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RESUMO

Os fitoterapicos sdo medicamentos elaborados a partir de plantas medicinais, ou de seus
derivados, sendo estes uma alternativa viavel e eficaz de terapia. As doencas inflamatorias tém
afetado de forma crescente a populagdo mundial, destacando a necessidade de desenvolvimento
e aplicacdo de tratamentos alternativos ou adjuvantes. Com base em conhecimentos populares
e informac®es cientificas, espécies do género Uncaria possuem propriedades farmacolégicas.
As espécies Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, popularmente conhecidas como unha-
de-gato, sdo plantas medicinais ricas em compostos bioativos com propriedades anti-
inflamatdrias, e sdo amplamente utilizadas para o tratamento de dores articulares e musculares.
Desta maneira, objetivou-se neste trabalho caracterizar os compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e avaliar os efeitos in vitro dos extratos aquosos
de fitoterapicos a base de U. tomentosa e U. guianensis sobre fosfolipases A> e proteases
(envolvidas na hemostasia e inflamacéo), utilizando peconha de Bothrops moojeni como
ferramenta laboratorial. O extrato aquoso de U. guianensis apresentou maior teor de compostos
fenolicos detectados por CLAE quando comparado ao extrato de U. tomentosa. A atividade
fosfolipasica induzida pela peconha de B. moojeni foi inibida significativamente por ambos 0s
extratos, variando de 10 a 18% e 10 a 46% para 0s extratos aquosos U. tomentosa e U.
guianensis, respectivamente. A maior acdo inibitoria da hemdlise foi observada para o extrato
aquoso de U. guianensis, quando incubado com peconha de B. moojeni, com resultados entre
14 a 60%. No ensaio de hemdlise térmica, as maiores doses testadas exerceram maior efeito
protetor nas membranas eritrocitarias. A atividade proteolitica foi inibida significativamente de
10 a 27% para o0 extrato aquoso de U. tomentosa e de 10 a 40% para U. guianensis. Para a
atividade trombolitica observou-se inibicdo significativa apenas na maior dose de extrato
aquoso de U. guianensis (53%) e os controles contendo apenas 0s extratos apresentaram agédo
trombolitica. Ambos os extratos foram capazes de prolongar o tempo de coagulacéo, induzido
pela peconha de B. moojeni. Os resultados demonstram que o0s extratos aquosos de fitoterapicos
a base de U. tomentosa e U. guianensis apresentaram acdo moduladora sobre fosfolipases Az e
proteases, caracterizando esses fitoterapicos como alternativas promissoras para o tratamento
de doencas relacionadas a disturbios na hemostasia e processos inflamatérios. No entanto,
estudos complementares sao necessarios para ampliar a caracterizagdo destes extratos e elucidar
mecanismos de interacdo dos compostos bioativos presentes nos fitoterapicos a base de unha-
de-gato, visando a prospeccao de novas indicagdes de uso terapéutico a satde humana.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Hemostasia. Peconha como ferramenta laboratorial.
Unha-de-gato. Inibidores enzimaticos.



ABSTRACT

Herbal medicines are drugs made from medicinal plants or their derivatives, which are a viable
and effective alternative therapy. Inflammatory diseases have increasingly affected the world
population, highlighting the need for development and application of alternative or adjuvant
treatments. Based on popular knowledge and scientific information, species of the genus
Uncaria possess pharmacological properties. The species Uncaria tomentosa and Uncaria
guianensis, popularly known as cat's claw, are medicinal plants rich in bioactive compounds
with anti-inflammatory properties, and are widely used for the treatment of joint and muscle
pain. Thus, the aim of this study was to characterize the phenolic compounds by high
performance liquid chromatography (HPLC) and to evaluate the in vitro effects of aqueous
extracts of U. tomentosa and U. guianensis on phospholipases A2 and proteases (involved in
hemostasis and inflammation), using Bothrops moojeni venom as a laboratory tool. The
aqueous extract of U. guianensis showed higher content of phenolic compounds detected by
HPLC when compared to the extract of U. tomentosa. The phospholipase activity induced by
B. moojeni venom was significantly inhibited by both extracts, ranging from 10 to 18% and 10
to 46% for U. tomentosa and U. guianensis aqueous extracts, respectively. The greatest
inhibitory action on hemolysis was observed for the aqueous extract of U. guianensis when
incubated with B. moojeni venom, with results ranging from 14 to 60%. In the thermal
hemolysis assay, the higher doses tested exerted a greater protective effect on erythrocyte
membranes. The proteolytic activity was significantly inhibited from 10 to 27% for the aqueous
extract of U. tomentosa and from 10 to 40% for U. guianensis. For the thrombolytic activity
significant inhibition was observed only in the highest dose of aqueous extract of U. guianensis
(53%) and the controls containing only the extracts showed thrombolytic action. Both extracts
were able to prolong the coagulation time, induced by B. moojeni venom. The results show that
the aqueous extracts of herbal medicines based on U. tomentosa and U. guianensis showed
modulating action on phospholipases Az and proteases, characterizing these herbal medicines
as promising alternatives for the treatment of diseases related to disorders in hemostasis and
inflammatory processes. However, further studies are needed to expand the characterization of
these extracts and elucidate mechanisms of interaction of bioactive compounds present in
phytotherapeutics based on cat's claw, aiming the prospection of new indications of therapeutic
use to human health.

Keywords: Medicinal Plants. Hemostasis. Venom as a laboratory tool. Cat’s claw. Enzyme
inhibitors.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figura 1 — Espécies de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. ..........ccccoeverernenereeienennns 18
Figura 2 — Exemplos de metabolitos secundarios de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.

.................................................................................................................................................. 20
Figura 3 — Modelo da cascata de COagUIAGCAD. .........cccveiueeieiiieriicie e 23
Figura 4 — Acdo catalitica das fosfolipases nos sitios da molécula de fosfolipidio. ................ 27

Figura 5 - Locais de atuacdo de serinoproteases de peconha de serpentes na coagulacdo
T L1001 L VOSSR 29
Figura 6 - Locais de atuacdo de metaloproteases de peconhas de serpente na coagulacdo

SANGUINEAL ...ttt ettt ettt bbb e st b e b et e st b e b e Rt e b e ek e b eh e e b e e b e e e bt ebe st e st et e et e e ereebennns 30

SEGUNDA PARTE - ARTIGO

Figura 1 — Atividade fosfolipasica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni................ 56
Figura 2 — Atividade hemolitica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni.................... 58
Figura 3 — Atividade proteolitica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni................... 61

Figura 4 — Atividade trombolitica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni.................. 63



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE - ARTIGO
Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos dos extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria

tomentosa € UNCAria QUIANENSIS. .....ocueiieiieiieiesiiesieeie et eseesteesie s et esbesseesreessesneesneeneesnee e 54

Tabela 2 — Avaliacdo da hemolise térmica na presenca de anti-inflamatérios e dos extratos

aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. .........cccccecevevverveennnnn 60

Tabela 3 — Efeito dos extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria
guianensis sobre a atividade coagulante induzida pela pegonha de Bothrops moojeni no plasma

NUMANO CIETATAO. ...ttt ennnnen 65



SUMARIO

PRIMETRA PARTE ..ottt sttt sttt ne bbb e 13
L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt ettt n sttt 14
2 OBIETIVOS ...ttt bttt sttt bbbt en et et ettt nes 15
2.1 ODJEUIVO GEIAl ...t ns 15
2.2 ODjJetivos ESPECITICOS.......iiiiiiiieiieie et 15
3REFERENCIAL TEORICO ...ttt 16
3.1 Plantas medicinais € fIitOtEraPICOS .........coveviriiriiiiiieieere e 16
3.2 Uncaria tomentosa (Willd.) DC. e Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel...................... 18
.3 HEMOSTASIA ...ttt st et n ettt nee e 21
3.4 Processos INFlamatOrios.........couuieiiiiiiiiiiiseeee e e 24
3.5 Peconhas de serpentes como ferramentas laboratoriais ...........cccocevveeveiieieecieennen, 26
3.6 Enzimas a serem estudadas e seu papel na hemostasia e inflamacéo...................... 27
3.6.1 FOSTOIPASES A2 ...ttt bbbt re et b et sbe b beene e 27
3.6.2 PlrOTBASES ...ttt ettt ettt ettt b e bt b e b e bt e e be et e nbeeere e 28
4 CONSIDERAQ@ES FINAILS e e 31
REFERENCIAS ..ottt 32
A NN | TSRS 40
SEGUNDA PARTE — ARTIGO ..ottt et 46
RESUMO ...ttt ettt sttt b st b s e et st e st et e e be s e re et e st e e enenre e 48
L INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt n s 49
2 MATERIAIS E METODOS .......oooviieeeeeeseeee s eees s iess s ses s see st nsn s, 50
2.1 Obtencdo das amostras e preparo dos fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e
UNCAIA QUIANENSIS .. .eiuiiiiieite ettt ste et ste e sae et e sse e s be e besneesaaesteensesreeteeneesneeneas 50
2.2 ldentificacéo e quantificacdo de compostos fendlicos por CLAE ..........ccccoevenennen. 50
2.3 Obteng8o de SANQUE NUMEN0 ........oiiiiiieiee e 51
2.4 Obtengdo da pegonha de SEIPENTE ..o 51
2.5 Atividade fosfolipasica € hemOITtiCa.........coeieriiiiine e 51
2.6 Ensaio de estabilizacdo da membrana de eritrécitos por meio da inibicdo da
NEMOIISE TEITNICA .....icvieeeeee ettt st reenes 52
2.7 Atividade proteolitica SObre a Caseina ..........cccccveeeiieve e 52
2.8 Atividade tromBOIITICA .........ooeiiiieici 53
2.9 Atividade CoagUIANTE .........oooiiiic e 53
2.10 ANALISE ESTALISTICA. .. .. eieveiee ittt reene e 53
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ottt eeee e eeen s ee s 54

3.1 COMPOSLOS TENOTICOS ....c.viiviieiiiiiiieiee et 54



3.2 Atividade fosfolipasica € hemOolitiCa.........cccveviiiiiiiiie e 55
3.3 Ensaio de estabilizacdo da membrana de eritrécitos por meio da inibicdo da

NEMOIISE TEIMICA .....icviceeice et sb et be e renreenes 59
3.4 Atividade proteolitica SODIe & CaseiNg .........ccceviiriiiiiieie e 61
3.5 Atividade tromBOLITICA ........cccoveieiiic e 62
3.6 AtiVIdade COAGUIANTE .........coiiiiiiiee e 64
CONGCLUSAO . ...ttt 66

] = == @] N TSR 67



PRIMEIRA PARTE

Na primeira parte constam a Introducdo, Objetivos, Referencial tedrico e as
Consideracdes Finais.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia é um método terapéutico baseado na utilizacdo de plantas medicinais para
o tratamento de diversas doencas, e essa pratica tem acompanhado a humanidade ao longo dos
anos. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial faz uso de
algum tipo de planta medicinal. Além de ser uma alternativa para o tratamento de doencas,
essas praticas podem representar um fator essencial para a manutencdo das condigdes de saude
das pessoas.

As plantas medicinais, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
sdo toda planta ou partes da mesma que contenham as substancias responsaveis pela acao
terapéutica. As plantas medicinais sdo ricas em compostos biologicamente ativos, e s&o
amplamente utilizadas na elaboracdo de medicamentos fitoterapicos e fitofarmacos, para o
tratamento de diversas patologias, tais como as doencas inflamatorias.

O processo inflamatdrio é acionado quando ocorrem lesdes traumaticas ou processos
infecciosos. Essa resposta inflamat6ria envolve a liberacdo sequencial de mediadores e o
recrutamento de leucdcitos circulantes, que sdo ativados no local da inflamacdo. Para o
tratamento dessas condicdes, os anti-inflamatorios convencionais, embora muitas vezes
mostrem-se eficazes na reducdo de sinais e sintomas, estdo associados a uma série de efeitos
adversos a curto e longo prazo. Com isso, a atividade anti-inflamatdria de compostos naturais
tem atraido grande interesse cientifico devido a capacidade de atuar no controle da resposta
inflamatdria, com menos efeitos adversos quando comparados aos medicamentos sintéticos.

Dentre as diversas plantas medicinais com potencial anti-inflamatério, destacam-se duas
espécies conhecidas popularmente por unha-de-gato: Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.
Elas tém sido amplamente utilizadas no tratamento de doencas articulares e musculares agudas.
Em decorréncia de suas propriedades farmacoldgicas, o medicamento fitoterapico de U.
tomentosa e U. guianensis € reconhecido pela ANVISA e faz parte da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), com o objetivo de ampliar as opcdes
terapéuticas em sadde publica bésica.

Neste contexto, as espécies U. tomentosa e U. guianensis podem atuar de forma benéfica
em mecanismos correlacionados a hemostasia e processos inflamatorios, bem como pode estar
associada a modulacdo de enzimas envolvidas na manutencdo ou desordem destes processos,
tais como fosfolipases Az e proteases em geral. Assim, sdo necessarios estudos cientificos que

possibilitem seu uso, ja difundido popularmente, de forma eficaz e segura.



