais. O objetivo deste estudo foi obter extrato polar de partes aéreas de
Tithonia diversifolia, viabilizando um padrdo de qualidade para esse extrato a partir da
identificagdo de seus principais constituintes e apds essa determinagdo, avaliar o seu efeito sobre a
atividade de fragoes de fosfolipase A2 basicas secretorias (SPLA2) obtidas de Bothrops jararacussu
(Bj) e Crotalus durissus ssp (Cd). Os extratos foram obtidos por infusdo e decocgdo e apds a
identificagdo dos constituintes por cromatografia e LC/MS-MS, determinou-se que o extrato de
melhor rendimento foi obtido por decoccdo e que seus principais constituintes sdo derivados do
acido cinamico: cafeoil-glicosidico, tagitinina C e 4cido quinico. A técnica de molecular imprint
(MP) permitiu uma separagdo dos constituintes sendo uma metodologia pratica. O extrato polar
apresentou atividade anti-agregante plaquetaria na concentracdo de 0,6 a 20ug/mL, frente ao
estimulo de inducdo por trombina, o que representa que o chd ndo ¢ tdo inerte e que pode promover
complicagdes em individuos com disttrbios de coagula¢do. A purificagdo de Bj e Cd foi realizada
por técnicas cromatograficas, com rendimento de aproximadamente 30% (p<0,05) de sPLA2.
Ensaio enzimatico in vitro, que utilizou substrato cromogénico sintético de PLA2 o 4-nitro-
3-octanoiloxi-benzodico (NOBA) identificou que o extrato polar foi capaz de reduzir em 60%
(p<0,05) a atividade enzimatica de sPLA2 de Bj, independente do tipo de tratamento
aplicado. A reducdo da atividade de sPLA2 de Cd foi reduzida em 30% (p<0,05) quando a
mesma foi incubada por 30 min em presenca do extrato. As modificacdes dos efeitos
patoldgicos causados por sPLA2s foram avaliadas por ensaios in vivo. A a¢cdo edematogénica
de sPLA2 de Bj foi reduzida em 50% (p<0,05), quando esta estava em presenga do extrato,
independe de prévia incubagdo, j& a mesma agdo para sPLA2 de Cd foi reduzida
drasticamente pelo extrato, no entanto, apoés 60 min da administragdo do agente indutor de
inflamagao, a capacidade miotdxica com consequente liberagdo de creatina-quinase (CK) foi
modulada pelo extrato de forma distinta dependendo da fonte de sPLA2. Para sPLA2 de Bj o
extrato promoveu uma atividade protetora de liberagdo de CK, pois reduziu a liberacdo da
enzima quando foi aplicado intraperitoneal 30 min antes do agente agressor, no entanto, a
sPLA2 de Cd apresentou capacidade reduzida de liberagcdo de CK quando foi incubada com

o extrato por 30min antes da aplicagdo do mesmo no musculo do cobaio. Diante da acdo do
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extrato sobre a inflamacdo induzida por sPLA2 buscou-se, através de técnica da reacdo da
polimerase em cadeia em tempo real (PCR em tempo real), determinar a influéncia do extrato na
expressao de genes envolvidos na inflamacdo. Determinou-se que o gene Nf-Kb, embora responda
a presenca do extrato, ¢ o que mais tardiamente ¢ ativado (ou expresso), possivelmente por ser
nuclear. Através desses ensaios foi possivel determinar a a¢do desses extratos sobre a resposta

inflamatéria aguda induzida pela agdo de sPLA2s de venenos de serpentes.

Palavras-Chave: Asteraceae, Bothrops, Crotalus, Inibidores de Fosfolipase A2 e Inflamacao.
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ABSTRACT

Even after decades of the discovery of the anti-inflammatory inhibitors of phospholipase,
there is a continuous search for new molecules which are able to provide this therapeutic effect
without inducing side effects. The aim of this study was to obtain polar extract of the aerial parts of
Tithonia diversifolia, enabling a quality standard for this extract from the identification of its main
constituents and after this determination, to evaluate its effect on the activity of fractions A2
phospholipase basic secretory (sPLA2) obtained from Bothrops jararacussu (Bj) and Crotalus
durissus ssp (Cd). The extracts were obtained by decoction and infusion and after the identification
of the chromatography and LC / MS-MS. It was determined that the best yield of extract was
obtained by decoction and its main constituents are cinnamic acid derivatives: caffeoyl - glycosidic,
tagitinina C and quinic acid. Molecular imprint technique (MP) enabled separation of the
constituents being a practical methodology. The polar extract showed anti-platelet activity at a
concentration of 0.6 to 20 pg/mL, opposite the stimulus induced by thrombin, which indicates that
tea is not as inert and may promote complications in patients with coagulation disorders.
Purification of Bj and Cd was performed by chromatographic techniques, with a yield of
approximately 30% (p<0,05) of sPLA2. In vitro enzyme assay, which used synthetic chromogenic
substrate of sSPLA2 4-nitro-3-octanoyloxy benzoic acid (NOBA), it was identified that the polar
extract was able to reduce by 60% (p<0,05) the enzymatic activity of SPLA2 Bj, regardless of the
type of treatment applied, the reduction of the activity of sSPLA2 Cd was reduced by 30% (p<0,05)
when it was incubated for 30 min in presence of the extract. The modifications of the pathological
effects caused by sPLA2s were evaluated by in vivo tests. The edematous action of sSPLA2 Bj was
reduced by 50% (p<0,05) when it was in presence of the extract, independent of incubation, since
the same action for sSPLA2 Cd was drastically reduced by the extract, however, after 60 min of
administration of the agent inducer of inflammation, the myotoxic capacity with consequent release
of creatine - kinase (CK) was modulated by the statement differently depending on the source of
sPLA2, sPLA2 Bj to extract promoted a protective activity of CK release, because it reduced the
release of enzyme, when applied intraperitoneally, 30 min before the offending agent, however,
sPLA2 Cd showed reduced ability to release when CK was incubated with the extract for 30 min
before application of the same muscle. Before the action of the extract on the SPLA2 induced
inflammation was sought through the technique of polymerase chain reaction in real time (real time

PCR), to determine the influence of the extract on the expression of genes involved in
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inflammation. We determined that Nf - Kb gene was the answer that although the presence of the
extract is that the later is activated (or expressed), possibly because it was nuclear. Through these
studies it was possible to determine the effect of these extracts on the acute inflammatory response

induced by the action of sSPLA2s from snake venoms.

Key words: Asteraceae, Bothrops, Crotalus, Phospholipase A2 inhibitors, Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos naturais com finalidade terapéutica

A busca de compostos obtidos a partir de plantas tem proporcionado a industria
farmacéutica fonte de pesquisa para o desenvolvimento de novos firmacos. A importancia
historica desses compostos, como protdtipos de categorias terapéuticas, data do século XVIII
com a descoberta da digitoxina e, no século seguinte, da morfina, quinina, atropina, efedrina,
cocaina e tubocurarina (Schenkel, Gosmann e Petrovick, 1999).

O Instituto Nacional de Satde dos E.U.A (NIH) relatou que oitenta por cento (80%)
da populagdo mundial depende de plantas medicinais para os cuidados primarios a satde
(Harvey et al., 1998). Em contrapartida a Organizacio Mundial de Saude (OMS) busca
incentivar o desenvolvimento da medicina tradicional como uma fonte de menor custo,
especialmente nos paises em desenvolvimento. Dos fairmacos mais vendidos na atualidade,
cerca de 50% sao derivados de produtos naturais (Schuster, 2001).

A biodiversidade brasileira abriga entre 15% - 20% do nimero total de espécies do
planeta. Entretanto, muito pouco tem sido realizado para transformar esse potencial em
vantagem competitiva, principalmente se considerarmos a utilizacdo como forma de inser¢ao
social, protecao e manuten¢do dessa biodiversidade (Gottlieb, Kaplan e Borin, 1996).

No decorrer de cinco anos, de 2003 a 2008, no Brasil, foram requeridas apenas 25
patentes de extratos com potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos. A
maioria dos processos de patente consistia em produtos com atividade anti-inflamatoria,
antialérgica, antiparasitaria e para o tratamento de doengas infecciosas. As universidades
foram as principais responsaveis pela maioria das descobertas que levaram as patentes
(Balbani, Silva e Montovani, 2009).

Atualmente, das 96 moléculas, ativas como fadrmacos e que gozam do direito
patentario no Brasil, apenas uma ¢ resultado de pesquisa brasileira (ANVISA, 2011). A
escassez de uma politica nacional para a inovacdo na area dos medicamentos de origem
vegetal possivelmente seja a responsavel pelo fato de que apesar de toda producdo cientifica
realizada a partir da segunda metade do século passado, os esforcos ndo resultaram
necessariamente em desenvolvimento tecnoldgico e menos ainda em novos produtos ou

medicamentos (Fernandes, 2001). Apenas em fevereiro de 2005, um grupo de trabalho

23



interministerial foi constituido por decreto presidencial para formular a politica nacional de
fitoterdpicos, e a partir desse momento o fomento a pesquisas com o foco em plantas
medicinais aumentou (Brasil, 2005).

A validagdo da eficicia do uso de plantas medicinais, a partir de testes
farmacoldgicos e bioquimicos, tem gerado resultados promissores no desenvolvimento de
novos medicamentos. Esses resultados originam-se de uma estratégia de pesquisa que parte
de informacdes bibliograficas, etnobotanicas e/ou etnofarmacologicas e segue com a
realizacdo de ensaios in vitro e in vivo (Fapesp, 2008).

Os fitocomplexos sdo um grupo de principios ativos (metabolitos secundarios) que,
em conjunto, explicam qualitativamente e quantitativamente as a¢des farmacoldgicas de uma
planta medicinal. Nos fitocomplexos esses principios ativos, na maioria das vezes,
apresentam fung¢do sinérgica, antagdnica ou protetora (Silva, 2003). Na fitoterapia a planta ¢é
utilizada integralmente, isto ¢ com todos seus constituintes quimicos, conferindo atividade
terapéutica um pouco diferente daquela apresentada por principios ativos isolados (Miguel e
Miguel, 2000).

Gragas aos avangos tecnoldgicos e legislativos, 0 momento € oportuno para a procura
de novas estruturas com atividade farmacologica a partir de produtos naturais. No entanto, a
obtencdo de principios ativos isolados pode ser complexa porque a maioria dos produtos
naturais sdo misturas ou extratos (Schuster, 2001). A alternativa coerente para essa situacao ¢
a busca de fitofarmacos compostos por fitocomplexos, obtidos a partir de extratos de plantas

com reconhecidas atividades etnofarmacologicas.

1.2. Tithonia diversifolia

Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray (Asteraceae) ¢ um arbusto nativo do México,
também encontrado em regides da Africa, Australia, Asia, América do Norte e Central. Suas
flores sdo comumente conhecidas como girassol Mexicano ou malmequer (tree marigold)
(Pereira, Vichnewski e Nasi, 1997). A flor da T. diversifolia, conhecida como crisantemo
(Chrysanthemum) foi usada como ornamento decorativo pelo Imperador da China na
antiguidade (Rungeler ef al., 1998). Passados os séculos essas flores continuam sendo usadas

com finalidade ornamental ou como adubo para agricultura (Thijssen, Murithi e Nyaata,
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1993).

