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RESUMO

O sistema complemento (SC) participa do processo de defesa do organismo
desempenhando importante fungdo na imunidade humoral e inata. O SC pode ser
ativado por trés vias: a via classica (VC), a via alternativa (VA) e a via das lectinas (VL).
Estas vias sdo ativadas por diferentes mecanismos que culminam numa cascata
proteolitica, a qual promove a eliminagdo de microrganismos e desencadeia 0 processo
inflamatdério. Sua ativacdo exacerbada esta relacionada com diversas doencgas
autoimunes e inflamatérias. Os extratos de C. xanthocarpa, M. paradisiaca L. e o0s
triterpendides Eufol/Lanosterol apresentam atividade anti-inflamatéria comprovada na
literatura cientifica, entretanto pouco se conhece a respeito do mecanismo de acgéo
responsavel por esse efeito. Neste trabalho investigou-se se extratos obtidos em
diferentes condicbdes de temperatura e pressado de C. xanthocarpa e M. paradisica L.,
assim como do Eufol/Lanosterol tem efeito modulador sobre a VC e VA do SC, como
possiveis mecanismos de acado anti-inflamatéria. A avaliacdo foi feita através de
ensaios hemoliticos utilizando como fonte de complemento o soro humano. Os
resultados obtidos mostraram que o extrato de C. xanthocarpa obtido a 150bar e 80°C
apresenta forte atividade inibitéria do SC, tanto pela VC quanto pela VA. O extrato de
M. paradisiaca L. obtido a 30bar e 35°C inibiu a atividade da VA. Ja o Eufol/Lanosterol
demonstrou inibicdo de ambas as vias. Observou-se que as condicbes fisicas de
extracdo podem estar relacionadas com melhor atividade dos extratos visto que o
extrato de C xanthocarpa obtido a 80°C e 150bar apresentou atividade inibitoria
significativamente aumentada em ambas as vias VA e VC, em relagdo aos extratos da
mesma espécie obtidos a 250bar e 80°C e 250bar e 40°C. Deste modo, podemos
concluir que C. xanthocarpa, M. paradisiaca L. e o Eufol/Lanosterol, tem potencial para
utilizacdo no tratamento de doencas que tenham seu curso relacionado com a ativacao
do SC.

Palavras-chave: Sistema complemento. Inibicdo de hemdlise. M. paradisiaca L. Eufol.
C. xanthocarpa.



ABSTRACT

The complement system (CS) participates in the defense process of the human body
and is connected to natural and acquired immunity. This system can be activated by
three biochemical pathways: the classical pathway (CP), the alternative pathway (AP)
and the lectins pathway. These pathways are activated by different mechanisms that
culminate in a proteolytic cascade responsible for the elimination of micro-organisms
and triggers of the inflammatory process. The exacerbated activation is commonly
linked with several autoimmune and inflammatory diseases. Although the anti-
inflammatory activity of the C. xanthocarpa fruit extract, the M. paradiasiaca
inflorescence extract and the triterpenes Eufol/Lanosterol are described in scientific
literature, the mechanisms of action are not explained. In the present work we
investigate the inhibition of the CP and AP as the possible mechanisms of anti-
inflammatory action for both the extracts and the triterpenes, by means of hemolytic
assays using human serum as the source of complement. We verified that the C.
xanthocarpa extracts present strong inhibitory activity of the complement-mediated
hemolysis, through both CP and AP trials when obtained at 15mPa and 353,15°K. The
M. paradisiaca L. extracts didn’t present significant inhibition of the complement-
mediated hemolysis in the CP trials, they did however present a considerable inhibitory
activity when AP was evaluated using the extract obtained at 3mPa and 308,15°K.
Eufol/Lanosterol demonstrated to inhibit both pathways, CP and AP. We also verified
that the extraction conditions can be connected to the extracts’ performance. The
extract of C. xanthocarpa obtained at 353,15°K/15mPa presented significantly
increased inhibitory activity, both through CP and AP when compared to the extracts
obtained at 353,15°K /25mPa and 313,15°K/25mPa. We can therefore conclude C.
xanthocarpa, M. paradisiaca and Eufol/Lanosterol all have potential for use in the
treatment of diseases related to the CS activation.

Key words: Complement system. Hemolysis inhibition M. paradisiaca L. Euphol. C.
xanthocarpa.
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1 INTRODUCAO

O sistema complemento (SC) é constituido por um conjunto de mais de 35
proteinas sintetizadas tanto no figado como por macrofagos, fibroblastos, células
endoteliais e mesangiais renais (IBRAHIM, 2013; BELTRAME et al, 2015). Essas
proteinas estdo sollveis no plasma ou expressas na membrana celular e podem ser
ativadas por trés vias classica (VC), alternativa (VA) e das lectinas (VL) (CRUVINEL
et al, 2010; CARROL, SIM, 2011).

Para a ativagdo da VC ocorre a ligagdo do componente C1, composto de
uma subunidade Clq, associada a duas moléculas C1r e duas moléculas Cls por
ligacbes dependentes de calcio, C1lg € a subunidade que se liga a molécula de
imunoglobulina (Ig) na porgéo Fc (Fragmento cristalino).