15

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos extratos aquosos dos medicamentos
fitoterapicos elaborados com Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, como moduladores
enzimaticos de fosfolipases A> e proteases, utilizando pegonha de Bothrops moojeni como

ferramenta laboratorial, com foco em processos inflamatorios e hemostaticos.
2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar os compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos dos fitoterapicos de U.
tomentosa e U. guianensis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade de fosfolipases A..

- Analisar os efeitos dos extratos sobre eritrécitos humanos (citotoxicidade), e seu potencial de
inibicdo sobre a lise de eritrocitos induzida por proteases, presentes na peconha de B. moojeni.
- Investigar o potencial anti-inflamatorio dos extratos pelo ensaio de estabilidade da membrana
de eritrocitos, avaliado em diferentes temperaturas.

- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade proteolitica em geral (utilizando o substrato
caseina).

- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade de proteases hemorragicas, utilizando o teste
trombolitico.

- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a coagulacéo do plasma citratado.

- Analisar os resultados obtidos visando prospectar embasamentos para aplicacfes descritas
popularmente para os extratos, assim como complementar dados cientificos, ampliando a
caracterizacdo dos extratos e possibilitando sua futura utilizacdo terapéutica de forma eficaz e

segura.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade como uma alternativa para o
tratamento de diversas doencas (DUTRA et al., 2016). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) define planta medicinal como sendo "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais Orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos” (WHO, 1998).

Segundo dados da OMS, cerca de 80% da populacdo mundial utilizam tratamentos com
plantas medicinais para atender as necessidades de satde primaria (WANG et al., 2020). As
principais vantagens do uso de plantas medicinais e seus derivados sdo o baixo custo,
acessibilidade e geralmente menos efeitos colaterais. Desse modo, é importante realizar
pesquisas para confirmar sua seguranca e eficacia (BHATTACHARYA, 2017).

A fitoterapia € um método de tratamento caracterizado pela utilizacdo de plantas
medicinais em suas diversas preparacdes. Essa pratica se faz presente na medicina tradicional,
e constitui a base dos estudos da Etnofarmacologia, uma ciéncia voltada para sistemas
tradicionais de tratamento. Tais tratamentos despertaram o interesse em estudos quimicos,
farmacoldgicos e toxicoldgicos do principio ativo dessas plantas. Embora, muitas vezes, esses
principios de senso comum sejam usados pelo homem sem embasamento cientifico (ARAUJO
etal., 2014; MORAES; MEZZOMO; OLIVEIRA, 2018).

As plantas medicinais produzem uma variedade de metabdlitos secundarios com
atividades bioldgicas promissoras para a satde humana. Muitos metabolitos secundarios como
alcaloides, acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, lignanas sdo alvo de pesquisas por estarem
diretamente relacionados ao efeito terapéutico, e estes sendo utilizados para o desenvolvimento
de medicamentos farmacéuticos industriais, bem como remédios fitoterapicos derivados de
plantas medicinais (L1 et al., 2020; WAWROSCH; ZOTCHEV, 2021).

Existem diversos produtos a base de plantas medicinais, e estes se diferenciam pelo
processamento farmacéutico utilizado na sua preparacdo. Os fitoterapicos englobam todos os
produtos elaborados a partir de plantas medicinais, ou de seus derivados, exceto substancias
isoladas, e envolvem pouco ou nenhum processamento. Ja 0os medicamentos contendo
fitofarmacos possuem substancias isoladas de matérias-primas vegetais com atividade
farmacologica comprovada, envolvendo elevado processamento tecnolégico em pesquisa e
desenvolvimento (BRASIL, 2008; PEREIRA, 2013). Um exemplo notavel de fitofarmaco é a
vincristina, isolado de folhas de Catharanthus roseus (L.) G. Don, sendo amplamente estudado
devido a suas propriedades antitumorais (GUIMARAES et al., 2012).
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As plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional e popular sdo denominadas
remeédios caseiros de origem vegetal. Quando sdo rasuradas, trituradas ou pulverizadas,
estabilizadas ou ndo, sao classificadas como drogas vegetais. Quando ocorre extracdo da planta
medicinal in natura ou da droga vegetal € denominado como derivado vegetal. J&4 a matéria-
prima vegetal se d& ao conjunto de todos esses produtos utilizados no processo de fabricacdo
de medicamentos fitoterapicos (PEREIRA, 2013).

Os medicamentos fitoterapicos sdo medicamentos cujos principios ativos sao a droga
vegetal ou o derivado vegetal, podendo ser adicionados excipientes e apresentados em formas
farmacéuticas como cépsulas e comprimidos, podendo ser manipulados ou industrializados.
Esses medicamentos apresentam um marcador, que € o composto ou a classe de compostos
quimicos (exemplo: &cidos fendlicos, alcaloides, flavonoides, dentre outros) presente na
matéria-prima vegetal (CARVALHO, 2011; PEREIRA, 2013).

A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil despertou a atencdo dos programas de
assisténcia a saude e profissionais, devido a grande biodiversidade e baixo custo de terapia
(MORAES; MEZZOMO; OLIVEIRA, 2018; RIBEIRO et al., 2018). Para garantir 0 acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, o Governo Brasileiro implementou
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, juntamente com a Rela¢do Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) em 2009, com o objetivo de ampliar as
opcdes terapéuticas em salude pablica basica (BRASIL, 2008).

A Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgéo regulador que tem por
finalidade institucional promover a protecdo da salde a populacdo, também é responsavel por
publicar o Formulario de Fitoterapicos e 0 Memento Fitoterapicos. Ambos sdo embasados em
vasta literatura cientifica internacional, trazendo dados de nomenclatura, parte utilizada,
posologia, indicacBes de uso e efeitos adversos, além de dados de seguranca e eficacia das
plantas medicinais nas formulagdes utilizadas (ANVISA, 2016; 2021).

As plantas medicinais fornecem tratamento para uma variedade de distarbios, incluindo
inflamatdrios, parasitarios, neuroldgicos, cardiovasculares, doencas metabdlicas, oncoldgicas e
relacionadas a dor (SOARES-BEZERRA et al., 2013). O uso de plantas medicinais com
atividade anti-inflamato6ria prop8e uma alternativa as estratégias terapéuticas convencionais.
Dentre essas espécies, encontra-se as plantas do género Uncaria (RIBEIRO et al., 2018;
SERRANO; ROS; NIETO, 2018). O uso dessa planta medicinal estd regulamentado pela
ANVISA e o seu medicamento fitoterapico a base de droga vegetal é disponibilizado pelo SUS
para a populacdo (BRASIL, 2015).
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3.2 Uncaria tomentosa (Willd.) DC. e Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel.

O género Uncaria, pertence a familia Rubiaceae, ordem Rubiales, subclasse Asteridae
e classe Magnoliopsida, divisao Magnoliophyta. Existem cerca de 60 espécies, caracterizam-se
por plantas lenhosas, geralmente trepadeiras, e alguns arbustos (PEREIRA; LOPES, 2006).
Ocorrem em florestas tropicais da América Central e do Sul, principalmente na Amaz6nia
(HEITZMAN et al., 2005). As espécies deste género estdo entre as plantas com um expressivo
potencial terapéutico e sdo utilizadas ha mais de 2.000 anos na medicina tradicional de algumas
tribos peruanas (PENALOZA et al., 2015).

As espécies Uncaria tomentosa (Willd.) DC. e Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel.
(Figura 1) estdo entre as espécies mais comercializadas em todo o mundo por conta de suas
propriedades medicinais. Essas espécies sdo tipicas de climas Umidos tropicais e subtropicais,
sendo encontradas em diversos paises das Américas do Sul e Central (HONORIO; BERTONI,
2016). No Brasil, a espécie U. tomentosa € encontrada nos estados do Acre, Amapa, Amazonas
e Para; enquanto a espécie U. guianensis € distribuido nos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins (VALENTE, 2006).

Figura 1 — Espécies de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.

Legenda: U. tomentosa: a) haste, b) espinhos, c) folhas, d) inflorescéncia e ) sementes. U. guianensis:
f) caule, g) espinhos, h) folhas e i) frutas.
Fonte: Hondrio & Bertoni (2016).

Ambas as espécies sdo popularmente conhecidas como unha-de-gato, devido a presenca
de espinhos no caule, semelhantes as unhas de um gato (Figura 1). A U. tomentosa é uma planta
trepadeira com altura de 10-30 m, possuem folhas perenes, flores amareladas e espinhos que
facilitam sua aderéncia as cascas e galhos de arvores. Ja a espécie U. guianensis, & uma planta
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trepadeira rasteira com altura de 5-10 m e apresenta espinhos com a ponta dobrada para dentro
que prejudicam sua aderéncia com outras plantas (HONORIO; BERTONI, 2016).

As espécies de Uncaria sdo bastante utilizadas na medicina tradicional para o tratamento
de vérias doencas como asma, artrite, dermatite, diabetes, gastrite, gonorreia, inflamacdo do
trato génito-urinario, irregularidade no ciclo menstrual, processos virais, tumores, feridas,
ulceras, dor de cabeca e infeccBes bacterianas/fungicas (QIN et al., 2021; ZHANG et al., 2015).

Além dos dados etnofarmacologicos, varios testes in vitro e in vivo com extratos de U.
tomentosa e U. guianensis confirmaram suas atividades imunoestimulantes e anti-inflamatorias
(AZEVEDO et al., 2018; ELGAWISH et al., 2019; SANDOVAL et al., 2000; URDANIBIA et
al., 2013), antioxidante (AZEVEDO et al., 2019; BUKOWSKA et al., 2012; NAVARRO et al.,
2019), anticancerigena/antitumoral (CIANI et al., 2021; RIBEIRO et al., 2020; URDANIBIA
et al.,, 2013; ZARI et al., 2021), antidiabéticas (DOMINGUES et al., 2011; KIM, 2016),
antimicrobianas (BLANCK et al., 2022; CALDAS et al., 2021), anti-herpética (CAON et al.,
2014), anticoncepcional (NOGUEIRA NETO et al., 2011), antirreabsortivas (LIMA et al.,
2020) e neuroprotetora (SNOW et al., 2019). Recentemente, foram publicados estudos
sugerindo o potencial da Uncaria tomentosa na medicina complementar e/ou alternativa para o
tratamento da COVID-19, devido as suas propriedades antivirais (FERREIRA; POLONINI;
DIJKERS, 2020; YEPES-PEREZ; HERRERA-CALDERON; QUINTERO-SAUMETH,
2020).

A unha-de-gato é bastante comercializada na forma de medicamento fitoterépico,
indicada na medicina popular como anti-inflamatério, auxiliando no tratamento sintomético de
dores articulares e musculares agudas (SANDOVAL et al., 2002), como imunoestimulantes,
antivirais e antitumorais (HEITZMAN et al., 2005; KEPLINGER et al., 1999; REINHARD,
1999).

Devido ao uso tradicional, diversas pesquisas farmacoldgicas comprovam a eficacia
terapéutica, bem como estudos fitoquimicos e analiticos que possibilitam o controle de
qualidade de medicamentos produzidos a partir de U. tomentosa, e estdo sendo estimulados por
programas governamentais brasileiros voltados a Atencdo Primaria a Saude. Dessa forma, U.
tomentosa foi inserida na lista de plantas descritas nas monografias sobre plantas medicinais
publicadas pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1997) e na Lista de Medicamentos
Essenciais publicada pelo Governo Brasileiro (RENAME) (BRASIL, 2015).

No Brasil, de acordo com o Memento Fitoterapico, é recomendado utilizar comprimido
contendo 350 mg de extrato seco, duas vezes ao dia; capsula (droga vegetal) contendo 300-500
mg, 1 capsula, 2 a 3 vezes ao dia. E o tempo de utilizacdo ndo deve ultrapassar 8 semanas

(ANVISA, 2016). Mur e colaboradores (2002) realizaram um ensaio clinico com dois grupos
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utilizando extrato aquoso de U. tomentosa em céapsulas, para artrite reumatoide. Os resultados
demostraram que os pacientes tratados com o medicamento fitoterapico, apresentaram menos
dores articulares em relacdo ao tratamento com o placebo.

Os dados da literatura sugerem que uma dose oral de fitoterdpico de U. tomentosa
variando de 0,5 g a 1 g/dia na forma de comprimidos ou cdpsulas pode ser a mais eficaz. Em
paises como Alemanha e Austria, extratos padronizados da raiz de U. tomentosa, na forma de
po, sdo usados 2-3 vezes ao dia em doses de 20 a 60 mg/dia (KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et
al., 2021).

Os constituintes quimicos do género Uncaria tém sido amplamente estudados desde o
inicio de 1900. Até o momento, mais de 100 compostos foram isolados de espécies de Uncaria,
os principais sdo alcaloides indolicos e oxinddlicos, polifendlicos, flavonoides, triterpenos e
saponinas. Outros constituintes também foram isolados como cumarinas, lignanas, derivados
de benzeno, esteroides e alcanos (LIANG et al., 2020; ZHANG et al., 2015).

Figura 2 — Exemplos de metabdlitos secundarios de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.
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Legenda: A) Alcaloide oxinddlico: Mitrafilina. B) Alcaloide indolico: Hirsutina. C) Acido fendlico:
Acido cafeico. D) Flavonoide: Catequina. E) Terpeno glicosilado (derivado do acido quinévico).
Fonte: Kaiser (2016).