As folhas sdo a principal parte da planta utilizada em etnomedicina, principalmente na
forma de cha ou extratos alcoolicos. As partes aéreas sdo tradicionalmente administradas sob
a forma de infusdo ou decoc¢do, ou maceradas em alcool, para o tratamento de malaria nas
ilhas de Sdo Tomé e Principe e Golfo da Guiné. Também sdo utilizadas para o tratamento de:
diabetes mellitus, dores estomacais, indigestdo, dores de garganta e dores hepaticas por tribos
do Kenya (Kokwaro, 1976) (Takanashi, 1998). Além disso, tem sido utilizada pela medicina
tradicional em Taiwan para tratamento de diabetes, com a finalidade de diminuir os sintomas
como: poliuria e polidipsia (Kuo e Chen, 1998). Na Nigéria existem relatos informais dos
praticantes de fitoterapia que correlacionam a 7. diversifolia com o tratamento para o alivio
das dores menstruais (Akobundu e Agyakwa, 1987; Tona et al., 1998; Tona ef al., 1999.).

Ensaios realizados com o extrato metandlico de 7. diversifolia demonstrou atividade
contra o Plasmodium falciparum e contra o virus da imunodeficiéncia adquirida tipo 1 (HIV-
1, III cepa B) e tipo 2 (HIV-2, cepa ROD) com valores de MIC de 62,5 ug/mL (Maregesi et
al., 2009).

Os extratos de T. diversifolia sdo tradicionalmente utilizados para o tratamento de
diabetes, diarreia, dores menstruais, malaria, hematomas, hepatites, hepatomas e cicatriza¢ao
de feridas (Kuroda et al., 2007.).

Apesar de mais de um século de esforcos e o otimismo inicial, um mundo livre de
maldria permanece uma visdo mais distante do que nunca. A resisténcia multidroga ¢ um dos
problemas mais importantes no controle da malaria ao longo dos anos. Esse cenario levou os
cientistas a buscarem outras solucdes e uma delas foi investigar as ag¢des de plantas
medicinais. Os resultados positivos obtidos com os testes realizados com a Artemisia annua
encorajaram os fitoterapeutas a isolarem principios ativos de plantas medicinais
frequentemente utilizadas na etnomedicina para o tratamento da doenca (Agbedahunsi,
2000).

Atualmente a T diversifolia desperta especial interesse como agente antimaldrico
(Goffin et al., 2002). H4 evidéncias in vitro da atividade antiplasmoddica e estudo in vivo
demonstrou efeito antimalarico em ratos (Elufioye, Agbedahunsi e Adesanya, 2004).

Com o envelhecimento da populagio mundial, cresceu o nimero de doengas

metabolicas cronicas como a hipertensdo e o diabetes. Novos compostos antidiabéticos

25



despertam interesse pelo amplo mercado de consumidores para os proximos anos. Dose
unica do extrato aquoso da 7. diversifolia apresentou atividade antihiperglicemiante (Miura
T. et al., 2005).

A T diversifolia demonstrou reduzir a glicemia em linhagem de ratos diabéticos tipo 2
(KK-Ay), porém ndo apresentou efeito sobre os niveis glicémicos de ratos normais,
indicando que o extrato ¢ util para o tratamento da diabetes Tipo 2. Parece provavel que essa
planta exerce sua atividade antihiperglicemiante apds o processo de metabolizagdo, pois o
efeito hipoglicemiante foi efetivo apds 7 horas da administragdo do extrato. Os niveis
glicémicos dos animais apds a administracdo de extrato etanolico a 80% de 7. diversifolia foi
menor do que ap6s a administracdo do grupo tratado com extrato aquoso. Administragdes
repetidas de 7. diversifolia resultaram em hipoglicemia com redu¢do do nivel de insulina
sanguineo. Esses resultados indicam que o extrato da planta ¢ capaz de reduzir a
hiperinsulinemia em ratos diabetes tipo 2 (Miura T. ef al., 2005).

Estudos farmacolodgicos que partiram de informagdes do uso folclorico dessa planta

medicinal demonstraram as seguintes atividades, descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Principais efeitos bioldgicos da Tithonia diversifolia e referéncias bibliograficas.

EFEITOS BIOLOGICOS REFERENCIAS

Analgésico Owoyele et al., 2004
Antidiarreico Kokwaro, 1976;

Anti-inflamatério Rungeler et al., 1998
Antimalarico Makinde et al., 1989;

Agbedahunsi et al., 1998;

Awe; Opeke, 1990;
Agbedahunsi; Aladesanmi, 1993;
Goffin et al., 2002;

Elufioye et al., 2004;

Antiviral Maregesi et al., 2009
Espasmolitico Tona et al., 1998 e 2000;
Antidiabética Takanashi, 1998;

Kuo; Chen, 1990;
Miura et al., 2005
Quimioprotetor Gu et al., 2002

Um estudo sistematico de triagem fitoquimica de compostos bioativos de plantas
superiores, realizado com extrato etandlico a 80% de T. diversifolia, através de um método
de citotoxicidade biomonitorado, resultou no isolamento e identificacdo estrutural de 12
sesquiterpenos, incluindo 3 novos compostos e 3 flavonoides conhecidos. Os extratos
etanolicos a 80% demonstraram atividade citotoxica contra células HL-60 com IC50 de 4,10
ug/ml (Kuroda ef al., 2007.). Estudos realizados com extratos de 7. diversifolia resultaram no
isolamento de cadinane, chromene, eudesmane, flavona, germacrane e derivados de
eudesmane (Kuo e Chen, 1998).

Como parte da pesquisa em curso para o desenvolvimento de novos agentes
quimioprotetores derivados de plantas medicinais com a finalidade de obter um agente
antineoplésico eficiente, extrato metandlico de partes aéreas de 7. diversifolia apresentou
diversas atividades biologicas significativas em screening preliminar, dentre elas:

antiproliferativa realizada em ensaio com linhagem de cancer de colon (Col2), inducdo de
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diferenciagdo celular em teste com promielocitos de leucemia humana (HL-60) e inibi¢dao do
crescimento do tumor em cultura de tecido de mama de ratos cujo tumor havia sido induzido
com DMBA (Pezzuto, 1997; Kinghorn A. D et al., 1998).

Um fracionamento guiado por bioensaio, apds maceragdo em solucdo de etil-acetato,
usando ensaio antiproliferativo como fator de descarte de fragdes ndo ativas, permitiu o
isolamento de 3 novos sesquiterpenos e 8 terpenoides conhecidos (Gu J. Q. ef al., 2002).

Os estudos fitoquimicos revelam que extratos de 7. diversifolia apresentam em sua
composicao estruturas de sesquiterpenos, sendo a Tagitinina C um dos principios ativos mais

isolados e identificados a partir de partes aéreas da planta.

_S)H

(@)

Figura 1: Estrutura da Tagitinina C isolada a partir de extrato metanélico de partes aéreas de
T. diversifolia (Ziémonsa et al., 2007).

Para comprovar o efeito anti-inflamatério de um extrato ¢ importante estimar a
atividade em fase aguda e cronica da doenga. A inducdo de inflamacdo com carraganina
normalmente ¢ escolhida para os testes, pois apresenta sensibilidade principalmente na fase
aguda (Winter, Rusley e Nuss, 1962; Dirosa, Giroud e Willoughby, 1971; Di Rosa, 1972;
Bonta, Adolfs e Parnham, 1979; Calixto, Otuki e Santos, 2003).

Usando diferentes modelos, outros pesquisadores encontraram que 0s compostos
extraidos das partes aéreas de 7. diversifolia demonstraram efeito anti-inflamatério. Esse
efeito foi confirmado usando fator de transcri¢do e reagdo com a via do 4cido araquidonico.
Posteriormente foi atribuida a atividade anti-inflamatoria aos compostos: diversifolina,
diversifolina metil éter e tirotundina (Kuo e Chen, 1998; Rungeler ef al., 1998; Tona et al.,

2000).
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1.3. Extratos vegetais

A partir das ultimas décadas, o consumo individual de fitoterdpicos cresceu em todo o
mundo, aumentando também os investimentos em pesquisas para obtencdo de novos
medicamentos. A confirmacdo da eficacia de muitas plantas medicinais possibilitou atingir
maior credibilidade no uso da fitoterapia (Haraguchi e Carvalho, 2010).

O wuso de fitopreparagdes populares ¢ criticado amplamente pela falta de
padronizacdo. Desde a colheita da espécie vegetal até a obten¢do do produto final, ¢
frequente a falta de controle de qualidade, pois ndo héa evidéncias de medidas de controle
apropriadas para assegurar a repeticdo de obtengdo destes produtos (Tavares, 2012).

A alternativa para fugir das fitopreparacdes durante muito tempo foi a busca pelo
isolamento e purificacdo dos principios ativos vegetais, que passaram a ser empregados em
medicamentos industrializados. No entanto, alguns constituintes ativos em preparagdes
perdiam a sua efic4cia quando isolados, o que abriu novamente um outro campo de pesquisa
sobre a sinergia das plantas medicinais, pois se notou que a utilizacdo da planta toda e ndo
somente o principio ativo, torna o efeito benéfico total do medicamento herbal maior do que
se poderia prever, apenas somando-se os efeitos de seus constituintes quimicos individuais,
inclusive neutralizando os efeitos nocivos dos produtos quimicos ativos (Haraguchi e
Carvalho, 2010).

Os chas foram os primeiros extratos utilizados para aproveitar o potencial terapéutico
das plantas medicinais, porém com o passar do tempo, técnicas de padronizagdo foram
necessarias para a comercializacdo desses produtos. Os extratos sdo definidos como
preparagdes concentradas de consisténcia liquida, viscosa ou na forma de pd, geralmente
feitas a partir de partes secas de plantas (droga vegetal) por maceragdo ou percolagdo. A
maioria das drogas ndo processadas tem um conteudo de aproximadamente 20% de
substancias extraiveis, numa propor¢ao planta/extrato de 5:1 (Schulz, Hansel e Tyler, 2010).

A partir de extratos torna-se mais facil determinar a qualidade do produto fitoterapico
e determinar qual grupo de metabolitos especiais da planta seja o responsavel pelo efeito
terap€utico, bem como prever se algum constituinte, mesmo que contaminante, pode causar
efeitos toxicos. Muitas sdo as formas de obtencdo de extratos vegetais. A figura 2 demonstra

a sequéncia de procedimentos para a obten¢do de principios ativos vegetais a partir de um
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extrato.

Planta

Maceracao com MeOH (7dias)
Evaporaciodo solvente

Extrato Metandlico Bruto

SuspensidoemH20
Particdo sucessivas

\

Fase Fase
Hexano Fase Fase Butanol
U Dic?oromgtano Acetato de Etila J\L
Esterdides \l ﬂ Flavondides glicosilados
Terpenos Lignanas Flavondides Tamno_s
Acetofenonas Flavonoides metoxilados Taninos Sapon_mas
Sesquiterpenos Xantonas Carboidratos
Lactonas Acidos Triterpénicos
Triterpenos Saponinas
Cumarinas Compostos fendlicos

Figura 2: Esquema geral de particdo e separagdo provavel dos principais metabolitos
presentes em plantas (Filho e Yunes, 1997).

A T. diversifolia tem seu uso medicinal na forma de cha (extrato polar) o que recai no
problema de qualidade do extrato, no entanto, o isolamento de seu componente ativo
principal gera outro impedimento, pois o rendimento baixo do ativo gera um custo para
comercializacdo, que inviabiliza a utilizacdo da planta. Na busca de elucidar qual
componente esta em maior concentra¢do no chd e assim padronizar o produto, técnicas como

a de molecular imprint (MIP) pode ser empregada.

1.4. Molecular Imprint

A busca de padroes de qualidade ¢ um requisito importante para obten¢do de um
extrato que seja de interesse para o desenvolvimento de um medicamento competitivo e
confidvel no mercado. Portanto, hd uma necessidade de desenvolver um método para
monitorar a qualidade total dos extratos de uma forma eficiente (Ren, 2001) (Chaudhary et

al.,2007; Li et al., 2010).
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A obtengdo de substincias puras muitas vezes se torna inviavel pelos métodos
tradicionais, pois os mesmos sdo caros, trabalhosos e o rendimento pode ser insignificante.
Extratos semi purificados que apresentam reprodutividade de constituintes fitoquimicos sdo
uma alternativa mais simples, barata, rapida e com rendimento significativo.