A ativacdo de VA é continua, porém em baixa intensidade. Na presenca de
um ativador exégeno, ocorre sua amplificacdo, iniciando uma cascata proteolitica
gue apos a ativacdo de C3, resulta na formacdo de C5 convertase em ambas as
vias, que cliva a molécula de C5 em C5b e C5a. O C5b se liga a C6, C7 e C8,
formando o complexo C5b-8, onde se liga C9, formando o C5b-9 ou complexo de
ataque a membrana (MAC). O MAC se liga a membrana das células-alvo e formando
poros permitindo um influxo exacerbado de agual/ions que leva a lise celular e
amplifica a resposta inflamatéria (SHEN et al, 1997). Os produtos de clivagem C3a e
Cbha sao anafilatoxinas e promovem a desgranulacdo de mastdcitos, liberando
aminas vasoativas e leucotrienos. A interacdo dessas anafilotoxinas com seus
respectivos receptores C3aR e C5aR, em células endoteliais e granuldcitos, estimula
a quimiotaxia de leucécitos. Em conjunto, esses eventos contribuem para o processo
inflamat6rio, com aumento da permeabilidade capilar e influxo de células
caracteristicos da anafilaxia (ITURRY-YAMAMOTO, PORTINHO, 2001; RICKLIN et
al, 2010).

Assim, o SC é um dos efetores da imunidade humoral e do processo
inflamatorio (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001). As principais consequéncias
bioldgicas da ativacdo do SC séo a defesa contra infec¢cdes piogénicas, a interacao
entre imunidade inata e adaptativa, quimiotaxia, fagocitose e adesao celular,

participando de vérios processos fisiolégicos, como a eliminacdo de complexos
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imunes, regeneracao tecidual e o metabolismo lipidico (CARROLL, SIM, 2011;
RICKLIN, LAMBRIS, 2013).

Portanto, considerando-se que a ativacdo do SC esta associada ao processo
inflamatorio (BELTRAME et al, 2015), substancias que modulem a sua ativacéao,
especialmente promovendo inibicdo de uma ativacdo exacerbada, apresentam
grande importancia farmacoldgica. A inibicdo do SC representa importante acdo anti-
inflamatoria, podendo ser utilizada no tratamento de varias doencgas que apresentam
ativacao do SC no seu curso.

As plantas medicinais representam muitas vezes o principal, sendo unico,
recurso terapéutico de algumas comunidades (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002). A
comunidade de Curral Velho, em Luis Correia, no Piaui (ARAUJO; LEMOS, 2015) e
a comunidade rural de Inhama, em Pernambuco (RODRIGUES, 2014) sdo exemplos
de populacdes que tem o uso habitual de plantas medicinais. Ressalta-se que os
jardins e quintais de residéncias, geralmente ignorados, podem ser op¢cao de fonte
de plantas com potencial nutricional e medicinal, podendo servir até mesmo como
fonte de renda familiar (FERREIRA; CASTILHO, 2007).

Plantas com propriedades biolégicas relevantes representam uma alternativa
econdmica em relacdo aos tratamentos recomendados pela medicina convencional,
tanto através do uso in natura dos espécimes vegetais, como também pela fonte de
novos farmacos que as mesmas representam (LAMEIRA; PINTO, 2008). Estima-se
gue um terco da populacdo mundial tenha dificil acesso a medicamentos alopaticos
essenciais (OMS, 2002), sendo entdo implicita a necessidade de investimento,
estimulo ao uso e divulgacdo da medicina tradicional de forma racional como opc¢ao
viavel para o tratamento e prevencao de doencas e melhoria do sistema de saude
nestas regides. Além disso, torna-se imprescindivel o investimento de pesquisas
para comprovacao das propriedades relatadas em estudos etnobotanicos.

Principios ativos obtidos de diferentes plantas de uso medicinal mostraram-
se moduladores do SC (ALBAN et al., 2002). A investigacao de substancias capazes
de modular o SC podera ser promissora e gerar alternativas terapéuticas,
especialmente para as doencas inflamatorias cronicas e autoimunes, Ccujos
processos fisiopatolégicos estao relacionados com ativacdo exacerbada do SC.

As espécies medicinais em estudo M. paradisiaca L. (inflorescéncia), C.
xanthocarpa (fruto) e os terpenos Eufol/Lanosterol tem em comum a atividade
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biolégica anti-inflamatoria relatada na literatura cientifica, com potencial efeito sobre
0 SC (MARKMAN, BACCHI, KATO, 2004; DUTRA et al, 2011; IMAM, AKTER, 2011;
NISHA, MINI, 2013; KLAFKE et al, 2015).