Dentre os principios ativos presentes nesta planta, os mais citados como responsaveis
pelas atividades farmacolégicas descritas sdo os alcaloides (ZHANG et al., 2015). No entanto,
estudos sugerem que os efeitos terapéuticos da unha-de-gato podem ser atribuidos a uma
interacdo sinérgica entre os diferentes compostos presentes nessa planta (FALKIEWICZ;
LUKASIAK, 2001). No entanto, alguns pesquisadores apresentaram evidéncias de que a
atividade anti-inflamatoria de U. tomentosa fosse correlacionado ao teor de compostos
fenolicos (GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005; SANDOVAL et al., 2002).
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Os compostos fendlicos correspondem aos fitoquimicos mais difundidos nas plantas.
Esses compostos tém sido associados a uma série de beneficios para a saide humana, em razao
de suas propriedades antioxidantes e pro-oxidativas, dessa forma, possuem efeitos protetores
contra doencgas degenerativas, como inflamacgdo, diabetes e cancer (TATIPAMULA,
KUKAVICA, 2021).

Ja foram relatadas diferencas na composicéo fendlica das espécies de U. tomentosa e U.
guianensis. Niveis mais elevados, principalmente de flavondides, sdo encontrados em U.
guianensis quando comparado com U. tomentosa. (KAISER et al., 2020).

Navarro e colaboradores (2019) avaliaram a composicéo fendlica de fitoterapicos de U.
tomentosa e identificaram 25 compostos, incluindo acidos hidroxibenzdico (&cido benzoico,
salicilico, 4-hidroxibenzdico, protocatecuico, galico, siringico e vanilico) e hidroxicinamico (p-
cumarico, cafeico, fertlico e isoferdlico), monémeros de flavan-3-ol (catequina e epicatequina),
dimeros de procianidina, trimeros de procianidina, bem como dimeros de propelargodina. Os
mesmos pesquisadores em outro estudo correlacionaram a alta atividade antioxidante com a
composicao fenolica de extratos de cascas e folhas de U. tomentosa (NAVARRO-HOYOS et
al., 2017, 2018).

Kolodziejczyk-Czepas et al. (2021) realizaram um estudo pioneiro sobre os efeitos de
U. tomentosa no sistema hemostatico. Os extratos demonstraram potencial anticoagulante,
efeitos antiplaquetarios, atividade trombolitica e fibrinolitica. Os estudos in silico incluiram as
interacbes da trombina com os principais componentes dos extratos, esses compostos
interagiram com a trombina dentro e fora do sitio ativo.

De modo geral, ha poucos estudos cientificos que relatam o efeito modulador de U.
tomentosa e U. guianensis sobre os processos relacionados a hemostasia, destacando-se a
necessidade de pesquisas complementares que poderdo contribuir para um uso mais eficaz e
seguro dessa planta no tratamento e prevencdo de doencas relacionadas a distarbios

hemostaticos e inflamatérios.

3.3 Hemostasia

A hemostasia refere-se ao conjunto de fenémenos biolégicos que ocorre em imediata
resposta a lesdo de um vaso sanguineo com o objetivo de conter a hemorragia. O sistema
hemostatico inclui trés processos: hemostasia primaria, coagulacdo (hemostasia secundaria) e
fibrindlise, e em conjunto, mantém a normalidade da fluidez do sangue, sem haver
extravasamento pelos vasos (hemorragia) ou obstrucdo do fluxo pela presenga de trombos
(coagulagdo) (LIPPI; FAVALORO, 2018).
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O sistema hemostatico é resultado de diversos processos altamente eficientes e
devidamente regulados, incluindo a parede celular, as estruturas e os agentes vasoativos
relacionados na vasoconstricdo e na vasodilatacdo. Em condicGes fisiologicas, as células
endoteliais, que revestem 0s vasos sanguineos, expressam substancias com propriedades
anticoagulantes (REZENDE, 2010).

Quando ocorre uma lesdo na monocamada de células endoteliais vasculares, o sistema
hemostatico garante o fechamento da ruptura da parede, atraveés de uma série de eventos,
visando minimizar a perda de sangue e manter a circulagdo sanguinea. Primeiramente, a
vasoconstri¢ao limita o fluxo de sangue e as plaquetas aderem as proteinas da matriz endotelial
formando um agregado instavel no local (INTAGLIATA; DAVIS; CALDWELL, 2018;
YAMASHITA, 2013).

A coagulacdo sanguinea consiste na conversao de uma proteina soltvel do plasma, o
fibrinogénio, em moléculas de fibrina que formam um polimero insoltvel, por acdo de uma
enzima denominada trombina. O tampdo hemostatico é formado por meio da adesdo e
agregacdo das plaquetas circulantes, levando a formacdo de coagulos de fibrina
(YAMASHITA, 2013).

O sistema fibrinolitico é responsavel pela subsequente eliminagcdo dos coagulos para
regeneracdo do tecido danificado. Quando ocorre qualquer alteracdo em um dos componentes
desse mecanismo, pode ocorrer o comprometimento da hemostasia e resultar em trombose ou
hemorragia (BERGER et al., 2014; DAHLBACK, 2000).

O modelo do sistema de coagulacdo (Figura 2) consiste na sequéncia ativada de
diferentes fatores plasmaticos que ocorre sobre superficies celulares distintas em trés fases

simultaneas: iniciacdo, amplificacdo e propagacdo (RODRIGUES et al., 2012).
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Figura 3 — Modelo da cascata de coagulacao.
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Fonte: Rodrigues e colaboradores (2012).

Na fase de iniciacdo, o endotélio vascular e as células sanguineas circulantes sdo
perturbados, ocorre a interagé@o do fator FV1la ativado derivado do plasma com o fator tecidual
(FT), formando o complexo FT-Vlla. Em seguida, esse complexo ativa o fator X formando Xa,
esse por sua vez, ativa o fator VV em fator Va. Esse associa-se ao fator Xa e converte protrombina
(fator 11) em trombina. Além disso, nessa fase o complexo FT-Vlla ativa o fator 1X, formando
o fator IXa. Na fase de amplificacéo, a trombina gerada ativa plaquetas, cofatores Va, e Vlla, e
fator XI na superficie das plaquetas.

O fator Vlla ¢ ativado apos dissociar-se do completo FVW/FVl1la. Com esses fatores
ativados na superficie das plaquetas inicia-se a fase de propagacdo. Nessa fase ocorre uma
grande producdo de dois complexos: tenase (I1Xa/Vlla) e protrombinase (Xa/Va), esses
complexos ativam a protombina formando trombina. E esta Gltima etapa, resulta na clivagem
de fibrinogénio em monémeros de fibrina. As fibrinas se polimerizam pela a¢do do fator XIlI,
para que, junto com as plaquetas, forme um tampao hemostéatico impedindo a perda de sangue,
e resultando na formacéo de coagulo estavel de fibrina (RODRIGUES et al., 2012; SMITH;
TRAVERS; MORRISSEY, 2015).

As plaquetas presentes no local da injuria, além de essenciais a formagdo desse tampéo

homeostatico, também liberam multiplos mediadores quimicos, incluindo fatores de
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crescimento tais como TGF-B 2 e VEGF 3, que atuam na ativacao e regulagéo de cascatas de
sinalizacd@o do processo de reparacao tecidual no sitio de inflamacéo (PAKYARI et al., 2013).

O processo de cicatrizacdo € constituido de trés fases: a inflamacao, a proliferacéo e a
remodelacdo. Na primeira fase ocorre a interagdo entre celulas e matriz extracelular com a
ativacdo de mediadores da inflamacéao. Na fase proliferativa ocorre a epitelizagdo com formagéo
de tecido de granulacdo, além de angiogénese. Na terceira fase ha a substituicdo do colageno e
apoptose das células do epitélio que serdo descartados, assim a cicatriz € formada (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Quando ocorrem altera¢es no sistema hemostatico, podem surgir diversas patologias
que prejudicam o funcionamento normal do organismo, ou até mesmo provocar a morte de
individuos (ARNETH, 2019). Deste modo, compreender e elucidar os mecanismos da
hemostasia tornam-se de suma relevancia, assim como, o estudo de compostos e farmacos que

possam atuar modulando os diferentes processos relacionados a hemostasia.
3.4 Processos inflamatorios

O processo inflamatério envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e
celulares, e € uma resposta adaptativa do organismo que ocorre no tecido frente a qualquer lesdo
celular, provocada por patégenos ou por agentes fisicos. O papel da inflamacdo é proteger o
organismo no sentido de remover e/ou eliminar o agente lesivo através do sistema imune e
mediadores moleculares. As manifestacdes clinicas do processo inflamatorio séo calor, rubor,
edema e dor/perda de funcdo (SALES et al., 2017).

A exposicdo celular aos patdgenos e ao tecido lesionado resultam na producédo e na
liberacdo de diversos mediadores quimicos na area inflamada. Dentre esses mediadores
encontram-se histamina, metabdlitos do acido araquidénico (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), fator de ativacdo plaquetéria, bradicinina, Oxido nitrico, neuropeptidios e
citocinas (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Por meio de estimulos, os fosfolipidios das membranas celulares liberam o &cido
araquidonico através de enzimas fosfolipases Az. Esse acido pode ser metabolizado por duas
classes de enzimas: as cicloxigenases, sendo a isoforma COX-2 induzida e expressa
predominantemente durante o processo inflamatorio, dando inicio a biossintese de
prostaglandinas e tromboxanos e as lipoxigenases (LOX), originando a biossintese de
leucotrienos (LT) (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTQOS, 2004)

O éxido nitrico (NO) € produzido pelas células endoteliais do tecido lesionado e possui
uma forte acdo vasodilatadora, provocando um aumento da permeabilidade vascular, além de

agir como regulador do recrutamento de leucécitos e exercer agao citotoxica contra patégenos.
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No decorrer das rea¢fes imunes e inflamatorias, as citocinas sao liberadas de modo a regular a
acao das células destes sistemas (OLIVEIRA et al., 2011).

A inflamacdo pode ser crbnica ou aguda, dependendo das caracteristicas da resposta
humoral e das moléculas envolvidas. Quando o equilibrio inflamatorio € alterado, com sinais
pro-inflamatorios excessivos (por exemplo, na via cicloxigenase), podem ocorrer danos
fisioldgicos (SALES et al., 2017; SERRANO; ROS; NIETO, 2018). A inflamacéo é geralmente
descrita como cronicas, embora haja sobreposicdo entre esses processos. Uma resposta
inflamatoria aguda se manifesta como vermelhiddo, calor, inchaco, dor e perda de funcdo. A
permeabilidade vascular aumentada, o fluxo sanguineo acelerado e a sensibilizacéo das fibras
nervosas estdo associadas ao inchaco, vermelhid&o e dor, respectivamente (SINGH et al., 2019;
YEUNG et al., 2018).

Na fase aguda, leucdcitos, principalmente granuldcitos, migram para o local da adeséo,
mediados por citocinas e proteinas de fase aguda, com o objetivo de remover o estimulo
inflamatdrio (por exemplo: agente infeccioso, material estranho) ou danos as células
envelhecidas por lesdo e assim, iniciar a cicatrizacdo. Dependendo do grau de leséo, essa fase
celular aguda pode ser suficiente para resolver qualquer danificagdo. A inflamacao persistente,
como resultado de uma prolongada exposicao a estimulos inflamatérios ou reacéo inadequada,
pode levar a fase cronica, na qual podem ocorrer danos nos tecidos e fibrose (GERMOLEC et
al., 2018).

A inflamacdo cronica é geralmente caracterizada pela destrui¢do do tecido e a tentativa
de reparar os danos, simultaneamente. Ocorre devido a infeccOes persistentes, exposicdo
prolongada a uma série de substancias patogénicas e a autoimunidade. Essas substancias séo
principalmente mediadores inflamatorios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e estao
ligados ao inicio do céncer. A combinacdo desses fatores leva a um estado inflamatorio
desequilibrado com um incremento de marcadores como citocinas inflamatdrias, incluindo
TNF-a, interleucinas (IL)-6 e IL-1p, que também estdo associados a doengas cardiometabolicas
(SERRANO; ROS; NIETO, 2018).

Se ndo controlada, a inflamagao pode surgir em numerosos estados doentes, como artrite
reumatoide, esclerose multipla, doenga inflamatdria intestinal, psoriase, doencas imuno-
inflamatdrias e transformac6es neoplasicas. Alem disso, a inflamagé@o cronica também esta
ligada a varias etapas da tumorigénese e é reconhecida como fator de risco para a ocorréncia de
diferentes tipos de cancer (PATIL et al., 2019).

Para o tratamento dessas condicdes inflamatdrias, os anti-inflamatérios néo esteroidais
(AINES) sdo os medicamentos mais utilizados, pois inibem precocemente etapas na biossintese

de eicosanoides através da inibigdo da cicloxigenase (COX). Apesar de sua ampla utilizag&o, o
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uso cronico dessa classe de medicamentos anti-inflamatérios causa varios efeitos adversos,
como toxicidade cardiovascular, gastrointestinal e hepatotoxicidade, entre outras doencas. Por
esse motivo, hd um grande interesse na caracterizacdo e/ou desenvolvimento de novos
compostos que podem atuar como agentes anti-inflamatérios, de forma eficiente, com menos
efeitos adversos e maior seguranca (RIBEIRO et al., 2018; YAHFOUFI et al., 2018).