Os polimeros de impressdao molecular (MIP) sdo materiais sintéticos formados ao
redor da molécula proposta como molde. Quando hé a remocao da molécula o resultado ¢ a
formacdo de sitios com afinidade para a molécula modelo. Impressdo molecular ¢ uma
técnica emergente na area de purificacdo dos compostos, considerando as aplicagdes dessa
técnica.

A tecnologia de impressdao molecular tem sido amplamente empregada em diversas
areas, com destaque para a quimica analitica, principalmente na separagdo e concentracao de
varios analitos em diferentes amostras (Figueiredo, Dias e Arruda, 2008).

A impressdo molecular ¢ uma tecnologia capaz de produzir polimeros dotados de
sitios especificos de reconhecimento, estereoquimicamente moldados a partir de molécula
modelo (MM — como um terpeno) (Magalhdes et al., 2007). Esses polimeros sdo
rotineiramente intitulados de polimeros impressos molecularmente (molecularly imprinted
polymers-MIP). A etapa de sintese (Figura 3) ocorre apds a formacao de um complexo entre
os monomeros funcionais (MF) e a MM (Allender et al., 2000).

A polimerizacdo em bulk ¢ uma metodologia de sintese, na qual a MM e o MF sdo
dissolvidos em solvente apropriado e se ligam estrategicamente em posicdes especificas e
complementares do polimero (Figura 3). Posteriormente adiciona-se o agente de ligacao
cruzada (ALC) responsavel pela interligacdo entre as moléculas de MF, o que resulta na
formacgao de uma rede polimérica e o iniciador radicalar (IR), com a fun¢do de gerar radicais

reativos para iniciar e sustentar a rea¢do de polimerizagao.
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Figura 3: Esquema de obtenc¢ao de molecular imprint.

O conhecimento sobre os componentes ativos da planta medicinal que constituem a
base do fitomedicamento e o extrato deve ser padronizado por meio da quantificacdo destes
componentes, determinando os marcadores farmacologicos. A qualidade e seguranga do
extrato sdo garantidos por meio da padronizacdo, e nisso a técnica de molecular imprint pode
auxiliar. Quando a natureza exata dos componentes fitoquimicos responsaveis pela acdo nao
¢ conhecida, como no caso da 7. diversifolia, deve-se estabelecer o grupo de principios ativos
que pode ser responsavel e determinar a sua concentragdo na planta ou parte desta, e deve
servir de marcador da qualidade para a padronizacdo e na obten¢do dos extratos. Este grupo
passa a ser o determinante da qualidade farmacéutica (Tavares, 2012).

Condigdes econdmicas propicias, um mercado avido por novos produtos, técnicas
para controle de qualidade adequadas, esses fatores aliados a uma ampla biodiversidade
constituem um panorama favoravel para a realizagdo de ensaios em plantas medicinais que
possam gerar novos farmacos. Utilizando-se dessa técnica molecular imprint e sabendo que
as folhas de 7. diversifolia apresentam metabolitos responsaveis pela atividade terapéutica do
extrato, busca-se determinar uma padronizacdo do cha de T diversifolia, para sua
comercializacao.

O fato dos chéas serem sistemas com componentes multiplos e uma composi¢ao
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complexa, explica o motivo pelo qual os mesmos podem ser utilizados com diferentes tipos
de acdo, mesmo partindo da mesma droga vegetal, dependendo da parte da planta que ¢
usada, do solvente e do processo de extragdao (Schulz, Hansel e Tyler, 2010). Ensaios com 7.
diversifolia sempre buscam atividades anti-infecciosa, mas no contexto das patologias as
inflamacdes continuam a ser alvo de estudos, pois os medicamentos hoje existentes
apresentam efeitos colaterais indesejaveis, principalmente aos pacientes que necessitam do
uso continuo desses agentes. Tal fato leva a investigagdo de cha de T. diversifolia de para o

tratamento inflamacoes.

1.5. Inflamacao

Existem registros sobre o processo inflamatdorio desde os primordios da historia. As
mudangas fisioldgicas que caracterizam esta resposta aos irritantes foram descritas por
Cornelius Celsus em cerca de 30 d.C, mas houve referéncias muito anteriores relacionadas a
inflamagdo em papiros egipcios por volta de 1650 a.C. Desde aqueles tempos, existem
mudangas conceituais em curso, com o objetivo de elucidar os mecanismos subjacentes da
inflamacdo e que refletem uma crescente consciéncia de que a mesma, apesar de ter sido
induzida principalmente por agentes externos prejudiciais, € proporcional as caracteristicas
do anfitrido, no caso o individuo atacado. Esse pensamento ¢ semelhante a mudanca de
opinido dos mecanismos de fisiopatologia em geral. Assim, embora a inflamagdo tenha sido
pensada inicialmente como uma consequéncia patologica passiva da lesdo, gradualmente
reconheceu-se que consiste de um mecanismo imunitario de defesa com finalidade de
reparagdo (David Wallach, Tae-Bong Kang and Andrew Kovalenko, 2014).

A inflamag¢do ou flogose (do latim inflamare e do grego phlogos, que significam
pegar fogo) ¢ definida como uma reagdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor
caracterizada morfologicamente pela saida de liquidos e de células do sangue para o
intersticio. Embora em geral constitua um mecanismo defensivo muito importante contra
inimeras agressdes, em muitos casos a rea¢do inflamatoria pode também causar danos ao
organismo (Pereira, 2003).

A lesdo do tecido na inflamacao pode ser atribuida aos efeitos de proteinas presentes

no soro, sintetizadas por leucocitos. Algumas destas proteinas, bem como varios
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componentes de agentes patogénicos que provocam a inflamagdo, ndo sdo intrinsecamente
prejudiciais, mas apresentam a funcdo de ligagdo a receptores de superficie celular, que
induzem a célula a caminhos que conduzem por sua vez a autodestrui¢do (David Wallach,
Tae-Bong Kang and Andrew Kovalenko, 2014).

Entre essas proteinas de papel central na inflamacdo destacam-se as enzimas

fosfolipases (PLAs), de importancia central para o inicio do processo inflamatorio.

1.6. Fosfolipases (PLAs) e inflamacao

O sitio de atuacdo da PLA2 ¢ a fosfatidilcolina da membrana de células que foram
danificadas ou sinalizadas por marcadores inflamatdrios e origina o acido araquidénico (AA,
metabolizado por duas vias: a da cicloxigenase, que origina as prostaglandinas (PGs); e
trombaxanos (TBX) e lipoxigenase que origina os leucotrienos. A liberagdo desses
mediadores ocorre em poucos minutos ¢ a predominancia de um destes depende do local
onde a reacdo de hipersensibilidade estd ocorrendo (Balestieri, 2006).

As PLA2 podem ser basicamente divididas em dois tipos: as citossolicas (PLA2c) e
as secretorias (PLA2s), sendo essas ultimas caracteristicas de venenos de animais
peconhentos. As PLA2c atuam sobre na bicamada lipidica (também conhecida como
glicerofosfolipideos) que compde a membrana plasmatica principalmente de células
excitaveis. Os glicerofosfolipideos (fosfotidiletanolamina-PE, fosfatidilcolina-PC e
fosfatidilserina-OS e outros), juntamente com o colesterol, sdo os principais componentes da
bicamada da membrana neural e formam a matriz lipidica na qual receptores, canais i6nicos
e outras proteinas envolvidas em transducdo de sinais estdo alojados (Agranoff et al., 1999).
Esses compostos contém uma molécula de glicerol como componente basico, ao qual um
grupo fosfato (POy) € esterificado no carbono a (sn-3) e dois acidos graxos esterificados nos
dois 4tomos de carbono remanescentes (posi¢ao sn-1 e sn-2). O fosfato que ¢ ligado a uma
base (etanolamina, colina, serina, inositol) ou a um 4tomo de hidrogénio (acido fosfatidico),
formam a cabecga polar (hidrofilica), e os acidos graxos esterificados formam a cauda apolar
(hidrofdbica) dos glicerofosfolipideos (Figura 5).

Existem diversos tipos de proteinas que sdo denominadas de fosfolipases (PLA), no

entanto essas enzimas diferem quanto ao tipo de sitio de clivagem e produto final gerado e a
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principal delas, envolvida no processo inflamatorio, € a PLA2 (Figura 4).

0 PLA1
||
PLC
Rz—\/\/\/\/\/\/_ % C_H ”j

PLA2

Figura 4: Sitios de clivagem das diferentes PLAs (Fonte:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Phospholipase.jpg?uselang=pt-br - Acesso maio,
2013).

Abrangendo cerca de 10 diferentes isoenzimas as PLA2s de mamiferos possuem uma
alca de ligacdo ao célcio e um sitio catalitico. Evidéncias mostraram que varias destas
sPLA2s possuem um papel crucial na regulagdo do metabolismo do &cido araquidonico
(AA), e que a liberagdo de AA por estas sSPLA2s sdo influenciadas pela capacidade destas
proteinas em interagir com membranas ricas em receptores especificos (Murakami et al.,
2002).

As sPLA2 sdo capazes de interagir de forma altamente especifica com determinados
receptores proteicos e estas interagcdes geram uma série de eventos moleculares que induzem
atividades farmacoldgicas importantes, tais como: os processos inflamatorios agudos,
agregacdo plaquetdria, coagulagdo sanguinea, entre outros (Wang e Teng, 1990; Gutierrez et
al., 1995; Arni e Ward, 1996). Muitos destes eventos farmacologicos ou mesmo patologicos,
iniciam-se pela interagdo destas toxinas com receptores das membranas das células alvo,
causando ndo somente a destruicdo da membrana celular como a ativagdo da cascata do
acido araquiddnico e, em alguns casos, apoptose. Portanto, através da inibi¢do da acdo de
sPLA2, ¢ possivel interromper o inicio de um processo inflamatorio (Wang e Teng, 1990;

Gutierrez et al, 1995; Arni e Ward, 1996; Lindahl et al., 1993 e 1997; Gambero et al., 2002).

35



Base/H

bicamada lipidica

cabeca hidrofilica PO,
sn-3
B —— - S

glicerol

calda - —

hidrofébica sn-1 sn-2
acido dcido
graxo oraxo

@]

N N N N NP NN
H,C—O0—C

I

H3—0—|F|’—D—CH2 colina . Residuos de acidos graxos
| R3- etanolamina R1-principalmente saturado
o ::;1.5:3' R2-principalemnte insaturado

Figura 5: Estrutra quimica dos glicerofosfolipidios de membranas celulares (modificada por
Diz, 2012).

A PLA2c catalisa a clivagem da ligacdo éster da posicdo sn-2 dos fosfolipidios,
liberando acidos graxos essenciais (AGE) que atuam como um segundo mensageiro, sendo
também precursor, através da acdo de lipoxigenases e cicloxigenases, de eicosanoides,
importantes na estimulacido do processo inflamatdrio em si, que vao desde asma até artrite; e
nas transducdes de sinal, que podem desencadear efeitos farmacologicos como a inflamacao,
agregacao plaquetaria, por exemplo, além de ativar a proteina quinase C (PKC), estimular a
liberagdo de Ca2+, modular a atividade de vérias enzimas importantes, e regular a transcri¢ao
génica (Dennis, 1994, Six e Dennis, 2000, Farooqui e Horrocks, 2004, Schaloske e Dennis,
2006) (Figura 6).
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Figura 6: Metabolismo do acido araquidonico (Fonte:

http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=8&materia_id=131&materiaver=1 -
Acesso maio 2013).