Com o objetivo de elucidar se a atividade anti-inflamatoria relatada esta
relacionada a inibicao do SC, no presente estudo avaliou-se o efeito modulador
sobre a VC e VA de extratos obtidos em diferentes condigbes de temperatura e
presséo de C. xanthocarpa e M. paradisica L., assim como do Eufol/Lanosterol. Vale
ressaltar que o método de extracdo utilizado para producdo dos extratos foi
supercritico e propano comprimido, garantindo assim melhor qualidade e eficiéncia

no processo de extracao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA COMPLEMENTO

O SC é composto por um conjunto de aproximadamente 35 proteinas séricas
associadas a membranas celulares que tém por funcdo proteger o organismo de
agentes agressores, participando da imunidade inata e adaptativa (BELTRAME et
al., 2015). Quando em contato com agentes ativadores, tais como microrganismos e
complexos imunes, o SC é ativado levando a interacdo de varios componentes em
uma reagdo em cascata altamente regulada.

O SC desempenha importante papel na defesa do organismo, porém sua
ativacdo exacerbada pode levar a efeitos deletérios e injuria tecidual. O
envolvimento do SC em vérias doencas autoimunes e inflamatdrias mostra a
necessidade de se encontrar novos agentes capazes de modula-lo inibindo sua
ativacdo (WAGNER; FRANK, 2010). Apesar da variedade de produtos naturais que
apresentam substancias com diferentes atividades biolégicas, como antivirais,
analgésicas, antitumorais, antialérgicas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras
(NEWMAN; CRAGG, 2012; D'ORAZIO et al., 2012); no caso do SC, sao escassas
as substancias naturais em uso (WAGNER; FRANK, 2010).

A heparina, polissacarideo conhecido pelo seu uso como anticoagulante, é
um exemplo de substancia natural que possui atividade inibitéria sobre o
complemento, atuando em diferentes pontos de ativacdo do SC (SHARATH, 1985;
EDENS, LINHARDT, WEILER, 1993; BAZARGANI et al., 2005).

2.1.1 Vias de ativacdo do SC

A ativacdo do complemento pode ser iniciada através de trés vias principais:
classica, alternativa e das lectinas (QU; RICKLIN; LAMBRIS, 2009) (FIGURA 1).

A ativagcdo da VC ocorre essencialmente na presenca de anticorpos
secretados durante uma resposta imune humoral ou ainda anticorpos naturais que
podem se ligar a epitopos antigénicos, formando complexo-imunes (BELTRAME et
al., 2015). Essa via é ativada pela interagcdo do componente C1q com a regido Fc de
IgM ou IgG na forma de complexo-imune. A ligagdo de Clq somente ocorre a
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anticorpos complexados com antigeno e esta ligacdo requer ions célcio e magnésio.
Pelo fato da VC ser ativada essencialmente por complexos antigeno-anticorpo
dependendo da producdo prévia de anticorpos especificos, esta se associa a
resposta imune humoral (ITURRY-YAMAMOTO, PORTINHO, 2001; CRUVINEL et
al, 2010). O C1q pode também se ligar as proteinas C-reativa, amildide sérica P e
pentraxina 3, além de outros ligantes na superficie de células apoptéticas ou
microbiana, ativando a VC (QU; RICKLIN; LAMBRIS, 2009).

A ligacdo de Clq ao alvo ativador (IgG ou IgM complexado com Ag) da VC
induz a ativagdo das proteases R (Clr) e S (Cls) associadas a Clqg que leva a
clivagem dos componentes C2 e C4, seguindo a formacao das C3 e C5 convertases
e do complexo de ataque a membrana (MAC), resultante da ativacdo de C5 e da
associacao com C6, C7, C8 e moléculas de C9 (BELTRAME et al., 2015).

Certos agentes como fungos, bactérias, alguns tipos de virus e helmintos
especialmente com auséncia de &cido sialico na membrana, sdo ativadores da VA,
através da ligacdo de uma ou mais moléculas de C3b na sua superficie (ITURRY-
YAMAMOTO; PORTINHO, 2001).

A ativacdo da VA é dependente do fator D, fator B, da properdina e de C3
(FIGURA 1). A VA é auto-ativada, na auséncia de anticorpos, de forma continua e
em niveis basais pela clivagem espontanea de C3 no plasma. Esta é iniciada pela
hidrolise espontanea da ligacédo tioéster de C3 que ocorre numa proporcéo de 1% do
C3 total/hora, gerando moleculas de C3 conformacionalmente alteradas, designadas
de C3(H20), que se ligam ao fator B. O fator B, pré-ativador de C3 é clivado pelo
fator D, uma enzima que circula no organismo na forma ativada, nos fragmentos Bb
e Ba. O fragmento Bb associa-se ao C3 ativado e atraves do seu dominio de serina
protease cliva moleculas adicionais de C3, gerando C3b e a C3 convertase da via
alternativa (THURMAN; ROLERS, 2006).