3.5 Peconhas de serpentes como ferramentas laboratoriais

As peconhas de serpentes contém uma grande quantidade de moléculas bioativas,
conhecidas como toxinas. Essas toxinas podem ser classificadas como proteinas enzimaticas
(metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A. e L-aminoéacido oxidases) e proteinas ndo
enzimaticas (desintegrinas e proteinas do tipo C), essas toxinas interagem com Vvarios sistemas
fisiolégicos, incluindo a hemostasia (LARRECHE et al., 2021).

As serpentes do género Bothrops pertencem a familia Viperidae e a subfamilia
Crotalidae, possuem cerca de 50 espécies amplamente distribuidas na América do Sul e Central
(CARRASCO et al., 2016) e estdo envolvidas na maioria dos casos de acidentes ofidicos no
Brasil (MAGALHAES et al., 2019; RORIZ et al., 2018). Envenenamentos pelo género
Bothrops geram manifestacdes locais e sistémicas, que podem resultar em complicagdes
clinicas como insuficiéncia renal, choque, hemorragia ou até mesmo morte. No local da picada,
observam-se dor, edema, sangramento das marcas de presas, manchas vermelhas, equimoses,
bolhas e necrose (GUTIERREZ et al., 2009; MONTEIRO et al., 2020; SANTORO et al., 2008).

Em nivel laboratorial, os pacientes envenenados apresentam alteracdes hemostaticas —
por exemplo, consumo de fatores de coagulacdo sanguinea, principalmente de fibrinogénio,
fator V e VII, trombocitopenia e niveis aumentados de fibrinogénio/produtos de degradacéo de
fibrina — e alteracdes inflamatorias, como niveis aumentados de proteina C reativa e interleucina
(THOMAZINI et al., 2021).

As toxinas de peconha podem apresentar diferentes efeitos farmacoldgicos e
toxicologicos (FERRAZ et al., 2019). As peconhas de serpentes, sdo amplamente utilizadas
como ferramentas laboratoriais na inducdo de efeitos tdxicos e farmacoldgicos, possibilitando
0 estudo de agentes quimicos e naturais que atuem inibindo ac¢bes toxicas e/ou modulando
efeitos farmacoldgicos. Muitas enzimas presentes nestas peconhas se assemelham estrutural e
funcionalmente as enzimas humanas, permitindo assim, a prospeccao dos efeitos de diversas
substancias sobre processos bioquimicos/fisioldgicos/patoldgicos que ocorrem no organismo
humano (OLIVEIRA et al.,, 2021). Nesse contexto, 0 uso de toxinas como ferramentas

laboratoriais contribuem para a elucidacdo de diversos processos e mecanismos celulares, além
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de gerar conhecimentos que possibilitem o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para

o tratamento de doencas hemostaticas e inflamatorias.

3.6 Enzimas a serem estudadas e seu papel na hemostasia e inflamacgéo

3.6.1 Fosfolipases A2

As fosfolipases (PLs) sdo enzimas que atuam no metabolismo de fosfolipidios, os quais
sdo componentes essenciais das membranas celulares e participam de sua estrutura e
funcionamento. Estas enzimas sdo identificadas como A, A2, B, C ou D, conforme a posigéo
em que atuam na hidrdlise lipidica. As fosfolipases catalisam a hidrolise de &cidos graxos na
posicdo sn-2 de fosfolipidios das membranas (Figura 4) e, desta maneira, liberam
lisofosfolipideos ou &cidos graxos livres, principalmente os acidos poli-insaturados como o
acido araquiddénico (CEDRO et al., 2018).

As fosfolipases A2 (PLA2s) (EC 3.1.1.4) sdo enzimas estaveis, relativamente pequenas
(~ 14 kDa), dependentes de Ca®" e ricas em interacdes dissulfeto, fundamentais em diversos
processos bioldgicos, incluindo a geracdo de mediadores pro-inflamatérios (metabolizados por
COX e LOX), tais como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, e na regulacdo do
metabolismo lipidico. Os fosfolipidios podem ser degradados por inimeras substancias e dessa
forma, provocar alteracdes na membrana celular, ocasionando mudangas na entrada e saida de
liquidos e ions (YARLA et al., 2015).

Figura 4 — Acdo catalitica das fosfolipases nos sitios da molécula de fosfolipidio.

Legenda: As setas indicam a posicdo de hidrolise das enzimas fosfolipase Al (PLA:), fosfolipase A,
(PLA,), fosfolipase B (PLB), fosfolipase C (PLC) e fosfolipase D (PLD).
Fonte: Magalh&es (2017).

As PLA: de peconhas de serpentes sdo responsaveis por efeitos biologicos locais e
sistémicos como miotoxicidade, bloqueio neuromuscular, cardiotoxicidade, hemolise e
atividades anticoagulantes, antiplaquetarias e formadoras de edema (LARRECHE et al., 2021).
O uso de PLA:s de peconhas de serpentes para o entendimento da atividade e mecanismos de
acdo da PLA2s humana, tem sido proposto devido a alta homologia estrutural entre as duas
enzimas (TEIXEIRA et al., 2003).
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Vaérios estudos com plantas medicinais e seus derivados, j& foram descritos com
atividade inibitoria sobre fosfolipases A2 (ALAM et al., 2016; CESAR et al., 2020; MARQUES
et al., 2018). Os compostos bioativos de plantas medicinais geralmente atuam como inibidores
enzimaticos capazes de interagir com as macromoléculas alvo da peconha por meio de
diferentes mecanismos. Com isso, as PLA, podem servir como ferramentas Uteis para elucidar
0s mecanismos de acao envolvidos no processo, além de avaliar o potencial de novos agentes
terapéuticos anti-inflamatorios (MARCUSSI et al., 2007; SALES et al., 2017).

3.6.2 Proteases

As proteases representam uma classe de enzimas com papéis importantes em processos
bioldgicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte celular, e diferenciacéo de tecidos,
entre outros (SALAGA; SOBCZAK; FICHNA, 2013). Essas enzimas catalisam a hidrélise de
ligacdes peptidicas em proteinas ou peptideos, liberando peptideos de tamanho variavel ou
aminoacidos livres. As proteases podem ser classificadas quanto a natureza quimica do sitio
catalitico, como: serinoproteases, cisteina proteases, aspartico proteases, treonina proteases e
metaloproteases (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 2002; MURI, 2014).

Entre as proteases envolvidas na hemostasia destacam-se as serinoproteases (EC 3.4.21)
que atuam de forma seletiva nos fatores da cascata de coagulacdo, com efeito na agregacgéo
plaquetaria, fibrindlise e coagulacdo, e as metaloproteases (EC 3.4.17) séo responsaveis por
hemorragias, necrose e danos teciduais, podendo acarretar na perda de funcéo, inflamacéo local
e/ou amputagdo do membro (GUTIERREZ et al., 2010).

As serinoproteases de peconha de serpente pertencem a familia S1 de proteases
semelhantes a tripsina. Apresentam massas moleculares que variam de 26 a 67 kDa e dois
dominios estruturais distintos. Essas enzimas catalisam a clivagem de cadeias polipeptidicas
em seu lado C-terminal de residuos de amino&cidos hidrofébicos ou carregados positivamente
(KINI, 2005; SERRANO, 2013).

As atividades das serinoproteases que interferem na hemostasia podem ser pro-
coagulantes ou anticoagulantes. As proteases pro-coagulantes sao distinguidas entre enzimas
capazes de ativar os fatores Il, VII e/ou X e enzimas denominadas enzimas semelhantes a
trombina que clivam o fibrinogénio em fibrina. Outras atividades séo a fibrina(ogen)olise direta,
ativacio da proteina C e plasminogénio (LARRECHE et al., 2021). Na figura 5 estfo

apresentados os locais de a¢do mais frequentes das serinoproteases.



Figura 5 - Locais de atuacéo de serinoproteases de peconha de serpentes na coagulacéo

sanguinea.
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As metaloproteases de pegonha de serpente compreendem a subfamilia M12, séo

enzimas dependentes de zinco (Zn %*) e possuem interacdes dissulfeto que estabilizam sua

estrutura e funcdo. Essas enzimas se dividem em trés classes principais (P-1, P-11, P-I11), de

acordo com a organizacdo de seu dominio, sendo que a classe P-1 possui apenas um dominio

metaloprotease, P-11 apresenta dominio metaloprotease e desintegrina, ja P-I11 possui dominio

metaloprotease, desintegrina e outro rico em cisteina. Possuem massas moleculares que variam
de 20 kDa a valores um pouco maiores que 100 kDa (FOX; SERRANO, 2005; MARKLAND;
SWENSON, 2013; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011).

As metaloproteases exibem varias atividades resultando em hemorragia, degradacédo

proteolitica de fibrinogénio e fibrina, ativacdo de fatores Il (protrombina) e X (Figura 6),

apoptose, agregacao ou inibicdo plaquetéaria, inducdo de inflamacdo e interacdo com inibidores
das serinoproteases do sangue (MARKLAND; SWENSON, 2013).
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Figura 6 - Locais de atuacdo de metaloproteases de pegonhas de serpente na coagulacéo
sanguinea.
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As proteases presentes em peconhas de serpentes possuem funcBes enzimaticas
semelhantes as proteases enddgenas humanas como as enzimas envolvidas nos processos de
coagulacdo e agregacdo de plaquetas que compdem a hemostasia (SERRANO, 2013;
SLAGBOOM et al., 2017; YAMASHITA et al., 2014). Dessa maneira, as proteases de
peconhas de serpentes tém sido utilizadas como ferramentas de estudos dos mecanismos
envolvidos na ativacdo de fatores-chave que controlam a hemostasia, e na prospeccao de novos
agentes terapéuticos.

Diversas plantas medicinais e compostos naturais isolados foram descritos como
inibidores de proteases (BRAGA et al., 2022; CESAR et al., 2019; MARQUES et al., 2021).
Sugere-se que 0s compostos bioativos presentes em extratos vegetais podem interagir com as
proteases através de interagdes hidrofobicas com residuos aromaticos presentes na estrutura da
enzima e complexacdo com ions metélicos, resultando em reducdo ou até mesmo aumento da
atividade enzimética (SAAVEDRA et al., 2018). Nesse sentido, o estudo de inibidores de
proteases € de extrema importancia no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que

podem prevenir e tratar doengas inflamatorias e distdrbios na hemostasia.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de plantas medicinais e de medicamentos fitoterapicos desempenha um papel
importante, nas necessidades béasicas de salde nos paises em desenvolvimento, para o
tratamento e prevencdo de doencas. Considerando as celulas e moléculas, principalmente
enzimas, associadas a iniciacdo, desenvolvimento e manutencdo das doengas inflamatorias
humanas, os produtos naturais mostram-se relevantes, uma vez que, muitos possuem
propriedades farmacologicas associadas as inibicdes enzimaticas, controle da expressao de
enzimas e consequente reducéo na producdo de mediadores inflamatérios. O estudo cientifico
de extratos vegetais e compostos isolados com propriedades farmacoldgicas associadas a
prevencéo e tratamento de doencas humanas, embasam os conhecimentos populares sobre as
plantas medicinais, destacando-se a relevancia de promover continuidade a tradicdo de seu
consumo bem como possibilitam o desenvolvimento de novos produtos e/ou formas de uso, que

proporcionem beneficios & saide humana de forma eficaz e segura.
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Resumo:

Os fitoterapicos sdo medicamentos elaborados a partir de plantas medicinais, ou de seus derivados, sendo
estes uma alternativa viavel, eficaz e segura de terapia. As doencgas inflamatérias tém afetado de forma
crescente a populagdo mundial, destacando a necessidade de desenvolvimento e aplicacdo de tratamentos
alternativos ou adjuvantes. As espécies Uncaria tomentosa e U. guianensis, popularmente conhecidas como
unha-de-gato, sdo plantas medicinais ricas em compostos bioativos como alcaldides, flavondides e taninos.
Possuem atividade anti-inflamatéria e sdo amplamente utilizadas para o tratamento de dores articulares e
musculares. Atualmente, a unha-de-gato é reconhecida como um fitoterapico pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e este é distribuido pelo Sistema Unico de Satde (SUS) para a populacio.
Com base em conhecimentos populares e informagdes cientificas, espécies do género Uncaria possuem
grande potencial farmacolégico configurando alternativas para a substituicdo de alguns medicamentos anti-
inflamatérios convencionais. Desta maneira, objetiva-se neste trabalho avaliar os efeitos in vitro dos
fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis sobre a atividade enzimatica de fosfolipases A2, colagenases,
hialuronidases e proteases com foco em processos inflamatérios e hemostaticos. Assim, almeja-se ampla
caracterizagao dos efeitos dos fitoterapicos a base de unha-de-gato, visando a comprovagéo terapéutica do
uso e os beneficios a saude humana, atribuidos a eles.
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Hipotese:
Os fitoterapicos poderdo apresentar potencial anti-inflamatério e/ou efeitos moduladores sobre enzimas que
atuam em processos inflamatérios, coagulagdo sanguinee, fibrindlise, regeneracao tecidual e cicatrizacao.