Algumas citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e a IL-1p regulam a expressdo de
sPLA2, in vitro, e elas estdo ligadas a ativagdo de genes relacionados a inflamag¢do como o
fator nuclear kp (NF- kp) (Kramer et al., 1989; Chen et al., 1994). O NF-kP ¢ um fator de
transcrigdo que tem um importante papel nas respostas imunes e inflamatorias que € ativado,
além de outros estimulos, por citocinas (Chen et al., 1999; May e Gosh, 1998).

Quando ocorre a ativagdo celular, inclusive em resposta a citocinas pro-inflamatodrias
como TNF-a e a IL-1B, o NF-kp ¢ fosforilado, passando para sua forma ativa, este por sua
vez, no nucleo, ativa a transcricdo de varios genes envolvidos no processo inflamatorio
(Chen et al.,1995).

Técnicas moleculares como o Real Time - PCR (qPCR) que possibilitam a avaliacdo
da expressdo de genes relacionados com a inflamagédo tém sido amplamente utilizadas para
avaliar o mecanismo de acdo de substincias que apresentam potencial como anti-

inflamatorios.
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Uma ligacdo funcional entre sPLA2 e receptores inflamatorios ¢ importante para
mediar a modulacdo do NF-kB em resposta ao TNF-a e a IL-1p e assim determinar o

mecanismo molecular de acdo de drogas anti-inflamatorias (Anthosen et al., 2001).

1.7. Fosfolipases (PLA) e inibicao por extratos vegetais

Varios dados sobre a atividade inflamatdria das enzimas inflamatorias estdo baseados
em estudos experimentais utilizando PLA2 purificadas de pancreas e de venenos ofidicos
(Nevalainenet al., 2000). A relacdo da atividade das sPLA2 com a indugdo do processo
inflamatorio foi primeiramente descrita quando se observou que as sPLA2 ofidicas, também
denominadas de secretorias, provocam edema de pata em rato (Brain et al., 1977) e a
degranulacdo de mastocitos in vitro (Damerau et al., 1975).

No caso do envenenamento por picada de serpentes, antes do uso da soroterapia como
método efetivo, os registros escritos ou documentados da histdria de nosso pais descrevem o uso
principalmente de métodos fitoterapicos, conhecido como fase pré-soroterapia. No Brasil existem
referéncias de varios tratamentos utilizados contra esse tipo de envenenamento que foram
incorporados da cultura indigena. Uma das plantas mais conhecida € a Aristolochia sp, cujo
extrato, experimentalmente, foi capaz de neutralizar a acdo do veneno botrdpico (Martz, 1992).

Outra espécie vegetal, a Peschiera fuchsiaefolia, planta nativa do interior do Estado de Sao
Paulo, neutralizou in vitro os efeitos neurotoxicos do veneno total de Crotalus durissus terrificus.
Ferreira et al., (1992 e 1993) demonstraram que extratos de Curcuma longa sdo capazes de
neutralizar a acdo letal induzida pelo veneno de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus
terrificus.

Iglesias et al., (2005), mostraram que o flavonoide morina, quando incubado com sPLA2
de Crotalus durissus cascavella, induz modificagdes em nivel de estrutura secundaria e
aminoéacidos aromaticos, gerando uma inibi¢do da atividade enziméatica induzida por um
desenovelamento parcial da sSPLA2. Entretanto, essas mudangas ndo foram capazes de diminuir o
edema agudo, miotoxicidade ou mesmo a agregacdo plaquetaria induzida pela sPLA2, mas por
outro lado, a sSPLA2 incubada com morina comportou-se como um antibacteriano.

Estudos mostram que alguns compostos obtidos de plantas podem alterar

significativamente a estrutura secundaria das sPLA2. No caso da morina, contudo, estudos
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realizados com quercetina e rutina, revelaram que esses flavonoides ndo produzem modificagdes
significativas em nivel de estrutura secundaria das sPLA2 de Crotalus durissus cascavella , bem
como, de sPLA2 isoladas de Bothrops jararacussu (Oliveira et al., 2008). A naringina, um
flavonoide comumente encontrado em citrus, foi capaz de induzir alteragdes significativas sobre a
estrutura secundarias das sPLA2, porém nao afetou a capacidade das SPLA2 de Crotalus durissus
cascavella de formar dimeros, como observado em experimentos com SAXs. Caso a inibi¢do de
formagdo de dimero tivesse ocorrido teria contribuido fortemente para a manutengdo parcial das
atividades farmacoldgicas das sSPLA2 em estudo. As mudangas induzidas pela naringina foram
parecidas com os efeitos induzidos pela umbelliferona (7-hidroxicumarina), em nivel de: atividade
enzimatica, estrutura secunddria e modificagdes na propria fluorescéncia das proteinas, em outras
palavras, ambas tiveram a mesma capacidade de induzir um desenovelamento parcial da proteina
sPLA2. Porém somente a umbelliferona reagiu com determinados aminodcidos do sitio catalitico e
das hélices das sPLA2, desta forma, a umbelliferona conseguiu abolir o efeito farmacoldgica das
sPLA2 (Braga et al., 2007; Oliveira et al.,2009).

A umbelliferona além de inibir a atividade enzimatica de sPLA2 de Crotalus durissus
cascavella, apresenta efeito muito similar ao da dexametasona, nas mesmas condi¢des de ensaio,
inibindo provavelmente as cPLA2 citoplasmaticas dos mastocitos (Brain, 1977). Esse fato, também
foi observado no lisado plaquetério que teve sua atividade enzimatica fosfolipasica A2 fortemente
inibida pela umbelliferona, o que explica, em parte, a inibicdo da agregacdo plaquetdria apds
incubacdo prévia com a umbelliferona, mesmo sobre estimulo de ADP ou coldgeno. Isso
demonstra o potencial ndo somente antiveneno, mas também, terapéutico desses compostos para
algumas promissoras e futuras aplicagdes terapéuticas (Oliveira et al., 2009).

As sPLA2 sdo capazes de interagir de forma altamente especifica com determinados
receptores proteicos e essas interagdes sdo responsaveis por uma série de eventos moleculares
geradores de varias atividades bioldgicas ou farmacoldgicas importantes, tais como: processos
inflamatorios agudos, agregacao plaquetaria, coagulacdo sanguinea e neurotoxicidade (Arni; Nard,
1996; Fuentes et al., 2002; Amora et al., 2006; Fonseca et al., 2006).

Muitos dos eventos farmacologicos ou mesmo patoldgicos, iniciam-se pela interacdo das
toxinas com receptores das membranas das células alvo, causando ndo somente a destrui¢do da
membrana celular, como a ativacdo da cascata do acido araquidonico e em alguns casos apoptose.

Portanto, ao inibir a agdo da fosfolipase A2, ocorrera a interrup¢do do inicio do processo
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inflamatorio (Gutierrez; Lomonte, 1995; Ward; Arni, 1996; Lindahl et al., 1997; Gambero et al.,
2002).

A atividade enzimatica no caso das SPLA2 ndo ¢ o tnico vetor responsavel pela atividade
farmacologica, contudo estudos com esta molécula t€ém mostrado que outras regidoes das PLA2 de
serpentes sdo extremamente importantes para o desencadeamento das atividades farmacologicas
(Cintra et al., 1993). Estudos realizados por Oliveira et al., 2008, confirmaram que o sitio de
ligagdo do célcio além de sua importancia para a atividade enzimatica, também tem uma grande
importancia para o desenvolvimento da atividade farmacologica das sPLA2, principalmente
relacionada a inflamacao.

Embora a atividade antimalérica e antidiabética sejam as mais estudadas atualmente
para os extratos de 7. diversifolia, a industria farmacéutica, apds a retirada dos anti-
inflamatorios inibidores seletivos de COX-2, ndo desenvolveu nenhum produto anti-
inflamatorio que pudesse substitui-los no mercado. A inibicdo de PLA2 ¢ uma alternativa
para o tratamento das inflamagdes, porém os medicamentos existentes apresentam muitos
efeitos colaterais. A aplicacdo clinica de extratos obtidos de 7. diversifolia como anti-
inflamatorios necessita de novos testes que indiquem a sua atividade em inflamagdes
induzidas via fosfolipase A2. Testes utilizando sPLA2 como indutores de inflamag¢do serdo

de vital importancia para aplicacdo dessa planta como fitoterapico.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo foi avaliar a modulagdo das atividades farmacologicas,
bioquimicas e enziméaticas das sPLA2s basicas de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp

por extratos semi purificados obtidos a partir de folhas de Tithonia diversifolia.

2.1. Objetivos Especificos

1.Coletar e preparar extratos polares de folhas 7 diversifolia;

2. Identificar os principais constituintes dos extratos de 7. diversifolia por cromatografia;

3. Determinar a eficacia da técnica de molecular imprint para purificagdo de extratos de 7.
diversifolia;

4. Avaliar a atividade de extratos de 7. diversifolia sobre a agregacdo plaquetaria;

5. Purificar as sPLA2 de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp por técnicas de
cromatografia;

6. Realizar técnicas in vitro e in vivo para avaliar as atividades anti-inflamatodrias de extratos de 7.
diversifolia;

6.1. Avaliar a influéncia de extratos de T diversifolia sobre atividade enzimatica de sPLA2,
utilizando substrato sintético;

6.2. Verificar a acdo protetora de extrato de 7' diversifolia sobre o edema de pata induzido por
veneno total e SPLA2, em camundongos;

6.3. Identificar a influéncia do extrato de 7. diversifolia sobre a atividade miotdxica (liberacdo de
creatina quinase - CK) induzida por sSPLA2, em camundongos;

7. Determinar o mecanismo molecular pelo qual os extratos de 7. diversifolia podem modular os
genes envolvidos na inflamagao, quando essa ¢ induzida por sPLA2;

7.1. Isolar RNA de tecido de camundongos (musculo)

7.2. Realizar a reacdo de PCR (polymerase chain reaction) e eletroforese para quantificacdo relativa

do cDNA amplificado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Consumiveis

Os reagentes foram adquiridos das seguintes empresas: Promega, Sigma-Aldrich,

Fisher, Across, BioRad, GE Health care Life Science, Synapses-Brazil e Neobio.

3.2. Obten¢ao dos extratos de Tithonia diversifolia

3.2.1. Obtencio de partes aéreas de Tithonia diversifolia

Partes aéreas de Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray foram coletadas no da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio Claro - SP, no periodo de fevereiro
de 2011. A identificacdo das partes aéreas utilizadas foi realizada segundo a literatura
(Baruah et al., 1979). A exsicata do material vegetal foi depositada no Herbario do Centro

Universitario Padre Anchieta, na cidade de Jundiai — SP, com numero de identificacdo N56.

3.2.2. Preparacio dos extratos brutos de partes aéreas de Tithonia diversifolia

Partes aéreas frescas no montante de +8kg foram utilizadas para preparagdo de
extratos brutos polares de 7. diversifolia. As amostras foram lavadas e divididas em partes
iguais de 4kg cada e a partir da divisdo foram realizadas infusdo ou decocc¢do, segundo Leite
(2009).

A infusdo foi preparada adicionando-se dgua fervente sobre as partes selecionadas das
folhas, que foram rasuradas. Esse ¢ o modo tradicional de preparacdo de cha. As folhas
foram deixadas dentro da 4gua quente por 10 minutos e depois filtrou-se a infusdo. A
quantidade de planta varia segundo a espécie, sendo normalmente de 5g para cada 100mL de
agua.

Para a decocgdo, a planta fresca foi colocada em contato com agua fria, com posterior
aquecimento até a ebulicdo em recipiente fechado, com a mesma relagdo droga vegetal/agua

que a utilizada na infusdo, deixando ferver por 3 minutos. Dessa forma ocorreu a evaporagao
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constante do solvente depois de iniciado o processo de ebulicdo, com posteriores
condensagoes e recirculagdo do solvente, gerando assim o decocto.
Os extratos foram secos em estufa de circulagdo de ar, por 8 dias, na temperatura de

25°C e armazenados apds secagem em frasco ambar, a temperatura de 4°C.