Assim, a via alternativa é auto-ativada, na auséncia de anticorpos, de forma
continua e em niveis basais pela clivagem espontanea de C3 no plasma. Essa via
também pode ser acionada diretamente pela properdina, varias outras proteinas,
lipidios, carboidratos e estruturas de superficies invasoras, como microrganismos,
fungos, bactérias, virus e células tumorais (QU; RICKLIN; LAMBRIS, 2009). A
membrana da heméacia de coelho possui também esta propriedade ativadora da VA
(PLATTS-MILLS; ISHIZAKA, 1974). A properdina, por sua vez, também estabiliza as
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convertases de C3 (complexo C3bBb) e de C5 da VA (ITURRY-YAMAMOTO,
PORTINHO, 2001; HARBOE, MOLLNES, 2008; KOUSER et al., 2013). A VA
também culmina na formacdo do MAC causando lesdo em membranas celulares,
ativacdo da opsonizacao e fagocitose de microrganismos e células apoptoticas.

As lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos. A VL, de maneira
semelhante & VA, ndo depende de anticorpo para que seja ativada (LAPPEGARD et
al., 2014). Essa via é ativada quando a lectina ligante de manose (MBL), ficolinas e
colectinas, se ligam a carboidratos e grupos acetilados que sdo comuns em
microrganismos, incluindo bactérias, virus e protozoéarios (BELTRAME et al., 2015).
A VL é homdloga a VC, sendo diferenciadas pelo mecanismo de ativacdo, que na VL
€ determinado pelo reconhecimento de carboidratos e grupos acetilados na
superficie de microrganismos pela Lectina Ligante Manose (MBL), ficolinas e
colectinas 10 e 11, as quais encontram-se associadas as serino proteases (MASP1
e MASP2). Com a ativacdo dessas proteases ocorre a clivagem dos componentes
C2 e C4, formacédo da C3 convertase e C5 convertase, culminando na formacao do
MAC (ITURRY-YAMAMOTO, PORTINHO, 2001; CRUVINEL et al, 2010).
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FIGURA 1 - AS TRES VIAS DE ATIVACAO DO SC: VIA CLASSICA, LECTINA E ALTERNATIVA
CULMINANDO NA VIA TERMINAL OU COMUM.
FONTE: Adaptado pelo autor de BELTRAME et al., 2015.

De maneira similar, as trés vias levam a ativacdo de C3 e de C5, apés
geracdo das C3 e C5 convertases. A formacdo do MAC ¢é iniciada com o fragmento
C5b ligando-se as moléculas subsequentes C6, C7 e C8 (FIGURA 1). Em seguida,
h& o recrutamento del0O a 18 moléculas de C9, que se polimerizam e formam o
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MAC, promovendo a formacdo de poros na membrana celular, influxo de agua e
ions e, finalmente, lise celular (LAPPEGARD et al., 2014; BELTRAME et al., 2015;).

Os fragmentos menores, liberados durante a ativacdo da cascata, tém efeitos
bioldgicos importantes especialmente na reacao inflamatodria. Sabe-se que ativacao
do SC gera as anafilatoxinas C3a, C4a e Cbha. A ligacdo de C3a, C4a e Cha a
receptores de mastocitos e basofilos leva a liberacdo de histamina e outros
mediadores vasoativos que promovem a quimiotaxia e aumento da permeabilidade
vascular que caracterizam a inflamacdo. Cba possui acdo quimiotatica para
mastocitos. Ocorre também liberacdo de prostaglandinas, espécies reativas de
Oxigénio e Nitrogénio, assim como a expressdo de moléculas de adesdo e a
producao de citocinas € aumentada. Mondcitos e macréfagos apresentam respostas
similares e secretam ainda, interleucinas 1 e 6 (IL1 e IL6) (FIRUGA 2) (LAPPEGARD
et al., 2014; BELTRAME et al., 2015). A IL1 e a IL6 sao citocinas pré-inflamatdrias,
primeira produz inflamacéo sistémica ativando a ciclooxigenase-2 (COX2), com a
formacéo de prostaglandinas, causando febre, a segunda esta vinculada a ativacao
de neutrdfilos, diferenciacéo de linfocitos-T citotdxicos e células matadoras naturais,
€ considerada um marcador importante de lesao tecidual durante procedimentos
cirargicos, traumas e infeccdo. (OLIVEIRA et al, 2011). Outros fragmentos
resultantes da clivagem dos componentes apresentam importantes atividades
bioldgicas, como opsonizacdo e fagocitose, C4b e C3b e complexos imunes podem
agir como moléculas opsonizantes. Neutrofilos e macréfagos expressam 0s
receptores CR1, CR2, e CR4 que se ligam a C3b, C4b, e iC3b, promovendo a
aderéncia de microrganismos as células fagociticas do hospedeiro, levando a
fagocitose (BELTRAME et al, 2015).
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FIGURA 2 - FUNCOES BIOLOGICAS DO SC.