Metodologia Proposta:

Preparo dos fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensisOs fitoterapicos a base de
extrato seco de Uncaria tomentosa e U. guianensis serdo obtidos em farmacias de manipulagdo do
municipio de Lavras — MG. Os extratos aquosos serdo preparados conforme metodologia de rotina do
laboratério de bioquimica. Determinagdo da composicdo quimica dos extratos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia - CLAE As analises cromatograficas serdo realizadas em um equipamento de CLAE
Shimadzu (MARQUES et al., 2016).Obtengdo de sangue humano O sangue sera obtido de 3 voluntarios
saudaveis, de ambos os sexos e com faixa etaria entre 20 e 40 anos, sem sintomas de doencgas e que
declararem ndo ter feito uso de medicacdo durante um periodo de 30 dias antes da coleta de sangue. O
sangue sera coletado, uma sé vez de cada voluntario (10mL), por puncdo venosa em tubos de vacuo
contendo heparina para os ensaios de atividade hemolitica em meio sélido e liquido. Para o teste
trombolitico o sangue sera coletado em seringa, sem anticoagulante, e imediatamente distribuido em placa
de 96 pocos. Todos os experimentos serdo realizados apenas apds avaliagdo dos protocolos de pesquisa e

aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana (COEP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Atividade anti-inflamatéria avaliada pela estabilidade da membrana de eritrécitos frente a diferentes
temperaturas A atividade anti-inflamatéria dos extratos aquosos de U. Tomentosa e U. Guianensis sera
avaliada pela estabilidade da membrana de eritrécitos nas temperaturas de 37 oC e 54 oC (NKEH-
CHUNGAG et al., 2015; TATIYA et al., 2011). Efeitos sobre a atividade fosfolipasica em meio sélido A
atividade fosfolipasica sera avaliada conforme descrito por Gutiérrez (1988). Atividade tromboliticaA
atividade trombolitica sera avaliada sobre coagulos sanguineos humanos formados in vitro de acordo com a
metodologia descrita por Cintra et al. (2012). Efeitos sobre a atividade de hialuronidasesPara avaliar os
efeitos dos extratos obtidos dos fitoterapicos a base de U. tomentosa e U. guianensis sobre a atividade de
hialuronidases, sera utilizado o método descrito por Marchesan et al. (2006).Efeitos sobre a atividade de
colagenasesOs ensaios de inibicdo da colagenase serdo realizados utilizando enzimas (obtidas
comercialmente), sendo estas previamente incubadas com os extratos dos fitoterapicos de U. tomentosa e
U. guianensis nas
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proporgdes de 1:0; 1:0,5; 1:1; 1:5; 1:10; 1:20 (colagenase: extrato, p/p) por 30 minutos a 37 oC. O gel sera
preparado em agar bacteriolégico 1% dissolvido em PBS (pH 7,4), azida de sédio 0,005% e colageno nao
hidrolisado tipo Il (obtido comercialmente), distribuindo o meio a temperatura de 45-50 oC, 100 L por pogo,
em microplacas de 96 pocos. Apds a solidificacdo do gel, os tratamentos e o controle negativo (PBS) serdo
aplicados em cada pogo, em ftriplicata, em volume final de 30 L. As microplacas serdo mantidas em camara
de cultura de células por 12h a 30 oC. A avaliagdo sera realizada visualmente utilizando o corante

coomassie blue R-250, seguido de descoloragdo em solugdo de acido acético a 10%.

Critério de Incluséao:

Discentes de pds-graduagcdo de ambos os sexos e com faixa etaria entre 20 e 40 anos, sem sintomas de
doencgas e que declararem néo ter feito uso de medicagdo durante um periodo de 30 dias antes da coleta de
sangue.

Critério de Excluséo:
Discentes de pds-graduagao que se voluntariarem porém relatem ter feito uso de medicamentos nos ultimos
30 dias, que sejam gestantes, tenham passado por alguma cirurgia ou relatem algum sintoma de doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo neste trabalho é avaliar o potencial in vitro dos medicamentos fitoterapicos elaborados com
Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, como inibidores enzimaticos de fosfolipases A2, colagenases,
hialuronidases e proteases hemorragicas, com foco em processos inflamatérios e hemostaticos.

Objetivo Secundario:

- Caracterizagdo quimica dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.- Investigar o potencial
anti-inflamatério dos extratos pelo ensaio de estabilidade da membrana de eritrécitos, avaliado em diferentes
temperaturas.

- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade de fosfolipases A2.
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- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade de proteases hemorragicas, usando o teste trombolitico.
- Avaliar os efeitos dos extratos sobre a atividade de hialuronidases (substrato: acido hialurénico) e
colagenases (substrato: colageno tipo Il ndo hidrolisado) humanas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue podera causar algumas pequenas manifestagdes no local da injegdo, como um pequeno
inchaco, vermelhiddo ou formagédo de mancha roxa, ou seja, sinais comuns em coletas rotineiras de sangue
e de baixo risco a saude do doador. Alguns voluntarios poderdo sentir mal estar antes, durante ou apoés a
coleta de sangue, devido a diminuigdo da pressdo sanguinea, e, caso isso ocorra, a coleta do sangue
podera ser suspensa e se necessario o docente responsavel solicitara atendimento médico para o
voluntario. Espera-se obter o minimo de situagées em que os voluntarios sintam mal estar, uma vez que,
teoricamente, pessoas que se sentem mal ao ver sangue ou ter seu sangue retirado néo irdo se voluntariar,
além disso, porque as coletas serdo feitas na auséncia de jejum, a qualquer hora do periodo da manha.

Beneficios:

Nao havera qualquer beneficio direto ao voluntario nesta pesquisa. No entanto, ele estara contribuindo com
a conclusdo dos estudos referentes ao projeto da pesquisadora Camila Luiz Sena, discente de Mestrado do
Programa de Pés-Graduagdo em Agroquimica, pretende-se obter informagdes sobre os efeitos dos extratos
aquosos, obtidos de fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, sobre enzimas que
atuam em processos fisiopatolégicos humanos, relacionados a inflamacgao, hemostasia, regeneragéo celular
e cicatrizacdo. Os resultados poderado trazer informagcdes que ampliem as possibilidades de uso dos
referidos fitoterapicos na prevencao e tratamento de diversas doengas de origem inflamatéria e associadas
a alteracdes hemostaticas, quanto como adjuvante em terapias. Em adicdo, almeja-se reafirmar os
beneficios do consumo de plantas medicinais e fitoterapicos para a saude humana com seguranga e
eficacia.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo nacional e unicéntrico. Carater académico realizado para a obtengdo do titulo de Mestre em Quimica
e Bioquimica de produtos naturais. Patrocinador préprio. Pais de origem: Brasil. Nimero de participantes: 3
Previsdo de inicio e encerramento da pesquisa: 05/04/2021 a 05/04/2021
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Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendagoées:

Vide campo "Conclusées ou pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Comité considera o protocolo aprovado.

S

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatérios parciais e final da pesquisa, por

meio da Plataforma Brasil, via notificagédo do tipo “relatério” para que sejam devidamente apreciadas no

CEP, conforme norma operacional CNS n°001/13, item XI.2.d.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1679768.pdf 09:27:20
Projeto Detalhado / |PROJETOFINALCAMILACOEP.docx 16/12/2020 | Silvana Marcussi Aceito
Brochura 09:23:14
Investigador
Qutros ComentarioseticosCamila.docx 16/12/2020 | Silvana Marcussi Aceito

09:19:10
Declaragdo de DeclaracaopesquisadoraCamila.docx 16/12/2020 | Silvana Marcussi Aceito
Pesquisadores 09:18:15
Declaragéo de AutorizacaoPRPGCamila.pdf 16/12/2020 |Silvana Marcussi Aceito
Instituicao e 09:17:37
|Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLECamila.docx 16/12/2020 | Silvana Marcussi Aceito
Assentimento / 09:16:17
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Folha de Rosto folhaderostocamila.docx 16/12/2020 | Silvana Marcussi Aceito
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RESUMO

Os medicamentos fitoterapicos sdo uma alternativa viavel, segura e eficaz de terapia. As
espécies Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, sdo plantas medicinais ricas em compostos
bioativos com propriedades anti-inflamatdrias. Neste estudo, extratos aquosos de fitoterapicos
a base de U. tomentosa e U. guianensis foram caracterizados quanto a sua composicao fenolica
e acdo moduladora sobre fosfolipases Az e proteases (envolvidas na hemostasia e inflamacéo),
utilizando peconha de Bothrops moojeni como ferramenta laboratorial. A atividade
fosfolipéasica induzida pela peconha de B. moojeni foi inibida significativamente por ambos 0s
extratos, variando de 10 a 18% e 10 a 46% para 0s extratos aquosos U. tomentosa e U.
guianensis, respectivamente. A maior acédo inibitoria da hemolise foi observada para o extrato
aquoso de U. guianensis, quando incubado com peconha de B. moojeni, com resultados entre
14 a 60%. No ensaio de hemdlise térmica, as maiores doses testadas exerceram maior efeito
protetor nas membranas eritrocitarias. A atividade proteolitica foi inibida significativamente de
10 a 27% para o0 extrato aquoso de U. tomentosa e de 10 a 40% para U. guianensis. Para a
atividade trombolitica observou-se inibicdo significativa apenas na maior dose de extrato
aquoso de U. guianensis (53%) e os controles contendo apenas 0s extratos apresentaram agédo
trombolitica. Ambos os extratos foram capazes de prolongar o tempo de coagulagéo, induzido
pela peconha de B. moojeni. Os resultados demonstram que o0s extratos atuam como
moduladores sobre fosfolipases A, e proteases, sendo assim, esses fitoterpicos podem
configurar uma alternativa promissora no tratamento de doengas inflamatorias e disturbios
hemostaticos.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Anti-inflamatorios. Modulacdo da Hemostasia. Inibidores
enzimaticos.
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1 INTRODUCAO

Os fitoterapicos sdo medicamentos elaborados a partir de plantas medicinais e
representam uma alternativa viavel no tratamento de diversas patologias (FALZON;
BALABANOVA, 2017). Atualmente, sdo foco de estudos, por serem uma fonte promissora de
compostos com atividade biolégica. O seu uso possui vantagens como baixo custo,
acessibilidade e geralmente menos efeitos colaterais. A busca por agentes terapéuticos com
menos efeitos adversos tem chamado a atencdo para as plantas medicinais com propriedades
anti-inflamatorias (PATIL et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018).

As espécies Uncaria tomentosa (Willd.) DC. e Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel. da
familia botanica Rubiaceae, popularmente conhecidas como unha-de-gato, ocorrem
naturalmente em florestas tropicais da Ameérica do Sul e Central. Essas plantas sdo utilizadas
na medicina tradicional indigena ha mais de 2.000 anos (HONORIO; BERTONI, 2016). Estas
espécies sao indicadas na medicina popular como anti-inflamatérios, auxiliando no tratamento
sintoméatico de dores articulares e musculares agudas (SANDOVAL et al.,, 2002), como
imunoestimulantes, antivirais e antitumorais (HEITZMAN et al., 2005; KEPLINGER et al.,
1999; REINHARD, 1999).

As espécies de U. tomentosa e U. guianensis apresentam diversos compostos bioativos,
sendo estes 0s responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas, destacando-se os alcaloides
pentaciclicos e alcaloides tetraciclicos, polifenolicos, flavonoides, triterpenos e saponinas
(NAVARRO-HOYOS et al., 2017). Diversos testes in vitro e in vivo com extratos de U.
tomentosa e U. guianensis confirmaram seus efeitos antioxidante, anticancerigeno, anti-
inflamatorios, antidiabéticos, antimicrobianos, imunoestimulantes e anti-Parkinson (ZHANG
et al., 2015). Embora algumas das aplicacGes dessas espécies estejam relacionadas com a
fisiologia do sangue, h& poucas evidéncias cientificas que abordam o seu efeito modulador
sobre 0s processos relacionados a hemostasia.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos extratos
aquosos de fitoterapicos a base de U. tomentosa e U. guianensis na hemostasia e atividade
enzimatica exercida pelas fosfolipases Az e proteases, utilizando peconha de serpente da espécie

Bothrops moojeni para prospeccdo dos efeitos dos extratos no organismo humano.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das amostras e preparo dos fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e
Uncaria guianensis

Os fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis foram obtidos em
farmacias de manipulacdo do municipio de Lavras, Minas Gerais (21° 14°S, 44° 59°0 ¢ 919 m
de altitude). Especificacfes: o fitoterapico de U. tomentosa é da marca Florien, lote interno
19G15-FL00-000011, lote fabricante NPT.0219/147, data de fabricagdo 01/02/2019, data de
validade 28/02/2022, parte utilizada casca do cip0, teor ativo 3% de alcaloides; o fitoterapico
de U. guianensis é da marca Purifarma, lote interno PURI013952, lote fabricante 23/5, data de
fabricacdo 23/07/2019, data de validade 23/07/2024, parte utilizada casca do cipd, doseamento
5,7% de taninos totais.

Os fitoterapicos foram preparados de acordo com Simédo et al. (2015) modificado.
Foram solubilizados em agua ultrapura, na propor¢cdo de 1:25 (m/v), em seguida foram
incubados em banho termostéatico a temperatura de 36 °C sob 60 rpm por 24 horas. O extrato
aquoso foi centrifugado a 2000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi coletado e armazenado
a -20°C. O extrato consistia em uma concentragéo final de 40 pg/pL.