3.2.3. Avaliac¢ao dos principais constituintes de Zithonia diversifolia por HPLC.

Para avaliagdo dos principais constituintes dos extratos obtidos por infusdo e
decoccao foi realizada cromatografia em coluna semi-preparativa, seguindo a metodologia
descrita por Conkerton e Chapital (1983), em que a amostra, de extrato seco, foi
ressuspendida em metanol e os solventes de eluicdo da cromatografia dispostos da seguinte
maneira: bomba A: 4cido acético-agua (ml); bomba B: metanol. Programa inicial de 90% de
A, 10% de B, em seguida, linear até 80% de A, 20% B (7,5 min), em seguida, concavos a
60% A, 40% B (7,5 - 25 minutos), final de 2 ml/min, detec¢ao em UV a 320 nm. Esse ensaio
foi realizado no Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Mackenzie, com a
colaboracao do Prof. Dr. Marcelo Pena.

Foram obtidas 6 fracdes de infusdo e decoc¢do. Essas amostras foram enviadas a

Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, SP para realizagdo de LC-MS/MS.

3.2.4. Preparacido da polimerizacio in bulk (molecular imprint) para extrato de

Tithonia diversifolia

A preparacdo de MIP foi realizada em atmosfera inerte de argdnio, sendo misturados:
molécula modelo (mentol - terpeno), mondmero (vinilpiridina) e agente reticulador
(etilinoglicoldimetacrilato) na razdo de 1:4:10 e em seguida 50 mg de iniciador AIBN
(azobisisobutironitrila) na mesma solu¢do. A mistura foi aquecida a 60°C por 3 horas para
ocorrer a polimerizacdo. Esse material foi usado como sorvente em cartucho de extragdo em
fase solido (SPE). Separadamente misturaram-se 500 mg de MIP com acetonitrila. Foi
preparada uma coluna de MIP.

O polimero ndo impresso (NIP) foi preparado seguindo o mesmo procedimento em

auséncia da molécula modelo.
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Esses materiais foram usados como sorventes em cartuchos de extragdo em fase
solida (SPE). Separadamente, misturaram-se 500 mg de MIP e 500 mg de NIP com
acetonitrila para a confec¢ao de 2 colunas: tipo MIP e NIP, ambas foram carregadas com 2
mL da solucdo de substincia padrdo, no caso a vitamina A, por semelhanca estrutural.
Metanol e acetonitrila foram testados como solventes de eluigdo. Cartuchos de SPE
preparados com sorventes MIP e NIP foram avaliados por cromatografia apds eluicao.

Os eluatos obtidos foram analisados por HPLC comparando-se com o produto bruto
da infusdo, seguindo as condigdes abaixo:

Tampdes: A- Agua + Acido trifluoroacético (TFA) a 0,1%
B - 66,6% de Acetonitrila (ACN) em tampao A
Gradiente: 0 - 10 min: 0% B
40 -40 min: 30% B
45 -45 min: 70% B
45 - 46 min: 100% B
46 - 56 min: 100 % B
56 -57min: 0 % B
Coluna: C18 (18cm x 10mm, 10pm Supelco)
Fluxo: 1,0 mL/min.

Comprimento de Onda: 300 nm.

3.3. Ensaio de Agregacao Plaquetaria

3.3.1. Voluntarios para o ensaio de agregacio plaquetaria

Foi coletado sangue venoso com o consentimento informado de voluntarios saudaveis

que negavam tomar qualquer medicacio nos ultimos 14 dias, n® Comité de Etica Humano:

1501-1.

3.3.2. Agregacio plaquetaria

O sangue total foi transferido para tubos de polipropileno contendo 1/10 do volume

final de dextrose acida — citrato (ACD-C; acido citrico a 3%, citrato trissodico 4%, glicose a
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2%; 1:9 v/v) e centrifugado a 200 g durante 15 min. O plasma rico em plaquetas foi
adicionado de uma solug¢do de tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, citrato de
sodio, glicose 12 mM a 10 mM e sacarose 12 mM, pH 6, 05:07 v / v) e centrifugado a 800 g
durante 12 min a 20°C. O pelete de plaquetas foi suavemente ressuspenso em solugdo de
Krebs-Ringer e as contagens foram realizadas numa camara de Neubauer. O ensaio de
agregacao foi realizado com 400 uL de suspensdo de plaquetas (1.2x108 plaquetas / ml)
numa cubeta a 37°C com agitagdo constante. A suspensdo de plaquetas foi incubada durante
3 minutos com o extrato aquoso (0.6-20pg/mL) antes da adi¢do de trombina (100 mU/mL).
Porcentagem de agregacdo de plaquetas foi avaliada em agregdmetro (Chrono-log modelo

Lumi-Agregometro 560-Ca, EUA).

3.3.3. Anailise estatistica para o ensaio de Agregacio Plaquetaria

Todos os dados sdo apresentados como médias + Desvio Padrdo (DP) - teste de
Normalidade. Analise pelo teste Fisher (ndo paramétrico), o programa GraphPad Prism 5.03
foi utilizado para a andlise de dados considerados significativamente diferente para as

amostras.

3.4. Ensaios in vitro e in vivo da modulaciao de PLA2s.
3.4.1. Purificaciio das SPLA2 de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp por técnicas de

cromatografia.

As Fosfolipases A2 secretorias (SPLA2) do veneno de serpentes foram purificadas
através da combinacdo de um ou mais procedimentos cromatograficos. As sPLA2 de
Bothrops jararacussu e Crotalus durissus foram obtidas por dois protocolos diferentes

usando uma combinag¢ao de troca ionica e fase reversa.

3.4.2. HPLC de troca ionica (SP 5SPW)
Neste protocolo as amostras foram dissolvidas em tampao Al (composto de uma
solugdo aquosa de 0.05M de Bicarbonato de Amdnia) ou em um tampao A2 (Tampao Tris-

HCl 0.05M, pH 8.0). As amostras, de 1g de veneno, uma vez dissolvidas, foram
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centrifugadas a 4500xg por 5 minutos, filtradas em Millipore 0.22pum e posteriormente
aplicadas a coluna cromatografica. A coluna TSK SP 5PW, (Supelco) ou BioSuite (Wates),
analitica, foi previamente equilibrada com o tampao Al ou tampao A2. Apos o tempo de
equilibrio 200ul de amostra previamente preparada foi aplicada a coluna cromatografica
montada em sistema cromatografico HPLC, PDA 991 (Waters), equipado com duas bombas
Waters modelo 510/B. Foi usado um injetor manual com “loop” de 200uL. A elui¢do das
amostras foi realizada em gradiente linear com bicarbonato de Amoénia 1,0M, pH 7,9
(Tampao B1) ou Tris-HCI1 0.05M: NaCl 1.0M (Tampao B2). As fragdes foram monitoradas a

280nm, coletadas, liofilizadas ¢ estocadas a -20°C.

3.4.3. HPLC em fase reversa coluna C18

As amostras de sPLA2, obtidas por troca idnica, foram injetadas em coluna de fase
reversa C18 (n-Bondapack - 0,38 X 30 cm C18) acoplada a uma sistema HPLC Water PAD
991 (Waters), equipado com duas bombas Waters modelo 515/B, um injetor manual com
“loop” de 200puL. A coluna cromatografia foi previamente equilibrada com o tampao A (TFA
0.1% em H20) durante 15 minutos antes da inje¢do da amostra, diluida em tampao A, até sua
completa homogeneizagdo e entdo centrifugadas a 4500 xg por 5 minutos, filtradas em
Millipore 0.22um e entdo aplicadas a coluna. A elui¢do das amostras foi realizada usando-se
gradiente linear de concentragdo de tampao B (Acetonitrila 66% em tampao A), monitorada
em comprimento de onda de 280nm. As fragdes coletadas foram entdo liofilizadas e

estocadas a -20°C.

3.4.4. Modulacio da atividade enzimatica por técnica in vitro

A influéncia do extrato de 7. diversifolia sobre a atividade enzimatica das sPLA2 foi
verificada através de uma técnica in vitro que foi descrita por Holzer e Mackessy (1996) e
adaptado para placa de ELISA com 96 pogos de acordo com o método descrito por Beghini
et al. (1999), utilizando-se como o substrato sintético da enzima o dacido 4-nitro-3-
(octanoiloxi) benzoico (NOBA). Foram utilizadas amostras dos venenos de serpente com
uma concentracdo de 1,0 mg/ml, no caso do veneno total e sPLA2 isoladas. As amostras

foram incubadas a 37° C junto com o substrato, tampdo de rea¢io (Tris-HCI 0,1M Ca®*"
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0,01M pH 8) e lidas a 425 nm apds 20 minutos de incubacdo com o extrato de 7. diversifolia.
A incubagdo e leitura foram feitas em leitor de placa de multicanal (Spectramax 340).

Grupos de experimentagao:
Grupo 1: Atividade enzimatica somente do sSPLA2 Bothrops jararacussu e Crotalus durissus;
Grupo 2: Atividade enzimatica da sPLA2 + extrato de 7. diversifolia os dois colocados ao
mesmo tempo em presenca do substrato;
Grupo 3: Atividade enzimatica da sPLA2 + extrato de 7. diversifolia que foram incubados

por 30min antes do teste.

3.4.5. Animais de experimentac¢io

Foram utilizadas fémeas de camundongos Swiss (20-35g) provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB). Os animais foram mantidos a
temperatura ambiente 22-24°C com ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, com comida e agua
ad libitum. A experimentacdo com animais foi certificada pela comissdo de ética animal da

UNICAMP Protocolo n°® 2355-1.

3.4.6. Ensaio de edema de pata

Fémeas de camundongos Swiss (20-35g) foram divididas em grupos que receberam
0s seguintes tratamentos:

Grupo 1: Injecdo intraperitoneal de 25uL contendo 25pg de: salina (controle
negativo), extrado de T diversifolia e apds 30 minutos uma injecdo subplantar de composto
pro-inflamatério: veneno total de BJ, CDc, sPLA2 BJ ou sPLA2 CDc (25pg) em volume
final de 25pL.

Grupo 2: Injecdo subplantar de composto pro-inflamatdrio: veneno total de BJ, CDc,
sPLA2 BJ ou sPLA2 CDc (25pg) em volume final de 25uL e apds 30 minutos uma injecao
intraperitoneal de 25uL contendo 25ug de: salina (controle negativo), ou extrado de T
diversifolia.

Grupo 3: Injec¢do subplantar de extrato de 7. diversifolia incubado 30 minutos com

veneno total ou sPLA2 (v/v) contendo 25 pg de cada substincia; ou de extrado de T
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diversifolia incubado 30 minutos com veneno total ou sPLA2 (v/v) contendo 25 pg de cada
substancia, no volume final de 25uL.

Grupo 4: Injecao subplantar de 25uL contendo 25pug de compostos pro-inflamatorios:
veneno total ou sPLA2, sem tratamento anterior ou posterior (controle positivo).

O volume das patas foi medido imediatamente antes da inje¢ao do estimulo e apds 30,
60 e 120min dos agentes pro-inflamatdrios usando um plestimometro de pata (modelo EFF
304, Insight, Brasil). Os resultados foram expressos como aumento do volume da pata (mL)

calculado pela subtracido do volume basal.