NOTA: Inflamagdo: A ativacdo do SC gera anafilotoxinas, entre elas, estdo a C3a, C4a e Cha. A
ligacdo de C3a, C4a, e C5a aos receptores nos mastécitos e basofilos leva a liberagdo de histamina e
outros mediadores vasoativos. Em resposta a ativagdo pelas anafilotoxinas, os neutréfilos liberam
prostaglandinas (PG), espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS, respectivamente)
assim como aumentam a expressdao de moléculas de adesdo e quimiocinese. Mondcitos e
macréfagos mostram uma resposta similar e secretam interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6). Fagocitose:
iC3b, C4b, e C3b envolvem microrganismos e imunocomplexos, tendo atividade opsonizante.
Neutréfilos e macréfagos expressam receptores para o complemento (CR1, CR2, e CR4), os quais se
ligam a C3b, C4b, e iC3b. Isso promove a aderéncia de microrganismos que serdo fagocitados. A
ativacao e diferenciacdo das células B: o reconhecimento de C3 pelo antigeno tem um importante
papel na ativacéo e diferenciacdo das células B. A ligagdo cruzada entre o receptor do complemento
2 (CR2) e o receptor da célula B (BCR) através do complexo C3d-antigeno dimininui a limitacdo da
célula B levando a migragao celular, interagdo entre células T/B e anticorpo. Lise celular: anticorpos
especificos, MBL/ficolinas, e hidrélise espontanea de C3 ativam o complemento na superficie de
microrganismos infectantes e levam a formagdo do MAC, o que causa a lise celular. Limpeza de
imunocomplexos: imunocomplexos ativam o SC. O C3 gerado se liga aos complexos e a CR1
presente na superficie dos eritrocitos. Durante o trafico de eritrécitos através dos sinusoides do figado
e do bago, fagocitos removem os complexos imunes vinculados levando a sua limpeza. Remogéao de
células apoptdticas: Lectina ligadora de manose, ficolinas e C1q ligam-se a detritos da célula
apoptoticas, o quais sdo removidos através de ligacdo com os receptores C1gR e CR1 em células
fagociticas.

FONTE: Adaptado pelo autor de BELTRAME et al., 2015.
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2.1.2 Regulacéo do Sistema Complemento

A regulacdo da cascata do SC é mediada por proteinas circulantes e de
membrana que previnem sua ativacdo em células autélogas e a limitam em células
de microrganismos e complexos antigeno-anticorpo. Na auséncia de componentes
da VA ou VC podem ocorrer deficiéncias na ativacdo do complemento, como no
caso de deficiéncias genéticas de C1q, C4, C2 e C3. A atividade proteolitica de C1r
e Cls é inibida por uma serino-protease plasmatica, inibidor de C1 (C1INH), que
simula o substrato normal de C1r e C1s, impedindo sua atividade, também inativa as
MASP1 e MASP2 da via das lectinas que séo estruturalmente semelhantes a Cl1r e
Cls (FIGURA 3) (WAGNER; MICHAEL, 2010). A deficiéncia de C1INH esta
relacionada com o angioedema hereditario, que se caracteriza por um quadro de
crises agudas ocasionais de edema nas extremidades. J& a atividade das C3 e C5
convertases € inibida pela ligacdo de proteinas regulatérias ao C3b e C4b na
superficie celular. Na superficie de células normais, as proteinas de membrana MCP
(ou CD46) e DAF (Fator de Aceleracdo de Decaimento) inativam C3b impedindo
ativacdo do complemento e efeito deletério no proprio organismo (ITURRY-
YAMAMOTO, PORTINHO, 2001; GOMES, LIMA, 2008).

Na VA, a auséncia de properdina e/ou do fator D, alteracdo genética ligada ao
cromossomo X, resulta no aumento da susceptibilidade a infeccbes por
meningococos, frequentemente fatal. O Fator H conecta-se a residuos de acido
sidlico na célula hospedeira e também se liga ao C3b. O fator H € um co-fator para a
protedlise de C3b pelo Fator | que controla a formacdo das convertases nas
membranas das células do hospedeiro degradando o C3b na VA. O Fator | inativa
C4b através de clivagem proteolitica  que também exige um cofator solavel, este
co-fator € a proteina C4b-ligante (C4BP: C4 binding protein) (WAGNER; MICHAEL,
2010). As membranas autélogas sao preservadas através da acdo das proteinas
DAF e CD59, proteinas ancoradas a membrana, regulam a formacdo das
convertases de C3 e C5 e impedem a polimerizagdo de C9, respectivamente. Um
defeito nesse processo na membrana dos eritrocitos torna-os mais susceptiveis a
lise pelo complemento, podendo levar ao desenvolvimento da hemoglobindria

paroxistica noturna (HPN), doenca caracterizada pela lise dos eritrocitos com
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liberacdo de hemoglobina na urina (ITURRY-YAMAMOTO, PORTINHO, 2001,
GOMES, LIMA, 2008).
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FIGURA 3 - MECANISMOS DE REGULACAO DO COMPLEMENTO.