2.2 ldentificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos por CLAE

As andlises cromatograficas foram realizadas no laboratério Central de Analise e
Prospec¢do Quimica da Universidade Federal de Lavras. Foi utilizado um equipamento de
CLAE Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo LC-20AT, um detector UV-
visivel modelo SPD-M20A, forno CTO-20AC, uma interface CBM-20A e um injetor
automatico com amostrador SIL-20A. As separa¢des foram realizadas utilizando-se uma coluna
Shim-pack VP-ODS-C18 (250 mm x 4,6 mm) conectada a uma pré-coluna Shim-pack Columm
Holder (10 mm x 4,6 mm). Os extratos aquosos de U. tomentosa e U. guianensis, e 0s padroes
fenolicos foram filtrados em membrana de 0,45 um (Millipore®) e injetados no cromatografo.
Os compostos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencdo dos padrdes. Os
padrBes utilizados foram: &cido galico, catequina, &cido clorogénico, acido cafeico, acido
vanilico, acido p-cumaérico, acido ferdlico, &cido m-cumarico, acido o-cumarico, resveratrol e
acido trans-cindmico. A quantificacdo foi realizada por meio da construgdo de curvas analiticas
obtidas por regressdo linear, considerando o coeficiente de determinacdo (R?) de 0,99
(MARQUES et al., 2016).
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2.3 Obtencéo de sangue humano

O sangue utilizado para os testes foi obtido de voluntarios, de ambos os sexos e com
faixa etaria entre 20 e 40 anos, que declararam nao ter feito uso de medicacdo durante um
periodo de 30 dias antes da coleta. O sangue foi coletado por puncao venosa em tubos contendo
citrato para a atividade coagulante, heparina para atividade anti-inflamatoria e hemolitica, e em
tubos sem anticoagulante para a atividade trombolitica. Todos 0s experimentos que requerem
0 uso de material biolégico humano foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (COEP) da Universidade Federal de Lavras, sob 0 nimero de
registro (N° CAAE/41967420.0.0000.5148).

2.4 Obtencdo da peconha de serpente

Os ensaios foram realizados utilizando pe¢onha bruta cristalizada de Bothrops moojeni
obtida comercialmente do serpentério Bioagentes localizado em Batatais, S&o Paulo. A pegonha
foi pesada (10 mg) e dissolvida em 1 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH
7,4). Todas as concentracfes de peconha foram previamente estabelecidas para cada atividade
testada. O uso de peconha de serpente como ferramenta de pesquisa laboratorial foi registrado
no SisGen sob o nimero ADFI95EA.

2.5 Atividade fosfolipasica e hemolitica

A atividade fosfolipasica e hemolitica foram avaliadas em um meio sélido, conforme
descrito por Gutiéerrez et al. (1988). O gel para avaliacéo da atividade fosfolipasica foi preparado
com CaCl; 0,01 mol L*, fosfolipidios de gema de ovo 1:3 (v/v), PBS (pH 7,4), agar
bacterioldgico 1% e azida de sodio 0,005%, vertendo o meio em placas de Petri na temperatura
de 50 °C. Ap06s a solidificacdo do gel, os tratamentos foram aplicados em orificios de 0,4 cm de
diametro feitos no gel, em um volume final de 30 uL. As placas foram mantidas em camara de
cultura de células por 24 horas a 37 °C. Os ensaios de fosfolipases foram realizados utilizando
peconha de B. moojeni, em que a dose minima (10 ug) de peconha foi previamente incubada
com os extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis nas doses de 5; 10;
25; 50; 100; 200; 500 pg.

Para a atividade hemolitica, o gel foi preparado substituindo os fosfolipidios por um
concentrado de eritrécitos. Para obter as células, o sangue recém coletado foi centrifugado a
2000 rpm durante 5 minutos. O plasma foi removido e as hemacias foram suspensas em PBS
(pH 7,4) e centrifugadas nas mesmas condicGes, sendo esta etapa de lavagem repetida duas
vezes. A inibicdo da atividade hemolitica foi avaliada utilizando peconha de B. moojeni (30

Kg), nas mesmas condicBes previamente mencionadas, em diferentes doses.
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Ambas as atividades foram avaliadas medindo-se, em milimetros, o didmetro do halo
translucido formado ao redor dos orificios nos geéis e os resultados foram convertidos em
porcentagem de atividade. Também foram realizados controles com anti-inflamatorios
esteroidal (AIE; prednisolona) e ndo-esteroidal (AINE; diclofenaco resinato) nas doses de 5 e
10 pg. Os controles contendo apenas pegonha foram considerados como 100% de atividade.

2.6 Ensaio de estabilizacdo da membrana de eritrdcitos por meio da inibi¢cdo da hemdlise
térmica

O ensaio de estabilizacdo da membrana de eritrocitos por meio da inibicdo da hemdlise
induzida pelo calor, foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Nkeh-Chungag et al.
(2014).

O sangue foi coletado e centrifugado a 3600 rpm por 5 minutos. O plasma foi descartado
e as hemaécias foram suspensas em PBS (pH 7,4) e centrifugadas nas mesmas condi¢6es, sendo
esta etapa de lavagem repetida duas vezes. Foi preparada uma suspensao de eritrdcitos a 2%
(v/v, mL. mLt) em PBS (pH 7,4). Os tratamentos (200 uL) em diferentes doses (8000; 4000;
2000 pg), foram adicionados a 1200 pL da suspencdo de eritrocitos e incubados em banho
termostatico durante 30 minutos & 37 °C. Os incubados foram centrifugados a 1200 g por 10
minutos, o sobrenadante foi coletado e avaliado em espectrofotdmetro a 540 nm. Em seguida,
os tratamentos foram incubados por mais 20 minutos a 54 °C, centrifugados e o produto
quantificado em espectrofotdmetro a 540 nm. Os controles positivo e negativo consistiam em
agua destilada e PBS, respectivamente. Também foram avaliados anti-inflamatérios esteroidal
(AIE; prednisolona) e ndo-esteroidal (AINE; diclofenaco resinato) na concentragéo de 50 L.
mL%. O controle positivo foi considerado como 100% de hemdlise térmica.

2.7 Atividade proteolitica sobre a caseina

Para a avaliacdo desta atividade foi utilizado a metodologia descrita por (Gutiérrez et al.
(1988), com a substituicdo dos fosfolipidios por solucdo de caseina na mesma concentracdo
descrita por Wang, Shih e Huang (2004). Para o preparo do gel foi utilizada a solu¢éo de caseina
na concentracdo de 5 mg. mL™t, em tampé&o Tris-HCI 50 mmol. L (pH 8,0).

A peconha de B. moojeni (10 pg) e os extratos aquosos dos fitoterapicos de de U.
tomentosa e U. guianensis foram incubados nas doses de 5; 10; 25; 50; 100; 200; 500 ug por
30 minutos a 37 °C. Tambem foram realizados controles com anti-inflamatdrios esteroidal
(AIE; prednisolona) e ndo-esteroidal (AINE; diclofenaco resinato) nas doses de 5 e 10 pg. Em
seguida, as amostras foram aplicadas aos orificios feitos no gel, em um volume final de 30 uL.
As placas foram mantidas em camara de cultura de células por 18 horas a 37 °C. Ap0s este

periodo, o gel foi submetido a coloracdo com solucdo de amido black a 1%, seguido por uma
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descoloracdo com acido acético a 10%, possibilitando a medicdo do didmetro dos halos
translucidos formados. Os resultados foram expressos em porcentagem, onde os controles

contendo apenas peconha foram considerados como 100% de atividade proteolitica.

2.8 Atividade trombolitica

A atividade trombolitica foi avaliada em coagulos sanguineos humanos formados in
vitro de acordo com a metodologia descrita por Cintra et al. (2012). O sangue coletado sem a
presenca de anticoagulante foi imediatamente distribuido (100 pL) em pocos de uma
microplaca de 96 pocos e deixados para coagular durante 20 minutos. Sobre os coagulos, foram
adicionados os tratamentos (volume final de 30 pL por amostra/poco) correspondentes a PBS
(controle negativo), controles contendo apenas os extratos aquosos dos fitoterapicos de U.
tomentosa e U. guianensis (dose 1200 ug) e também peconha previamente incubada com os
extratos aquosos dos fitoterapicos nas doses finais de 15; 30; 75; 150; 300; 600; 1500 pg durante
30 minutos a 37 °C. As microplacas foram mantidas em cadmara de cultura de células por 24
horas a 37 °C.

A atividade trombolitica foi estimada pela medida do volume de liquido liberado por
cada trombo. A média dos volumes obtidos no controle negativo (PBS) foi subtraida dos demais
tratamentos. O volume total de cada reacdo, sangue + amostra, equivalente a 130 pL, foi

considerado como 100% de atividade.

2.9 Atividade coagulante

A avaliacdo do tempo de coagulacdo de plasma humano citratado foi realizada conforme
descrito por Rodrigues et al. (2000). Os extratos aquosos foram previamente incubados, por 10
minutos a 37 °C, com a pegonha de B. moojeni (10 pg), nas doses finais de reagdo de 50, 100,
200, 500 pg. Os tubos contendo plasma citratado (200 pL) foram mantidos em banho
termostatico a 37 °C. As amostras incubadas foram adicionadas ao plasma e o tempo foi
registrado até a formacdo de um coagulo rigido. Controles contendo apenas peconha também
foram realizados. A dose coagulante minima foi estabelecida anteriormente, sendo
correspondente a menor quantidade de peconha capaz de induzir a coagulagdo em um periodo
entre 50 a 120 segundos (SELISTRE et al., 1990).

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo de trés replicatas. Em
seguida, a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-wilk. Os dados foram
comparados por Analise de Variancia (ANOVA), seguido de teste post-hoc de Tukey (p < 0,05)

por meio do software Graph Pad Prism (verséo 7.00).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos nos extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e
U. guianensis, obtidos por CLAE, estédo apresentados na Tabela 1. O extrato aquoso de U.
guianensis apresentou teor de compostos fenolicos superior ao obtido para o de U. tomentosa.

Os extratos também apresentaram diferentes constituintes entre as duas especies.

Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos dos extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria
tomentosa e Uncaria guianensis.

Compostos fendlicos Fitoterapico Fitoterapico
(mg 100gt) U. tomentosa U. guianensis
Acido galico 488 +0,11 -
Catequina 5,33+ 0,02 91,10+ 0,51
Acido clorogénico 5,24 £ 0,05 237,04 £ 2,11
Acido cafeico 39,02 + 0,80 11,02 +0,17
Acido vanilico 2,37 £ 0,05 9,02 +0,21
Acido p-cumarico 10,33 +£ 0,03 144,77 + 0,46
Acido ferulico nq 130,93 + 0,34
Acido m-cumaérico - 134,33+ 0,22
Acido o-cumarico - 86,51 + 0,37
Acido Trans-cinamico 0,73 0,00 -
> Compostos fendlicos 67,9 844,72

Compostos fendlicos expressos como miligramas equivalentes de cada composto por 100g de
fitoterapico (mg 100g™?). Os dados correspondem as médias das triplicatas e ao desvio padrio
calculado. ng= ndo quantificado (o composto foi identificado, porém esta abaixo do limite de
quantificacao).

O extrato aquoso de U. tomentosa apresentou maior teor de acido cafeico, seguido de
acido p-cumarico e catequina. No entanto, o extrato aquoso de U. guianensis apresentou maior
teor de &cido clorogénico, seguido de acido p-cumarico e acido m-cumarico. Kaiser et al. (2020)
investigaram as diferencas quimicas da casca do caule de ambas as espécies de U. tomentosa e
U. guianensis, os resultados indicaram maior teor de compostos fendlicos (flavonoides) em U.
guianensis em comparagdo com a U. tomentosa. O mesmo foi observado no presente estudo.

Navarro et al. (2019) avaliaram a composicao fendlica de fitoterapicos de U. tomentosa
e identificaram 25 compostos, incluindo acidos hidroxibenzdico (acido benzoico, salicilico, 4-
hidroxibenzéico, protocatecuico, galico, siringico e vanilico) e hidroxicindmico (p-cumarico,
cafeico, ferulico e isoferulico), mondmeros de flavan-3-ol (catequina e epicatequina), dimeros

de procianidina, trimeros de procianidina, bem como dimeros de propelargodina. Também
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foram descritos em extratos de U. tomentosa a presenca principalmente de &acidos
hidroxicinamicos, como os cidos cafeico e clorogénico (PAVEI et al., 2010).

Os compostos fendlicos tém sido associados a uma série de beneficios para a satde
humana devido as suas propriedades antialérgicas, antiestrogénicas, anti-inflamatorias,
antimicrobiana, antioxidantes, antitrombaticas, cardioprotetoras e vasodilatadora (DIAS et al.,
2021; PEREZ-GREGORIO; SIMAL-GANDARA, 2017). Possuem efeitos protetores contra
doencas degenerativas, como inflamacéo, diabetes e cancer, em razdo de suas propriedades
antioxidantes e pré-oxidativas (TATIPAMULA; KUKAVICA, 2021). Tais compostos também
tém sido cientificamente avaliados na busca de inibidores enziméticos, inibidores de efeitos
toxicos e/ou farmacoldgicos utilizando pegonhas de serpentes como ferramentas de pesquisas
(CESAR et al., 2019, 2020).