3.4.7. Ensaio de miotoxicidade (Liberacio de creatina quinase — CK)

O ensaio de miotoxicidade foi realizado utilizando-se os mesmos grupos descritos no
item (3.4.5), no entanto, os agentes pro-inflamatorios foram injetados no musculo
gastrocnemius direito dos animais, apos lhora o sangue dos animais foi colhido da cauda e
colocado em tubo capilar heparinizado e submetidos a centrifugacdo e dosagem segundo kit
Granustest 2,5 da Merck. Apo6s a adigdo dos reagentes ao soro, as amostras foram colocadas
em banho Maria a 37°C por 5 minutos. As leituras (a 340nm) foram realizadas em intervalos

de 1 minuto. A atividade foi expressa como unidade por litro (U/L).

3.4.8. Analise dos dados da atividade enzimatica in vitro, miotoxicidade e edema de pata

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) para n
animais. Os resultados foram analisados por andlise da variancia (ANOVA) seguida pelo

teste modificado de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3.4.9. Isolamento do RNA

A extragdo do RNA foi feita seguindo o protocolo do kit 17200 Total RNA
Purification Kit NORGEN, Lote: 38220090, BIOTEK, para 50 reagdes. Foram utilizadas
10mg de tecido (musculo, tratado como no item 3.4.7) congelado em nitrogénio liquido sem
permitir que a amostra descongelasse. O material congelado foi triturado em gral e pistilo de

porcelana. Em seguida foram adicionados 600uL da solu¢do de lise fornecida pelo
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fabricante. O contetido foi homogeneizado e centrifugado (13000xg) durante 2 minutos.
Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi separado e adicionado de igual volume de etanol
70%.

Na proxima etapa, o lisado com etanol foi adicionado a coluna de separacdo do kit e
centrifugado até que todo o contetido passasse através da mesma; o contetido que passou foi
descartado. Em seguida foi feita a lavagem da coluna com 400 pL da solucdo de lavagem, a
solucdo foi adicionada a coluna e centrifugada durante um minuto. O procedimento de
lavagem foi repetido trés vezes, seguido de dois minutos finais de centrifugacdo para a
secagem da resina.

A elui¢do do RNA foi feita utilizando-se 50 pL da solucdo de elui¢do, apods adicao da
solucgdo foi feita a centrifugacdo até que todo o conteudo atravessasse a coluna, o0 mesmo foi

entdo recolhido e armazenado a -20°C para posterior utilizagao.

3.4.10. Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

O RNA extraido da amostra de musculo foi entdo utilizado para a producdo de cDNA,
o protocolo utilizado foi o do kit Revert Aid™ HMinus, First Strand cDNA synthesis Kkit,
K1631, Lote: 00082738, Biomol. O ciclo utilizado para a produgdo de cDNA foi:
Aquecimento até 65°C durante 5 minutos seguido de resfriamento até 6°C durante 2 minutos,
aquecimento até 25°C durante 5 minutos, aumento da temperatura para 45°C durante 60
minutos e um ultimo aquecimento até 70°C durante 5 minutos.

O processo de PCR foi entdo realizado com o ¢cDNA produzido na etapa anterior. A
solucdo para amplifica¢do foi feita seguindo o protocolo do kit PCR Master Mix, KO171,
Lote: 00075343, Biomol, adicionado de primers especificos, Invitrogen, para amplificagao.
O ciclo de amplificagdo foi de aquecimento até 94°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos
com desnatura¢do a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 58°C durante 30 segundos e
extensdo a 72°C durante 45 segundos.

Sequéncia de Primers:
COX-1SENSE: 5-GCCTTCTTTGCACAACAC-3'
COX-1ANTISENSE: 5'-GCAGGAAATAGCCACTCA-3’
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COX-2SENSE: 5-AAGCGAGGACCTGGGTTCAC-3
COX-2ANTISENSE:5-ACACCTCTCCACCAATGACCTG-3

nf-kB SENSE: 5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3'
nf-kB  ANTISENSE 5'- G CCT GGG AAA GTC CCCTCAACT -3’

Apods a amplificacdo foi feita a eletroforese com o contetido obtido e brometo de
etidio e visualizada a amplificacdo por meio de luz UV para confirmagdo da ocorréncia da
mesma.

A amplificagdo também ocorreu por Cyber Green e foram realizados ensaios

preliminares de qPCR (PCR em tempo real)
3.4.11. Analise dos resultados de biologia molecular
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) para n animais.

Os resultados foram analisados por andlise da varidncia (ANOVA) seguida pelo teste

modificado de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Coleta, preparacio dos extratos polares de 7. diversifolia e identificacio dos

constituintes quimicos

Dois fatores basicos determinam a composicao de um extrato: a qualidade da matéria-
prima vegetal e o processo de producao.

As plantas medicinais sdo produtos naturais e a natureza ndo fornece seus produtos
com uma composi¢do definida e padronizada. A experiéncia cotidiana aponta que existem
diferentes safras de vinho e diferentes qualidades de chas pretos, hd cafés mais acidos e
menos acidos e ha tipos amargos e doces de funcho. Da mesma forma, os constituintes das
plantas medicinais podem variar grandemente em razdo de fatores genéticos, clima,
qualidade do solo e outros fatores externos (Schulz, Hansel e Tyler, 2010). As irregularidades
da qualidade causadas pelas condigdes varidveis de crescimento podem ser controladas em
parte pela escolha da coleta em apenas uma determinada época e eliminacdo de materiais que
ndo satisfagam padrdes estritos de qualidade.

Para realizacdo dos ensaios foram coletadas partes aéreas (somente folhas) de T
diversifolia em fevereiro de 2011, época em que a mesma ndo apresenta suas
influorescéncias. Foram coletados 8kg de folhas, acondicionados em sacos preto e
transportados até o laboratério de Quimica de Proteinas (LAQUIP) da Universidade de
Campinas, UNICAMP. Esse material vegetal foi lavado e dividido em porgdes de 4kg para
preparacdo de dois tipos de extratos. Uma unidade de folha foi levada a estufa elétrica com
circulacdo de ar, a 25°C por 48h, entre folhas de papel pardo, para confec¢do da exsicata,
segundo manual da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) e ficou
armazenada no Centro Universitario Padre Anchieta de Jundiai-SP.

Extratos de 7. diversifolia tém sido utilizados para o tratamento de algumas
enfermidades, como: diabetes, hepatites, malaria, inflamacdes. As propriedades terapéuticas
dessa planta tém sido atribuidas pela presenca de metabdlitos especiais: flavonoides,
terpenos, sesquiterpenos (Kuroda et al., 2007.). Esses compostos sdo identificados a partir de
fases de particao hidroalcdolicas ou apolares da planta, porém a infusdo ou a decocg¢do (chas)

sdo as formas tradicionais de uso dessa planta. A partir dessa forma de uso, optou-se para
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realizar os ensaios com os extratos polares de 7. diversifolia, a infusdo e decoc¢do foram
preparadas segundo descrito no item 3.2.2 dos materiais ¢ métodos e o rendimento

apresentado na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: Rendimento das fragdes dos extratos de Thitonia diversifolia obtidos por infusdo e
decoccao, apos 6 coletas.

Fracoes Infusao Decoccio
1 2,4 mg 14,9 mg
2 0,8 mg 13,1 mg
3 14,7 mg 7,8 mg
4 9,3 mg 1,2 mg
5 8,6 mg 1,3 mg
6 0,6 mg 2,3 mg
Total 36,1 mg 40,6 mg

O rendimento dos dois extratos, infusdo e decoc¢do, foi muito semelhante e os
cromatogramas indicaram que, embora com rendimentos diferentes para alguns picos, os
mesmos ativos estavam presentes nos dois extratos, principalmente nos picos, 3 e 1,4 ¢ 2,5
e 3, para infusdo e decocc¢ao, respectivamente (Figura 7). No entanto, esses picos de maior
rendimento, portanto de maior interesse, foram melhores isolados e caracterizados no
decocto. Portanto para a determinacdo por LC/MS-MS, na Central Analitica do 1Q-USP,
foram enviadas as amostras de decoccdo e ficaram caracterizados 6 diferentes ativos,

presentes na Tabela 3.
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Figura 7: Cromatogramas da aplicagdo de extratos de 7. diversifolia, obtidos por infusdo A e
decoccdo B, em coluna semi-preparativa, para separacdo dos principais constituintes dos

extratos.
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Tabela 3: Dados de CLAE-DAD-EM do decocto das partes aéreas de Zithonia diversifolia

tr , UVmax
Pico ) Substancia Ions de massa (m/z)"

(min) (nm)
1 4,20 Cafeoil-glucosideo 341—179(pb), 113 295, 325

347, 173—155(pb), 137,
2 8,80 Tagitinina C

111

3 10,26  Acido quinico 191149
Acido 3-O-(E)-cafeoil-

4 1247 N 353—191(pb), 179, 135 298, 330
quinico
Acido 5-O-(E)-cafeoil-

5 1324 o 353—191(pb), 179 295,325
quinico
Acido 4-O-(E)-cafeoil-

6 16,13 N 353—191, 179, 173(pb) 298, 330
quinico

“lonizagdo realizada em modo negativo.
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4.2. Determinacido da eficacia da técnica de molecular imprint para purificacio de

extratos de 7. diversifolia

Para o desenvolvimento da técnica de MIP deve-se escolher um padrdo que serd
utilizado como MM. O mentol ¢ um monoterpeno, que foi escolhido como padrdo pelo custo
baixo e facilidade de obtengdo, bem como por ser soluvel no monoméro (vinilpiridina).
Portanto foi possivel a realizagdo da técnica de polimerizacdo em bulk, no entanto esse
padrdo ndo foi eficiente sendo substituido por vitamina A, cujo tamanho molecular se
aproxima dos 4cidos clorogénicos que sdo alvo desse género de planta.

Em teoria seria formado um molde que aprisionaria os 4cidos clorogénicos, ou
estruturas semelhantes, no cartucho de extragdo em fase solido (SPE) composto pelo MIP.
Ap0s preparacdo da infusdo o cartucho de SPE preparado com sorvente MIP foi avaliado por
cromatografia antes e apos a eluicdo no sistema. Os cromatogramas das solu¢des sugerem
que ha diferenca de perfil entre a infusdo e o produto eluido, com a elimina¢do de compostos
que ndo se fixaram ao sistema (Figura 8 e 9). Esse resultado sugere que o MIP realiza mais
interagdes com a molécula modelo, o que resultou na formagdo de um complexo estavel
entre mondmero e molécula modelo formando o polimero com sitios ativos seletivos, no

entanto, ainda ndo satisfatorio para extragdo de ativo de Tithonia diversifolia.
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Figura 8: Cromatogramas comparando o perfil de HPLC da infusdo (A) e ap6s eluigdo com
metanol em NIP (B) e MIP (C).

56



WAL D300 mim

)

2-8312 A

4 _ 15,096
1-g.312
3 - B.963
5 - 17,660
Al B
2 8217
1 -f.213F
3 -8.T795

4 - 14953

5 -17.524

L 5 _ 13817

5 - 14,999

3 -B. 242

¥ 17,533

B - 22375

T T
20,0 25,0

Figura 9: Cromatogramas comparando o perfil de HPLC da infusdo (A) e ap6s eluigdo com

acetonitrila em NIP (B) e MIP (C).
57



4.3. Avaliacio da atividade de extratos de 7. diversifolia sobre a agregacao plaquetaria

Tithonia diversifolia, também conhecida como "arnica mexicana", tem sido utilizada na
medicina tradicional para o tratamento de processos inflamatorios refratarios, no entanto, sdo
poucos os estudos associados aos riscos, para a saude, associados com o consumo aleatdrio
de infusdes de plantas (cha), portanto, faz-se necessario identificar a atividade
farmacoldgica, bem como o potencial téxico das plantas medicinais. Considerando o numero
limitado de estudos farmacoldgicos sobre a 7. diversifolia, o objetivo desta parte do estudo
foi avaliar os efeitos da infusdo dessa planta sobre a agregacdo plaquetaria, explicando o fato
pelos seus principais constituintes.