NOTA: Fase solivel: C1INH (C1 inhibitor protein) € um inibidor de C1 que serve como um substrato
para a serino proteases C1r e Cls, formando um complexo para inativacdo completa de C1. O Fator |
inativa C4b e C3b através de clivagem proteolitica, esta exige um cofator solivel para C4b e C3b,
estes co-fatores sdo as proteina C4b-ligante (C4BP: C4 binding protein) para C4b e para C3b, o fator
H. Ambos (C4BP e fator H) atuam acelerando a degradacédo das C3 convertases, C4b2a e C3bBb, da
VC e VA, respectivamente. A CPN (carboxi-Npeptidase) inativa as anafilatoxinas C3a e Cba. A
proteina-S e a clusterina se ligam ao complexo C5b-C7 impedindo a fusdo na membrana celular e
polimerizacéo de C9. Na membrana celular: O fator | apresenta como co-fatores o CD35 (ou CR1) e
MCP (ou CD46) na clivagem de C4b e C3b. CD 35 também acelera a degradagdo das C3
convertases. O DAF (ou CD55) acelera a degradacdo das C3 convertases nas trés vias de ativacao.
O CD59 (ou Pronectina) interfere na polimerizacdo do C9. O CRIg (regulador do complemento da
superfamilia das imunoglobulinas), presente em macréfagos e células de Kupffer, liga-se ao C3b e
blogueia C3- e C5- convertases da via alternativa. O CRIT (Proteina trispanning inibidora do receptor
de C2) liga-se ao C2 e impede sua clivagem por C1s, interferindo na geracdo da C3 convertase da
via classica.

FONTE: Adaptado de WAGNER e MICHAEL, 2010.
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2.2 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo mundial faz uso de plantas medicinais, muitas vezes por ser o Unico
recurso disponivel (OMS, 2002). De fato, o uso de plantas medicinais pelo homem
ocorre desde a antiguidade, sendo que muitos manuscritos registraram a utilizagéo
de ervas e outros vegetais na alimentacdo e tratamento de diversas doencas
(MACIEL; PINTO; VEIGA, et al, 2002; DEVIENNE, RADDI; POZETTI 2004; JAWLA,
KUMAR, KHAN, 2012).

O conhecimento referente as plantas medicinais contribui para o
desenvolvimento da medicina, auxiliando na pesquisa cientifica de espécies vegetais
gue representam possiveis fontes de novos medicamentos fitoterapicos, assim como
principios ativos para desenvolvimento de medicamentos alopéticos, agregando
significante valor social e econémico (IMAM; AKTER, 2011).

A fitoterapia consiste no uso medicinal de vegetais frescos, drogas vegetais
ou extratos e fracbes obtidos dessas matérias primas (SILVA et al., 2006). J& o
medicamento fitoterapico € elaborado exclusivamente de matérias-primas vegetais
ativas (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005). Existem ainda os fitofarmacos
que sao moléculas puras obtidas de plantas que apresentam atividade
farmacoldgica (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001). Entre esses, pode-se citar a
pilocarpina, utilizada no tratamento de xerostomia pela sua capacidade de estimular
a salivacdo e no glaucoma, por diminuir a pressdo ocular e a vincristina, utilizada
como quimioterdpico na leucemia aguda, entre outros tipos de cancer. Esses
fitofarmacos sdo provenientes do jaborandi (Pilocarpus spp.) e das folhas de vinca
(Catharanthus roseus L.), respectivamente (SIMOES, 2007; ALMEIDA, KOWALSKI,
2010; ANVISA, 2013;).

Os fitoterapicos sdo produtos de venda livre e movimentam cerca de 22 bilhdes
de ddlares em todo mundo (YUNES; PEDROSA; CECHINEL, 2001). O Acheflan® é
exemplo de fitoterapico anti-inflamatério desenvolvido no Brasil, obtido das folhas e
ramos da espécie Cordia verbenacea, conhecida como erva-baleeira (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Porém como ocorre com outros produtos, o Acheflan®
nao tem seu mecanismo de acéo esclarecido, sendo assim, o desenvolvimento de

pesquisas que possam contribuir na elucidacdo dos mecanismos da acgédo anti-
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inflamatodria desta espécie e outras € de fundamental importancia, uma vez que
estas plantas medicinais sdo matéria prima renovavel e podem ser obtidas de forma
simples e econdmica, portanto sendo visadas como um forte alvo para investimentos
com intuito de desenvolver opcdes de tratamento para doencgas que tem seu curso
relacionado a reposta imune mediada pelo SC.

Devido ao risco reduzido de efeitos adversos vinculados ao uso de plantas
medicinais, a pesquisa referente a medicina tradicional e consequentemente as
plantas medicinais passou a ser incentivada pela OMS, assim como a utilizacdo das

espécies vegetais pela populacdo (SANTOS et al. 2012).

2.3 ESPECIE VEGETAL: Campomanesia xanthocarpa (Mart) Berg

A C. xanthocarpa é uma arvore (FIGURA 4A) de até 15m, tronco tortuoso,
decidua, com copa densa arredondada, folhas verde-escuras simples, inteiras e
opostas, flores esbranquicadas e fruto globoso. Pertence a familia Myrtaceae e é
conhecida popularmente como guabiroba, guavira ou guabirobeira-do-campo. E uma
espécie natural da regido sul do Brasil, encontrada também na Argentina, Paraguai e
Uruguai (LORENZI, 1992; ALICE, 1995; GOGOSZ, 2010). Seu fruto (FIGURA 4B),
rico em vitamina C, possui polpa suculenta e odor caracteristico, € consumido
geralmente in natura ou na forma de sucos e doces. E rico em célcio, zinco, ferro,

magneésio, cobre e potassio (VALLILO, 2008). Possui teor energético baixo devido a

reduzida concentracado de lipidios, apenas 0,12 g em 100g do fruto (LORENZI, 1992;
BIAVATTI, 2004; SILVA et al., 2008).