Os compostos fenolicos derivados de plantas tém demonstrado atividade anti-
inflamatoria in vitro e in vivo, destacando seu potencial terapéutico. Esses compostos atuam
modificando a expressdo de varios genes pro-inflamatorios, e assim, contribuem para a
regulacdo da sinalizacdo inflamatoria. Sua acao esta relacionada principalmente, a capacidade
de inibir enzimas como fosfolipase A2, cicloxigenase e lipoxigenase. Além disso, certos
compostos apresentam estruturas semelhantes aos anti-inflamatdrios convencionais
(YAHFOUFI et al., 2018).

Estudos indicam que os compostos fenolicos presentes nas espéecies de Uncaria sao 0s
possiveis responsaveis pelo seu potencial farmacoldgico e apontam para as interacdes
sinérgicas entre os diferentes compostos (ZHANG et al., 2015). Gongalves, Dinis e Batista
(2005) apresentaram evidéncias sobre a atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso de U.
tomentosa estar possivelmente correlacionada ao mecanismo antioxidante exercido pelos

compostos fenolicos presentes no extrato.

3.2 Atividade fosfolipasica e hemolitica

A Figura 1 mostra a atividade fosfolipasica (%) induzida por peconha de serpente da
espécie Bothrops moojeni previamente incubada com os extratos aquosos dos fitoterapicos de
U. tomentosa e U. guianensis. Os dois extratos inibiram significativamente a atividade

fosfolipasica da pegonha de B. moojeni em todas as doses avaliadas.
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Figura 1 — Atividade fosfolipasica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni,
previamente incubada com os anti-inflamatorios (AIE: anti-inflamatério esteroidal -
prednisolona; AINE: anti-inflamatorio ndao-esteroidal - diclofenaco resinato) e com os extratos
aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. O controle (+) contendo
apenas peconha (10 pug) foi considerado como 100% de atividade. Os resultados correspondem
as medias das triplicatas e o desvio padrdo calculado obtido em cada dose (ug). *Difere
estatisticamente do controle positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O extrato aquoso do fitoterapico de U. tomentosa incubado com a pegonha exerceu
inibicBes estatisticamente significativas sobre a atividade fosfolipasica, entre 10 a 18%,
enquanto o de U. guianensis exerceu inibi¢des entre 10 a 46%. As maiores porcentagens de
inibicdo foram observadas para as maiores doses de ambos 0s extratos.

Embora apenas os anti-inflamatérios esteroidais sejam descritos como inibidores de
fosfolipases A>, ambos os medicamentos avaliados exerceram inibi¢des entre 8 e 15%. As
baixas inibicbes eram esperadas, visto que inibicOes elevadas destas enzimas estdo associadas
avarias reacOes adversas, contudo, a barreira fisica imposta pelo meio sélido no qual o substrato
esta inserido também pode configurar um fator de reducéo da atividade, uma vez que moléculas
com estruturas diferentes terdo taxas de difusdo no gel diferentes.

As fosfolipases A2 (PLA2s) sdo enzimas estaveis, relativamente pequenas (~14 kDa),
dependentes de Ca?* e ricas em interacOes dissulfeto; sdo fundamentais na regulacéo da via do
acido araquidénico por meio do qual sdo liberados mediares pro-inflamatérios tais como
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, e também na regulacdo do metabolismo lipidico.
Esses mediadores sdo responsaveis por alteragdes na hemostasia e sua producdo desordenada

pode dar origem a vérias doencas inflamatorias (YARLA et al., 2015).
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Diversos extratos vegetais j& foram descritos com atividade inibitéria sobre as
fosfolipases A2 (BRAGA et al., 2022; MARQUES et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021).
Compostos fendlicos isolados como &cido p-cumarico, catequina e epicatequina também
mostraram inibicdes significativas sobre a atividade de fosfolipases (CESAR et al., 2019,
2020).

Alguns mecanismos de interacdo entre os compostos fenolicos e as PLAs ja foram
cientificamente descritos. De Moura et al. (2016) destacaram que os taninos podem formar
complexos com o Ca2*, cofator enzimatico de PLA,s, e modular a atividade dessas enzimas.
Outro mecanismo que foi descrito é a capacidade de ligagdo dos flavonoides a grupos amida de
proteinas por meio de ligagdes de hidrogénio, formando complexos que precipitam (MORS et
al., 2000). Os compostos fendlicos também podem inibir a atividade de PLA2s através de
ligacBes de hidrogénio com o sitio ativo dessa enzima, as hidroxilas fendlicas interagem com
os residuos de aminoécidos, impedindo ou dificultando a ligagdo da enzima com o substrato
(ALAM et al., 2016).

As inibicBes da atividade fosfolipasica observadas neste estudo possivelmente estdo
relacionadas a presenca de compostos fenolicos nos extratos dos fitoterapicos de Uncaria
tomentosa e Uncaria guianensis. Nesse contexto, o estudo da modulagdo da atividade de
fosfolipases Az por compostos naturais é ferramenta importante para elucidar os mecanismos
de acdo, e prospectar potenciais agentes anti-inflamatorios e moduladores da hemostasia.

A atividade hemolitica em meio sélido (Figura 2) foi realizada para avaliar os efeitos
diretos dos extratos sobre os eritrécitos humanos, bem como o seu potencial em inibir a
citotoxicidade induzida por peconha de B. moojeni. Esses testes sdo de extrema importancia no
estudo de plantas medicinais/farmacos, uma vez que, muitas moléculas podem induzir a lise de
eritrécitos e, assim, diminuem seu nivel no sangue. Os extratos puros na dose maxima de 500
Hg (sem incubacdo com a peconha) ndo induziram hemolise nas condi¢fes avaliadas (dados
ndo apresentados), confirmando a auséncia de citotoxicidade no referido ensaio.

Os extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis inibiram
significativamente a atividade hemolitica induzida pela peconha de B. moojeni em todas as
doses avaliadas. O extrato aquoso de U. tomentosa inibiu a atividade hemolitica entre 14 a 41%,
enquanto o extrato de U. guianensis exerceu inibigdes entre 14 e 60%. A lise de eritrdcitos foi
diminuida com o aumento das doses de ambos o0s extratos. Também foi observado que o extrato
aquoso de U. guianensis foi mais eficiente em inibir a atividade hemolitica induzida pela

peconha, com inibi¢des de 60% para as doses de 100, 200 e 500 pg.
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Figura 2 — Atividade hemolitica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni, previamente
incubada com os anti-inflamatdrios (AIE: anti-inflamatério esteroidal - prednisolona; AINE:
anti-inflamatorio ndo-esteroidal - diclofenaco resinato) e com os extratos aquosos dos
fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. O controle (+) contendo apenas
peconha (10 pg) foi considerado como 100% de atividade. Os resultados correspondem as
médias das triplicatas e o desvio padrdo calculado obtido em cada dose (ug). *Difere
estatisticamente do controle positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Bors et al. (2011) descreveram que 0s extratos etanolicos e aquosos das folhas e cascas
de U. tomentosa, mesmo em concentragdes altas de 500 pg. mL™* ndo eram tdxicos para os
eritrécitos humanos, além disso, esses extratos foram capazes de diminuir a hemolise induzida
pelo 2,4-diclorofenol. Outro estudo demonstrou o efeito protetor dos extratos de U. tomentosa
sobre a atividade da catalase em eritrocitos humanos incubados com 2,4-diclorofenol, os
pesquisadores sugeriram que provavelmente os compostos fenolicos presentes nos extratos
sequestram os radicais livres e, portanto, protegeram o centro ativo (contendo grupos -SH) da
catalase (BUKOWSKA et al., 2012). Os resultados corroboram com os relatos citados acima.

A peconha de serpente utilizada no presente estudo induz a atividade hemolitica
principalmente pela acdo de serinoproteases e metaloproteases, que degradam proteinas de
membrana, e as fosfolipases A2 que atuam na quebra dos fosfolipidios das membranas celulares.
A acdo combinada dessas enzimas desestabiliza a estrutura da membrana, modificando o fluxo
de ions e 0 metabolismo intracelular, resultando na lise das hemacias (GARCIA DENEGRI et
al., 2010).
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As inibigdes observadas neste estudo sobre as fosfolipases A, e proteases podem ser
explicadas pela presenca de compostos fenolicos nos extratos aquosos dos fitoterapicos de
Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. Desta forma, a inibicdo da atividade hemolitica
evidencia o potencial anti-inflamatdrio e anticoagulante dos extratos avaliados sobre a resposta
inflamatoria e a cascata de coagulagéo sanguinea.

3.3 Ensaio de estabilizacdo da membrana de eritrécitos por meio da inibicdo da hemdlise

térmica

As membranas de eritrocitos sdo utilizadas como ferramentas Uteis para estudar
potenciais agentes anti-inflamatorios, devido a semelhanca entre as membranas dos lisossomos
e dos eritrocitos. Durante as reacGes inflamatdrias, os lisossomos sdo mobilizados e seu
contetido € liberado resultando em uma série de alteragdes fisioldgicas (KLESZCZYNSKA et
al., 2005). Os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINE) agem inibindo a liberacdo de enzimas
lisossémicas ou estabilizando as membranas (CARRILLO et al., 2016). A exposi¢cdo dos
eritrocitos ao calor ou substancias lesivas resulta na lise das membranas, acompanhada de
hemdlise e oxidacdo da hemoglobina (FERRALI et al., 1992). Neste sentido, a inibicdo da
hemdlise induzida pelo calor foi relacionada com o potencial anti-inflamatério dos extratos
avaliados.

Os extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis foram avaliados
a fim de verificar o potencial em minimizar a hemdlise térmica. Também foram avaliados anti-
inflamat6rios comerciais (AIE: anti-inflamatério esteroidal - prednisolona; AINE: anti-
inflamatdrio n&o-esteroidal - diclofenaco resinato) na concentragio de 50 pg. mL™. O controle
contendo apenas agua foi considerado como 100% de hemolise. E os controles de hemdlise
mecéanica, foram realizados apenas com PBS.

Os dados na Tabela 2 mostram que ambos 0s extratos aquosos de U. tomentosa e U.
guianensis em todas as doses (2000-8000 pg) promoveram significativamente a estabilizacdo
da membrana eritrocitaria humana contra a lise induzida pelo calor.

Apos a incubacdo das amostras com a solugdo de hematdcrito a 2% (v/v) a 37 °C foram
observadas porcentagens de hemdlise para os anti-inflamatérios AIE e AINE de 5,23 e 3,76%,
respectivamente. Na presenca do extrato aquoso de U. tomentosa as porcentagens de hemolise
variaram entre 8,12 e 4,32%, enquanto para o extrato de U. guianensis as porcentagens foram
de 12,90 a 5,51%.

Quando as amostras incubadas foram submetidas a temperatura de 54 °C, as amostras
dos anti-inflamatdrios AIE e AINE resultaram em porcentagens de hemolise de 21,79 e 21,62%.

As amostras contendo 0s extratos aquosos dos fitoterapicos de unha-de-gato foram capazes de
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reduzir a hemdlise térmica, em comparacdo ao controle positivo (dgua pura foi considerado
100% de hemolise). As porcentagens de hemolise ficaram entre 51,03 a 17,72% para ambos 0

extratos.

Tabela 2 — Avaliacdo da hemdlise térmica na presenca de anti-inflamatdrios e dos extratos
aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.

Dose % Hemolise a 37°C % Hemolise a 54 °C
PBS - 1,08 £ 0,12* 19,00 £ 0,03*
AlIE 50 pg. mL* 5,23 £ 0,10* 21,79 + 0,02*
AINE 50 pg. mL™ 3,76 + 0,12* 21,62 + 0,04*
Uncaria tomentosa 2000 pug 8,12 + 0,09* 28,14 + 0,16*
4000 pg 478 £0,17* 18,59 £ 0,21*
8000 g 4,32 £0,01* 17,72 £ 0,08*
Uncaria guianensis 2000 pg 12,90 £ 0,02* 51,03 = 0,05*
4000 ug 8,51 +0,15* 35,33+ 0,10*
8000 g 5,51 +0,03* 19,42 £ 0,14*

Os dados correspondem as médias das triplicatas e o desvio padrdo calculado. As doses (L)
dos extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis correspondem a dose
total da reacdo. A concentracdo dos anti-inflamatérios (AIE: anti-inflamatoério esteroidal -
prednisolona; AINE: anti-inflamatdrio ndo-esteroidal - diclofenaco resinato) foi de 50 pg. mL-
!, Os ensaios foram avaliados em solugdo de hematdcrito a 2% (v/v). O controle contendo
apenas agua foi considerado como 100% de hemdlise. *Difere estatisticamente do controle
positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A estabilizacdo da membrana leva a prevencdo do vazamento de proteinas e fluidos
séricos para os tecidos durante um periodo de permeabilidade aumentada causada por
mediadores inflamatorios (ANOSIKE; OBIDOA; EZEANYIKA, 2012), ou no caso deste
estudo, pela alta temperatura. Assim, a protecdo a membrana possivelmente promovida por
compostos fendlicos presentes nos extratos, reduziriam a lise dos eritrécitos.