O resultado da inibig¢do da agregacdo de plaquetas induzida por trombina, na presenca
da infusdo de T diversifolia afirma que sdo necessarios de 0,6-20 ug/mL desse extrato para

causar inibi¢do de plaquetas (Figura 10).
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Figura 10: Curva de dose-resposta para a inibi¢cdo da agregacdo de plaquetas para diferentes
concentragdes de infusdo de 7. diversifolia (Teste de Fisher, * p <0,05).
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4.4. Purificacio das sPLA2 de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp.

As técnicas de cromatografia de troca idnica e fase reversa foram utilizadas para
obtencdo das sPLA2 de venenos das serpentes de Bothrops jararacussu (Bj) e de Crotalus

durissus (Cd). Os resultados de purificagdo sdo apresentados pelas figuras abaixo.

0.8+ Veneno Total de Bj
0.7-
0.6-
05-
0.4-
0.3
0.2-
0.1
0 03wt A o

A280nm

sPLA2 de Bj

Time (min)

Figura 11: Perfil cromatografico de veneno total de Bothrops jararacussu (Bj) em
cromatografia de troca i6nica e apds a purificacdo e obtengdo de SPLA2 por cromatografia de
fase reversa.
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Figura 12: Perfil cromatografico de veneno total de Crotalus durissus (Cd) em
cromatografia de troca idnica e apos a purificacdo e obteng¢do de sPLA2 por cromatografia de

fase reversa.
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4.5. Avaliar a influéncia de extrato de 7. diversifolia sobre atividade enzimatica de

sPLA2, utilizando substrato sintético

Os resultados da atividade enzimatica realizada com o sPLA2 de Bj, como agente
indutor do processo inflamatdrio, seguindo os grupos nomeados no item 3.4.4 foram
sumarizados na Figura 13 e Tabela 4. A atividade enzimdatica foi determinada como
incremento da absorbancia do produto ao longo do tempo de ensaio e os dados apresentados
em intervalos regulares de 10 minutos. Em ambos os casos observa-se uma linearidade da
reacdo e que tanto o extrato nativo previamente incubado com a sPLA2 por 30 minutos ou

coadministrados durante o inicio da atividade enzimatica inibiram de forma igual a atividade

da sPLA2 de Bj.

0,6 —s— SPLA2 Bj
sPLA2 Bj + extrato

0,5 s SPLA2 Bj + extrato (30min inc)
3
w0 0,4
N
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3 0,3 -
&
£
8 0,2 —
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0!
0 10 20 30 40
Tempo (Min)

Figura 13: Atividade enzimatica in vitro da sPLA2 de Bothrops jararacussu sobre o
substrato sintético NOBA e apos tratamento com extrato de 7. diversifolia, avaliagdo pela

formacdo de substrato colorido por tempo de reagdo. Cada ponto representa a média de n=5
(ANOVA).
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Tabela 4: Valores da atividade enzimatica por tempo expressos em porcentagens para a

sPLA2 de Bothrops jararacussu e tratamento com extrato de 7. diversifolia * p<0,05.

Tempo sPLA2 sPLA2 Bj+ SPLA2Bj+
(min) Bi Extrato SD Extrato SD
J incubados
10 100%  39,52%* +0,003 28,52%%* +0,02
20 100% 44,37%* 10,02 39,65%* +0,04
30 100% 60,54%* 10,02 56,12%* +0,05
40 100% 71,21%* +0,009 64,01%* +0,05

Os experimentos de atividade enzimatica in vitro com sPLA2 de Cd foram
executados nas mesmas condi¢des do ensaio com sPLA2 de Bj. A Figura 14 e Tabela 5
mostram os resultados com extrato. Observa-se que o mesmo foi efetivo em reduzir a
atividade enzimatica da sSPLA2 de Cd sendo que a incubagdo das substancias produziu uma

reducdo maior do que a coadministracao.
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Figura 14: Atividade enzimatica in vitro da sPLA2 de Crotalus durissis sobre o substrato
sintético NOBA e apds tratamento com extrato de 7. diversifolia. Avaliagdo pela formagdo de
substrato colorido por tempo de reagdo. Cada ponto representa a média de n=5 (ANOVA).

Tabela 4: Valores da atividade enzimatica por tempo expressos em porcentagens para sSPLA2
de Crotalus durissus e tratamento com extrato de 7. diversifolia. *p<0,05

Cd+
Tempo sPLA2 Cd+
(min) Cd Extrato SD . Extrato SD
incubados
10 100% 32,75%%* +0,002 11,44%%* +0,0009
20 100% 35,09%%* +0,002 13,47%%* +0,001
30 100% 52,57%%* +0,004 30,16%* +0,002
40 100% 43,64%* +0,004 29,62%* +0,003
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4.6. Influéncia de extrato de 7. diversifolia sobre o edema de pata induzido por sPLA2

de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp.

O efeito do extrato de 7. diversifolia sobre o edema de pata foi realizado utilizando
sPLA2 purificadas dos venenos de Bj e Cd. O extrato foi injetado 30 minutos apds a injecao
das sPLA2, 30 minutos antes da inje¢do de sPLA2 ou com o extrato previamente incubado

com as sPLA2 durante 30 minutos.

) - . . L r
250 sPLA2 Bj
T - - —a SPLA2 Bj (30) + Extrato
I 1 1 1 ~a- Extrato (30) + sPLA2 B
200 iq

- SPLA2 + Extrato (inc 30)

150

Volume (ul.)

100

50
0 30 &0 300 360

Tempo (Min)

Figura 15: Edema de pata em camundongos com fra¢do de sPLA2 de Bothrops jararacussu
em presenca de extrato de 7. diversifolia. Cada ponto representa o valor de n=5. *
significativo para todos os tratamentos quando comparados com o controle (ANOVA).

Seguindo o mesmo padrio foi realizado o tratamento com sPLA2 de veneno de Cd. A
analise dos resultados permitiu observar que o extrato de 7. diversifolia foi capaz de reduzir
significativamente a a¢cdo edematogénica da sPLA2 a partir do tempo 60 minutos em todos

os tratamentos realizados.
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Figura 16: Edema de pata em camundongos com fra¢do de sPLA2 do veneno de Crotalus
durissus tratado com extrato de 7. diversifolia. Cada ponto representa o valor de n=5. *
Significativo para todos os tratamentos quando comparados com o grupo controle (ANOVA).

4.7. Avaliaciao do efeito de extrato de 7. diversifolia sobre o miotoxicidade induzido por

sPLA2 de Bothrops jararacussu e Crotalus durissus ssp.

A agdo do extrato de T diversifolia sobre a atividade miotoxica da sPLA2 de veneno
de Bj foi avaliada por meio de quatro protocolos experimentais: 1) o extrato injetado
intraperitonealmente 30 minutos antes da inje¢do de sPLA2 de BJ; 2) inje¢do intraperitoneal
do extrato 30 minutos apds a injecdo da sPLA2 de Bj; 3) Inje¢do do extrato com a sPLA2
que foram previamente incubados por 30 minutos antes da inje¢do (1:1, v:v); 4) Somente a
sPLA2 de Bj (controle positivo).

Os ensaios de quantificagdo de CK mostram que o efeito miotdxico da sPLA2 de B;j
foi reduzido pela inje¢do de extrato 30 minutos apds a injecdo intramuscular de sPLA2. A
Figura 17 mostra que a injecdo do extrato, 30 minutos antes da inje¢do da fragdo, inibiu a
atividade miotdxica em aproximadamente duas vezes menos do que a injecdo do extrato 30
minutos apds. A incubagdo do extrato com a sPLA2, 30 minutos antes das administragdes
reduziu os niveis séricos de CK trés vezes mais do que o grupo que recebeu posteriormente o

extrato.
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Figura 17: Avalia¢do do efeito do extrato de T. diversifolia sobre atividade miotdxica da

fracdo de sPLA2 obtida a partir do veneno Bothrops jararacussu. Cada ponto representa o
valor de n=5 (ANOVA, *p<0,05).

A acdo do extrato de T diversifolia sobre a atividade miotoxica da sPLA2 de veneno
de Cd foi avaliada por meio dos mesmos protocolos experimentais do ensaio com Bj.
Quando o tratamento foi realizado com extrato (Figura 18), a sSPLA2 perde a¢do miotdxica
no tratamento em que o extrato foi aplicado 30 minutos antes da indugdo de miotoxicidade e
quando as sPLA2 foram incubadas por 30 minutos com o extrato antes da administra¢cdo no

musculo do cobaio.
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Figura 18: Avalia¢do do efeito do extrato de T. diversifolia sobre atividade miotdxica da
fragdo de sPLA2 do veneno de Crotalus durissus. Cada ponto representa o valor de n=5

(ANOVA *p<0,05).

67



4.8. Identificacio do mecanismo molecular pelo qual os extratos de 7. diversifolia podem
modular os genes envolvidos na inflamacdo, quando essa é induzida por sPLA2 de
venenos de serpentes;

O material utilizado para a determinacdo da influéncia do tratamento com extrato de
T diversifolia, foi o musculo de camundongo obtido para o ensaio de liberagdio de CK
(miotoxicidade). Como nesse experimento o sangue € retirado da cauda do camundongo que
depois ¢ sacrificado, fez-se a retirada do musculo para os ensaios de biologia molecular.

A Figura 19 abaixo indica que existe uma expressdo de genes relacionados a
inflamag¢ao. Os numeros 1, 2 e 3, sdo os controles de reagdo, sendo eles: somente musculo,
musculo tratado com sPLA2 de Bj e musculo tratado com sPLA2 de Cd, ambos expressam
os genes. As amostras de numeros 4, 5 e 6, foram obtidas apds os seguintes tratamentos:
injecdo de sPLA2 no musculo 30min antes do tratamento por extrato intraperitonealmente,
injecdo de extrato intraperitoneal 30 min antes da aplicacdo de sPLA2 no musculo e sSPLA2

incubada com extrato por 30 min anteriormente a injecao no musculo.

Amaostras Ct

1 | somente musculo 33,72

2 | musculo tratado com sPLAZ de Bj 21,65

3 | musculo tratado com sPLAZ de Cd 18,03
inje¢ao de sPLAZ no musculo 30min antes do extrato

4 | intraperitonealmente 21,71
injegao de extrato intraperitoneal 30 min antes da aplicagao de

5 |sPLAZ no musculo 29,24
sPLAZ incubada com extrato por 30 min anteriormente a inje¢ao no

6 | musculo 31,49
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Nf-Kb

Figura 19: Gel obtido pela amplificagdo de genes relacionados a inflamacdo induzida por
sPLA2 e apds tratamento com extrato de 7. diversifolia.

Apds a obtencdo do cDNA, foi realizado PCR em tempo real e analise dos dados
através das curvas de melting, que ¢ uma abordagem cldssica para avaliar os resultados.
Estas curvas representam a temperatura em funcao da fluorescéncia e dependem do tamanho
e composicdo do produto amplificado. Frequentemente as curvas sdo obtidas através de
aumentos sucessivos da temperatura nos pocos da reagdo até se perder a fluorescéncia devido
a desnaturacdo do DNA. Quando se atinge a temperatura de melting da sequéncia alvo
observa-se uma quebra abrupta da fluorescéncia. A temperatura de melting de cada produto
de amplificacdo depende do seu contetido em guanina e citosina (G+C), e comprimento e
caracteristicas das sequéncias permitem distinguir diferentes produtos da PCR (Espy et al.,

2006; Mackay et al., 2007).
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A Figura 20 apresenta o resultado da analise de PCR em tempo real realizada para os
musculos tratados com extrato de 7. diversifolia, buscando identificar se ha variacdo entre a

expressdo dos mesmos.