FIGURA 4 - FRUTOS (A) E ARVORE (B) DE C. xanthocarpai o
FONTE: Adaptadas pelo autor de Germano Woehl Junior, Instituto Ra-bugio para preservagédo da
biodiversidade (2013).
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O fruto da “guabiroba” € um alimento funcional, sua rica composi¢éo, inclui
compostos bioativos, como fibras, flavonoides, saponinas e taninos, que podem
estar relacionados com as atividades terapéuticas relatadas (MARKMAN; BACCHI;
KATO, 2004). Estudos verificaram presenca consideravel de compostos fendlicos
(1616 ppm/100g) e acido ascérbico (233,56mg/100g) (SANTOS et al, 2009). Estudos
quimicos das folhas da C. xanthocarpa isolaram as substancias quercetina,
miricetina e rutina (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995), flavonoides que se destacam
pelo seu alto potencial antioxidante, antitumoral e efeitos protetores do sistema
cardiovascular (BEHLING et al, 2004).

2.3.1 Aplicagbes na Medicina Tradicional

Existem relatos na literatura da utilizagcdo das folhas e dos frutos de C.
xanthocarpa na medicina tradicional no combate a diversas doengas tais como
reumatismo, hiperlipidemia e obesidade (TABELA 1) (ALICE, 1995; RODRIGUES,
2001; DICKEL, RATES, RITTER, 2007).

TABELA 1 - APLICACOES POPULARES DE C. xanthocarpa.

Parte da planta

Aplicagdes

Fonte

Fruto

Dor de barriga e tosse (1),
obesidade (2); reumatismo (3),
hiperlipidemia (2, 3); emagrecedor

(4).

1-AMORIM, 2009;

2-DICKEL, RATES, RITTER,
2007,

3-RODRIGUES, 2001,
4-BADKE et al, 2011.

Folha Adstringentes, melhoram o fluxo 1-MENTZ,
intestinal, cistites, uretrites e LUTZEMBERGER,
prolapso do reto (1); antidiarréicas = SCHENKEL, 1997,
(2); usado para “lavar” criangas 2- ALICE, 1995;
com febre (3) 3-LINDENMAIER, PUTSKE,
2011.
Casca Adstringentes, melhoram o fluxo 1-MENTZ,
intestinal, cistites, uretrites e LUTZEMBERGER,
prolapso do reto (1); antidiarréicas = SCHENKEL, 1997,
(2); 2- ALICE, 1995;

FONTE: Elaborado pelo autor (2016).
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2.3.2 Estudos Cientificos

2.3.2.1 Atividades Biologicas Comprovadas de C. xanthocarpa

O fruto e as folhas possuem propriedades medicinais, tais como agao anti-
inflamatdria, antidiarreica e antisséptica (ALICE, 1995; RODRIGUES; CARVALHO,
2001; DICKEL, RATES, RITTER, 2007).

Estudos in vitro e in vivo comprovaram alguns dos usos populares tradicionais
da espécie, entre esses, pode-se citar a atividade antitrombotica e antifibrinolitica do
extrato do fruto da “guavirova” administrado oralmente em ratos (TREVISAN et al.,
2012). Outras atividades descritas incluem atividade hipolipémica e atividade anti-
inflamatoria (KLAFKE et al., 2010; VIECILI et al, 2014).

Extrato hidroalcodlico de folhas de C. xanthocarpa demonstrou eficacia na
prevencao de ulcera gastrica sem produzir toxicidade em ratos utilizando doses de
até 5g/kg (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004). Observou-se também que o extrato
de folhas inibiu a atividade da enzima xanthina-oxidase “in vitro”, apresentando,
portanto, atividade antioxidante (THEODULOZ et al., 1988). Estudos recentes do
extrato do fruto de C. xanthocarpa demonstraram em modelo experimental de
inflamacé@o vascular efeitos comparaveis ao do acido acetilsalicilico (ASA), com
reducado dos niveis dos marcadores pré-inflamatérios IL-1, IL-6, TNF-a, e IFN-y, sem
o efeito ulcerogénico que é vinculado ao ASA. Sendo, portanto, essa atividade
antioxidante e anti-inflamatoria superior a verificada com o uso do ASA (KLAFKE et
al, 2015).

Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de folhas de C. xanthocarpa foi
demonstrada contra Staphylococcus aureus, Salmonella cholerasuis e Candida
albicans (MARKMAN et al., 2002; MARIN et al. 2008). Além disso, utilizando-se
extrato do fruto obtido por extracdo supercritica com CO, observou-se atividade
contra a bactéria gram-positiva S. aureus (CZAIKOSKI et al., 2015).
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2.4 ESPECIE VEGETAL: M. paradisiaca L.