Duchnowicz et al. (2021) investigaram como 0s compostos contidos nos extratos de U.
tomentosa se comportam na membrana eritrocitaria humana. Os extratos causaram diminui¢do
da fluidez da membrana eritrocitaria e aumento da sensibilidade osmotica, e também
aumentaram a viscosidade dos eritrocitos. Os pesquisadores concluiram que os compostos de
extratos de U. tomentosa se acumulam principalmente na monocamada hidrofilica externa da
membrana, protegendo os eritrocitos das espécies reativas que causam o estresse oxidativo.

Nessa perspectiva, podemos inferir que os extratos aquosos dos fitoterapicos de U.

tomentosa e U. guianensis foram capazes de estabilizar a membrana dos eritrocitos frente ao
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calor, impedindo a liberacdo dos contetdos celulares, devido a presenca de compostos
fenolicos. Esses compostos agem na superficie eritrocitaria e podem ser responsaveis por suas
propriedades protetoras, além de atuarem como sequestradores de radicais livres e inibidores
da peroxidacdo lipidica, aumentando a resisténcia celular ao dano oxidativo (KOREN;
KOHEN; GINSBURG, 2010).

3.4 Atividade proteolitica sobre a caseina

As proteases sdo enzimas que clivam sequencias de aminoécidos das proteinas, possuem
diferentes mecanismos de acdo e regulam a maioria dos processos bioldgicos. Podem atuar
seletivamente em diferentes substratos proteicos exercendo efeitos na ativacdo de zimogénios,
na lise de coagulos e nos fatores da cascata de coagulacdo (SHEN; CHOU, 2009).

Os extratos aquosos dos fitoterdpicos de U. tomentosa e U. guianensis inibiram
significativamente a atividade proteolitica sobre a caseina induzida pela peconha de B. moojeni,
em todas as doses avaliadas, com 0 aumento das inibi¢des sendo diretamente proporcional ao
aumento da dose (Figura 3). O extrato aquoso do fitoterapico de U. tomentosa incubado com a
peconha exerceu inibi¢des entre 10 a 27%, enquanto o extrato de U. guianensis apresentou
inibicdes entre 10 a 40%. As maiores inibi¢gdes foram observadas nas maiores doses avaliadas

para ambos 0s extratos.
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Figura 3 — Atividade proteolitica (%) induzida pela pegonha de Bothrops moojeni, previamente
incubada com os anti-inflamatdrios (AIE: anti-inflamatério esteroidal - prednisolona; AINE:
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anti-inflamatério ndo-esteroidal - diclofenaco resinato) e com os extratos aquosos dos
fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis. O controle (+) contendo apenas
peconha (10 pg) foi considerado como 100% de atividade. Os resultados correspondem as
médias das triplicatas e o desvio padrdo calculado obtido em cada dose (ug). *Difere
estatisticamente do controle positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As proteases presentes em peconhas de serpentes possuem alta homologia com enzimas
humanas, desse modo séo Uteis como ferramentas de pesquisas na busca por diagndstico e
tratamento de varias condices tromboticas e distirbios hemostaticos (DE QUEIROZ et al.,
2017; KINI; KOH, 2016). As metaloproteases apresentam atividades fibrin(ogen)oliticas e de
degradacdo da matriz extra celular (hemorrégicas). As serinoproteases podem atuar como pro-
coagulantes ou anticoagulantes, possuem atividade fibrinogenolitica (semelhantes a trombina),
atuam seletivamente sobre os fatores da cascata de coagulacdo, afetando a agregacao
plaquetaria, fibrindlise e coagulacdo (LARRECHE et al., 2021; MATSUI; FUJIMURA;
TITANI, 2000).

Diversas plantas medicinais e fitocompostos foram descritos como inibidores de toxinas
de serpentes (JORGE et al., 2019). Esses compostos bioativos presentes em extratos vegetais
podem interagir com as proteases através de interacdes hidrofébicas com residuos aromaticos
presentes na estrutura da enzima e complexacdo com ions metalicos, resultando em reducgéo ou
até mesmo aumento da atividade enzimética (SAAVEDRA et al., 2018).

3.5 Atividade trombolitica

A Figura 4 mostra a atividade trombolitica (%) induzida por peconha de serpente da
espécie Bothrops moojeni previamente incubada com os extratos aquosos dos fitoterapicos de
U. tomentosa e U. guianensis. Os dois extratos inibiram e/ou potencializaram a atividade
trombolitica da peconha de B. moojeni em todas as doses avaliadas. Os controles contendo

apenas extratos (sem incubacdo com pegonha) induziram a lise dos trombos.
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Figura 4 — Atividade trombolitica (%) induzida pela peconha de Bothrops moojeni,
previamente incubada com os extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e
Uncaria guianensis. O controle (+) contendo apenas peconha (30 pug). O controle (-) contendo
PBS. C correspondem aos controles realizados apenas com 0s extratos, sem peconha, na dose
de 1200 ug. O volume final de reacdo correspondente ao volume de sangue mais o volume de
tratamento foi considerado como 100% de lise (130 pL) e todas as médias dos volumes obtidos
nos pocos tratados foram convertidas em porcentagem. Os resultados correspondem as médias
das triplicatas e o desvio padréo calculado obtido em cada dose (ug). *Difere estatisticamente
do controle positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O extrato aquoso de U. tomentosa, nas diferentes doses avaliadas, promoveu inibi¢es
entre 46 a 20%, sobre a atividade induzida pela peconha de B. moojeni. No entanto, a atividade
trombolitica em todas as doses avaliadas, ndo diferiu estatisticamente do controle positivo,
contendo apenas peconha. O extrato aquoso de U. guianensis promoveu inibi¢6es variando de
31 a 53 %, sobre a atividade induzida pela peconha de B. moojeni. Foi observada inibicédo
significativa apenas na maior dose, de 1500 pg, com reducdo de 53% na lise dos trombos. Esse
resultado pode refletir a presenca de proporcdes fendlicas: enzimas proteoliticas-hemorragicas
mais ideais para as interagdes ocorram. Outra hipotese, seria que concentracbes mais altas de
compostos fenolicos favoreceriam as intera¢fes deles com as enzimas e menos interagdes com
moléculas presentes no ambiente reacional (componentes do sangue), reduzindo assim a acéo
trombolitica exercida pelos extratos, observada nos controles contendo apenas o0s extratos.

A trombose, ou a formagéo de um coédgulo sanguineo, esta associada a diversas doencas

inflamatorias, sendo uma das principais causas de morte humana. A formacao do trombo resulta
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em condi¢bes hemostaticas anormais devido a acdo descontrolada da trombina sobre o
fibrinogénio ou excesso de producdo de trombina (MAJUMDAR et al., 2014; SU et al., 2020).

Desse modo, é importante avaliar compostos naturais capazes de inibir enzimas que
atuam na cascata de coagulagdo sanguinea, como a trombina, e na agregacao plaquetaria, como
fosfolipases Az e proteases. A compreensdo desses fatores tornou-se um dos alvos de estudos
no desenvolvimento de novos anticoagulantes e antitromboticos. Diversos extratos vegetais e
principios ativos isolados tém demonstrado tanto atividades tromboliticas quanto
antitrombdtica, os pesquisadores sugerem que os compostos fendlicos podem estar relacionados
a dissolucédo de trombos (BRAGA et al., 2019; CESAR et al., 2020; MARQUES et al., 2018).

Neste contexto, os compostos identificados nos extratos aquosos de fitoterapicos de
Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis (Tabela 1), podem atuar em diferentes alvos como
inibidores de metaloproteases hemorréagicas ou interagindo com componentes do proprio
trombo sanguineo. Assim, podem ser uma alternativa no tratamento de doencas tromboaticas,
atuando no aumento do fluxo sanguineo e evitando a formacéo de trombos, ou até mesmo na
reducdo de processos inflamatérios associados a doencas tromboticas, visto que também atuam

na inibigdo de proteases pré-inflamatorias.
3.6 Atividade coagulante

O teste de coagulacdo do plasma citratado foi realizado utilizando a dose coagulante
minima de 10 ug para a peconha de B. moojeni. A incubacao previa da peconha com o0s extratos
aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis nas doses de 50, 100, 200 e 500 ug,
aumentaram significativamente o tempo de coagulacdo entre 27 a 57 segundos e entre 74 a 384
segundos, respectivamente, em relacdo ao controle. Assim, sugere-se que 0s extratos de
Uncaria possam estar atuando como inibidores de proteases coagulantes, como também podem
estar interagindo com componentes da cascata de coagulacdo impedindo a acdo das enzimas
proteoliticas presentes na peconha, sobretudo serinoproteases semelhantes a trombina. As
maiores doses dos extratos dos fitoterapicos foram responsaveis pelos maiores tempos
observados, sendo as maiores inibicbes da coagulacdo obtidas com o fitoterapico de U.

guianensis.
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Tabela 3 — Efeito dos extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria
guianensis sobre a atividade coagulante induzida pela peconha de Bothrops moojeni em plasma
humano citratado.

Dose (ug) Tempo de coagulacgao (s)

Controle (B. moojeni 10 ug) - 56,12 + 2,80

Uncaria tomentosa 50 84,08 + 1,95*
100 87,84 £ 2,75*
200 93,66 * 4,74*
500 113,35 +1,18*

Uncaria guianensis 50 130,93 £ 13,18*
100 245,03 + 5,18*
200 410,50 + 19,42*
500 440,34 + 13,17*

Os dados correspondem as médias das triplicatas e o desvio padrdo calculado. Amostras:
extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis previamente incubados com
a pegonha por 10 minutos a 37 °C. O controle foi realizado com 10 pg de peconha. *Difere
estatisticamente do controle positivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A coagulacdo sanguinea é um processo fisiolégico protetor para prevenir a perda
excessiva de sangue apés lesdo. Consiste em uma cascata de eventos de ativacao enziméatica em
que as serinoproteases ativam as proteinas, como a trombina, resultando na conversdo de
fibrinogénio em varias moléculas de fibrina (formando um polimero insoltvel), ativacdo das
plaquetas e fatores de coagulacédo (JIN; GOPINATH, 2016).

Disturbios no processo da coagulacdo interferem na hemostasia podendo resultar em
coagulos sanguineos indesejaveis dentro dos vasos (trombose patoldgica), que é uma das
principais causas de incapacidade e morte no mundo (SMITH; TRAVERS; MORRISSEY,
2015). Dessa forma, a inibicdo de enzimas envolvidas na cascata da coagulagdo, como a
trombina, representa uma alternativa no desenvolvimento de novos anticoagulantes e
antitrombaticos

O efeito dos extratos aquosos dos fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis, em
prolongar o tempo de coagulagdo induzido por proteases sugere a presenca de inibidores na
composigdo do extrato. Os dados de inibi¢do de enzimas coagulantes corroboram com os dados
de inibicdo de trombolise (Figura 4), uma vez que, as proteases da peconha possuem varios
substratos alvo e sdo responsaveis pela coagulacdo e hemorragia (BERLING; ISBISTER,

2015). Em adigcdo, os proprios extratos possuem componentes com acdo trombolitica,
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favorecendo a fluidez sanguinea. Assim, os extratos avaliados podem ter um potencial de uso
significativo para o tratamento e prevencdo de doencas tromboticas.

Kolodziejczyk-Czepas et al. (2021) realizaram um estudo pioneiro sobre os efeitos de
U. tomentosa no sistema hemostatico. Os extratos demonstraram potencial anticoagulante,
efeitos antiplaquetarios, atividade trombolitica e fibrinolitica. No estudo in silico os
pesquisadores demonstraram as interacfes da trombina com os principais componentes dos
extratos. Esses compostos interagiram com a trombina dentro e fora do sitio ativo, dependendo
do composto. A maior afinidade de ligacdo foi encontrada para procianidinas B2 e C1
(flavonoides).

Nesse contexto, considerando a presenca de compostos fendlicos na composicéo dos
extratos aquosos dos fitoterapicos de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis, podemos inferir
que as inibi¢bes enzimaticas observadas resultam de mecanismos de interagdo molecular entre
compostos fenolicos e as enzimas fosfolipases Az e proteases (especificamente serinoproteases
similares a trombina e metaloproteases hemorragicas), que ja foram descritos na literatura.
Dessa forma, o uso de fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis atuam na modulacéo de

mecanismos relacionados a hemostasia e processos inflamatorios.
CONCLUSAO

Os fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis apresentam diversas
substancias bioativas que conferem potencial para o tratamento e prevencdo de doencas
inflamatérias e disturbios na hemostasia. No presente trabalho, o extrato aquoso de U.
guianensis apresentou maior teor de compostos fendlicos em relagdo ao de U. tomentosa. Esses
compostos provavelmente estdo relacionados aos efeitos moduladores sobre a atividade de
enzimas, como fosfolipases A. e proteases. Estas enzimas atuam em processos fisiologicos
como a coagulagdo sanguinea, formacdo de trombos, fibrinogendlise, resposta inflamatoria e
agregacdo plaquetaria. No entanto, estudos complementares sdo necessarios para ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos de interacfes entre 0s compostos bioativos e as enzimas,
possibilitando diferentes usos para os fitoterapicos de U. tomentosa e U. guianensis, ja

difundidos popularmente como anti-inflamatorios, de forma eficaz e segura.
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