=

& 888

Fluorescancs

Cycles

Figura 20: Curvas de qPCR para genes relacionados a inflamacdo induzida por sPLA2 e
tratamento com extrato de 7. diversifolia.
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5. DISCUSSAO

As infusdes sdo destinadas a plantas ou drogas que apresentam classes de substincias
volateis ou termolabeis, como dleos essenciais e alcaloides; mas também se aplica a partes
vegetais frageis, como pétalas ou folhas membranéceas que liberam facilmente seus ativos. A
técnica de decoccdo ¢ utilizada com plantas que apresentam principios ativos de dificil
extragdo, por estarem presentes em partes lenhosas das plantas, bem como de drogas com
classes quimicas termoestaveis como: taninos, flavonoides e derivados triterpénicos (Leite,
2009).

Essa técnica demonstrou ser promissora no desenvolvimento de método de
preparacdo de um novo sorvente para a extracdo e purificacdo de forma simplificada. A
técnica de MIP ¢ de interesse uma vez que utiliza materiais de baixo custo e o SPE pode ser
reutilizado varias vezes sem perda de eficiéncia.

Os eluidos foram enviados para a Central Analitica do Instituto de Quimica da USP,
SP, para comprovar a massa e para garantir que a variagdo nos tempos de retengdo em
decorréncia da diferenca de MIP.

A técnica de molecular imprint tem sido avaliada para extracdo de substancias puras a
partir de extratos ou matrizes complexas. A tentativa de purificar o extrato obtido a partir de
infusdo de folhas de 7. diversifolia foi produtiva uma vez que retirou alguns compostos nao
especificos para o SPE desenvolvido.

No entanto, a MM utilizada (mentol) ndo ¢ o melhor padrdo a ser utilizado, pois as
moléculas ativas, da planta, sio maiores, em sua maioria sesquiterpenos, portanto, novas
MM serao utilizadas para melhorar a eficiéncia do sistema.

Os resultados promissores estimulam avaliar a técnica a partir de outras moléculas
padrdo. O papel das plaquetas estd bem estabelecido na hemostase primaria através da
promoc¢do da formacdo de trombos e reparacdo da parede do vaso. Antiplaquetarios sdo
usados na prevencdo de acidentes vasculares cerebrais (AVC) e tratamento da sindrome
corondria. Além disso, o aumento da ativagdo das plaquetas esta relacionado com muitas
condigdes patoldgicas, como por exemplo: na aterosclerose (Gawaz, 2003), diabetes
(Ferreiro, Gémez-Hospital e Angiolillo, 2010), metastases de tumores (Nash et al., 2002), a

asma (Kornerup e Page, 2007) e outros tipos de inflamacdo. Assim, o estudo de agentes anti-
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agregantes plaquetdrios representa novas perspectivas de uma intervengdo terapéutica em
doengas plaquetdrias ou correlacionadas a elas.

As plaquetas sdo ativadas por agonistas, como a trombina, o difosfato de adenosina
(ADP) e tromboxano (TXA2). O receptor que ¢ ativado por trombina ¢ acoplado a proteina
G na membrana plasmatica levando a ativacdo de fosfolipase Cp (PLCP) e resultando na
formacdo de IP3 e diacil glicerol, que conduzem a uma elevacdo de célcio livre
citoplasmatica [Ca2 +] e a ativagdo da proteina quinase C (PKC), respectivamente. Estes
eventos induzem a geracdo de TXA2, por formacdo de acido araquidonico pela acdo da
ciclo-oxigenase 1 (COX-1), a ativa¢do da integrina do citoesqueleto e de GPIIb / Illa, que
une as plaquetas entre si, culminando na formacao de agregados de plaquetas (Fox, 2001).

No mercado farmacéutico existem poucas drogas que podem ser usadas em distiarbios
plaquetarios. Extratos que tém este efeito sdo de interesse comercial. Outro aspecto
importante ¢ o cuidado que se deve ter com as infusdes que apresentam atividade
antiagregante plaquetaria, pois essas podem apresentar interacdo com outros farmacos que
podem ser utilizados pelos pacientes.

O potencial anti-plaquetario foi investigado em sangue humano apds indugdo da
agregacao por agonista de trombina. Este estudo explorou o extrato aquoso de 7. diversifolia.

A trombina foi utilizada para induzir a agregagdo de plaquetas, uma vez que
desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase (fator II ativado). Esse
ativador ¢ uma proteina serina-protease do tipo (EC 3.4.21.5) que, por conseguinte, atua
quebrando proteinas em certos locais. A sua principal funcdo ¢ a de converter o fibrinogénio
em fibrina (filamentos de proteinas) fazendo seu papel no processo de coagulacdao (Baykal,
Schmedtje e Runge, 1995).

A trombina, além de transformar o fibrinogénio em fibrina, também retarda o
processo de coagulagdo (provavelmente, de modo que este ndo ocorre descontroladamente).
Fatores genéticos, como fator V de Leiden podem interferir diretamente nesse sistema de
autocontrole. Nestes casos, a ineficiéncia da autocoagulacdo (via de proteina C) pode causar
um estado de hipercoagulabilidade no sangue, favorecendo a formagdo de trombos
(coagulos) nas veias, cuja condi¢do clinica ¢ a trombose (Poort ef al., 1996).

Devido a trombina ser considerada o mediador central da trombogénese (hipdtese de

trombina), acredita-se que a inibi¢do da sua atividade e / ou o seu receptor deva interromper
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a formagdo de trombos e de reduzir a lesdo vascular (Blaya et al., 1998).

Os resultados mostraram que a infusdo de 7. diversifolia foi capaz de inibir a
agregacao de plaquetas em concentragdes muito baixas. Os estudos fitoquimicos revelam que
os extratos de T. diversifolia sio compostos de sesquiterpenos. Tagitinina C ¢ um dos
ingredientes ativos mais isolados e identificados a partir das partes aéreas dessa planta. Um
estudo realizado com sesquiterpenos obtidos a partir do 6leo essencial das hastes de L.
Martiniano mostraram que essa substincia era capaz de inibir a agrega¢do de plaquetas em
37,0%. No entanto, o0 mecanismo de inibicdo da a¢cdo permanece desconhecido (Ziémons et
al., 2007).

O potencial anti-agregante da infusdo de 7. diversifolia estimula mais testes para
determinar o mecanismo de acdo e dose efetiva para manter-se com ensaios in vivo.

O aumento gradual do conhecimento da complexidade da molécula de DNA e a constante
exigéncia de meios de diagnostico cada vez mais rapidos, fidveis e especificos, conduziram ao
desenvolvimento de diversas técnicas de quantificagio do DNA ao longo dos tltimos 50 anos.
Destacam-se a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e as numerosas variantes recentemente
desenvolvidas, entre as quais se evidencia a PCR em tempo real que tem como principal
particularidade a monitorizagdo em tempo real da amplificacdo (Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil
et al., 2008). Devido a rapidez, sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade da técnica, a PCR
em tempo real ¢ hoje em dia fundamental em investigagdo médica, forense ou biotecnoldgica. As
suas aplicacdes estendem-se desde a genotipagem e a quantificagdo da expressdo génica até a
toxicologia forense e a biosseguranga. Esta amplitude de aplicacdes ¢ demonstrada pelo
crescimento quase exponencial das publicagdes cientificas baseadas nesta técnica desde a sua
criacdo em 1993 (Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008; Oliveira, 2009).

No presente estudo os resultados dos experimentos de PCR em rela time para determinar se
ocorre a interferéncia na expressao de genes, envolvidos na inflamagao, pelo tratamento do animal
com o extrato, obtido por decoccdo de Td, determinaram que houve uma redugdo na expressao do
gene COX, sendo esse diretamente relacionado a mediadores citoplasmaticos inflamatorios. Esse
resultado ¢ avaliado pelos valores de absorbancia de fluorescéncia pelo nimero de ciclos,
expressos na figura 20. Quanto menor os valores maior a expressdo, sendo uma grandeza
inversamente proporcional.

Os resultados mostram que ambos compostos, SPLA2 Bj e sPLA2 Cd, foram capazes de
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induzir processos inflamatérios. O extrato mostra a capacidade de interagir com os compostos
testados, sendo capaz de diminuir a atividade inflamatéria apresentada pelos compostos, no
entanto, o gene Nf-Kb, de presenga nuclear foi o menos afetado pelo tratamento, o que ja era
esperado, uma vez que esse gene ¢ dificil de ser modulado, visto a sua localizagdo.

Diante do resultados ¢ promissora a utilizacdo de extrato polar, por decoccdo de T
diversifolia em processos inflamatdrios de natureza aguda. No entanto, a forma farmacéutica topica
deve ser ainda mais indicada, j& que em avaliagdo sistémica, ndo se deve ignorar a alteracdo da

agregacao plaquetaria também indicada nesse estudo.
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6. CONCLUSOES

. O extrato de melhor rendimento foi obtido por decoccdo;
. Principais constituintes sdo os derivados do 4cido cindmico: cafeoil-glicosidico, tagitinina

C e 4cido quinico;

. A técnica de molecular imprint (MP) permitiu uma separagio dos constituintes sendo uma
metodologia pratica;
. O extrato polar apresentou atividade anti-agregante plaquetdria na concentragdo de 0,6 a

20pg/mL, frente ao estimulo de inducdo por trombina, o que representa que o chd nao ¢ tdo inerte e
que pode promover complicacdes em individuos com distirbios de coagulagao;

. A purificacdo de Bj e Cd foi realizada por técnicas cromatograficas, com rendimento de
aproximadamente 30% de sPLA2;

. Ensaio enzimatico in vitro, com NOBA identificou que o extrato polar foi capaz de
reduzir em 60% a atividade enzimatica de sPLA2 de Bj, independente do tipo de tratamento
aplicado;

. A redugdo da atividade enzimatica por NOBA de sPLA2 de Cd foi reduzida em 30%
quando a mesma foi incubada por 30 min em preseng¢a do extrato;

. A acdo edematogénica de sPLA2 de Bj foi reduzida em 50%, quando esta estava em
presenca do extrato, independe de prévia incubagdo, j4 a mesma acdo para sSPLA2 de Cd foi
reduzida drasticamente pelo extrato, no entanto, apds 60 min da administragdo do agente
indutor de inflamacao;

. Quanto a liberagdo de CK o extrato atuou de forma distinta dependendo da fonte de
sPLA2. Para sPLA2 de Bj o extrato promoveu uma atividade protetora de liberacdo de CK,
no entanto, a SPLA2 de Cd apresentou capacidade reduzida de liberagdo de CK quando foi
incubada com o extrato por 30min antes da aplicagao;

. PCR em tempo real demonstrou que o gene Nf-Kb, embora responda a presenga do
extrato, € o que mais tardiamente ¢ ativado (ou expresso), possivelmente por ser nuclear;

. Embora promissor para o tratamento de inflamagdo aguda, induzida por sPLA2, o cuidado
com a forma sistémica de utilizacdo faz-se necessdria, uma vez que a capacidade de inibir a

agregacao plaquetaria foi identificada.
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentacao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1501-1, sobre “"Estudo das propriedades

moleculares de cumarinas sintéticas e p-bromofenancil sobre a PLA, de
Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus cumanensis: avaliagao
estrutural e biolégica. Caracterizacao da atividade de agregacao plaguetaria

e edematogénica”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama /
Fabiana Vieira Fonseca, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacao Animal — CEEA/Unicamp em 28 de abril de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1501-1, entitled " " is
in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on April 28, 2008.

Campinas, 28 de abril de 2008.

& L p—

J‘w_\ ’]Q,w,_ r’)"%i&ui_ 4‘\'\LL;'J\4\ g )\ 3

Profa. Dra. Ana Apareelda Guaraldo Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Cata Postal 6109 E-mail: comisD@unicamp br

13083970 Campinas, SP ~ Brasil hitp /iwww.ib unicamp briceea/