A M. paradisiaca L. foi identificada por Linnaeus em 1753. Pertence ao
género Musa que compreende cerca de 70 espécies e a familia Musaceae (PILLAY;
TENKOUANO, 2011). E uma planta perene com importante valor socioeconémico
devido ao valor nutricional do seu fruto, popularmente conhecido como banana
(FIGURA 4), apresentando alto consumo em todo mundo (BORGES, OLIVEIRA,
2000; FINGOLO, 2012). A espécie teve origem no continente asiatico e foi levada
para a Africa e, em seguida, para as Américas Central e do Sul, sendo caracteristica
de regides tropicais, estando presente em cerca de 80 paises (FAO, 2015).

FIGURA 5 - FOLHAS COMPACTAS, PSEUDOCAULE E A INSERCAO DA PENCA DE FRUTOS
SEGUIDOS DA HASTE PEDUNCULOSA CONTENDO A INFLORESCENCIA COM UMA BRACTEA
ABERTA E AS FLORES DE M. paradisiaca L.

Fonte: O autor (2016).

A bananeira € uma herbacea de grande porte, com tronco aéreo de 2 a 9

metros de altura, com folhas compactadas que crescem diretamente do tronco e um
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pseudocaule que culmina com a inflorescéncia de coloracédo violacea (FIGURA 5). A
regiao onde se localiza a inflorescéncia representa a parte masculina da planta e a
base que origina o cacho, onde podem se formar até 150 bananas, representa a
parte feminina. (PILLAY; TENKOUANO, 2011).

O Brasil se destaca como o quinto maior produtor mundial de banana e
como o pais com a maior area plantada. E uma das frutas mais comercializadas no
mundo, devido a sua facilidade de propagacao, por ser uma cultura de ciclo curto,
com rapida maturacao, alto rendimento de producdo em relacdo a area plantada,
facil manipulacdo e armazenamento (FAO, 2014; GUIMARAES et al, 2014).

FIGURA 6 - INFLORESCENCIA COMPLETA MOSTRANDO A COR VIOLACEA CARACTERISTICA
COM UMA BRACTEA ABERTA E FLORES DE M. paradisiaca L.
Fonte: O autor (2016).

A inflorescéncia da bananeira (FIGURA 6), conhecida como “coragao da
banana” ou “umbigo”, apesar de rica em fibras e minerais, geralmente é descartada
durante a colheita do fruto (COELHO et al., 2001; FINGOLO, 2011; SILVA,
SARTORI, OLIVEIRA, 2014).
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2.4.1 Utilizagdo na Medicina Tradicional

Existem relatos da utilizacdo dos frutos, inflorescéncias, folhas, cascas, raizes

e pseudocaule de M. paradisiaca L. na medicina tradicional, via oral e tépica, no

tratamento e na prevencdo de diferentes doencgas, principalmente no combate a

problemas respiratorios, gastricos, cutaneos e diabetes. A espécie € considerada

uma planta segura, sem contraindicacdes e sem toxicidade (IMAM, AKTER, 2011;

NISHA, MINI, 2013).

A TABELA 2 ilustra alguns exemplos de usos tradicionais, relatados na

literatura de diferentes partes da bananeira.

TABELA 2 - UTILIZACAO TRADICIONAL DE DIFERENTES PARTES DA M. paradisiaca L.

Parte vegetal utilizada

Relatos populares

Pseudocaule

Combate a calculos renais (1), hanseniase (5), hemorroidas (1,5),
picadas de insetos, epilepsia e febre (5), tuberculose (1).

Inflorescéncias

Asma, bronquite e tosse (2, 3, 4, 5, 7). Combate a disenteria,
Ulceras estomacais, diabetes e menorragia (3,4 e 5).

Polpa dos frutos

Disenteria, constipacdo, diarreia (7), hipertensdo e doencas
cardiacas (8).

Folhas

Atividade anti-inflamatéria (6), Tratamento de queimaduras e
desordens cutadneas (5 e 7)

Casca do fruto

Tratamento de queimaduras, traumatismos e nevralgias (1).

Raiz

Anti-helmintico, tratamento de doengas venéreas e desordens
sanguineas (7). Tratamento de desordens digestivas (5).

FONTE: Elaborado pelo autor (2016).

NOTA: (1) PRASAD, BHARATHI, SRINIVASAN (1993); (2) ARAUJO e LEMOS (2015); (3)
MAHMOOD, OMAR e NGAH (2012); (4) SENS (2002), (5) JAWLA, KUMAR e KHAN (2012), (6)
QUILEZ, GARCIA e SAENZ (2006); (7) IMAM e AKTER (2011).

2.4.2 Estudos Cientificos

2.4.2.1 Atividades biolégicas comprovadas de M. paradisiaca L.

Através de estudos in vitro e in vivo, alguns dos usos populares tradicionais
da espécie M. paradisiaca L. foram comprovados (TABELA 3) (SANTOS et al. 2012).
Entre esses, pode-se citar a alta efetividade do fruto no combate a diarreia
(RABBANI et al. 2001), tratamento de Ulcera gastrica (LEWIS; FIELDS; SHAW,
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1999), controle de hipertensdo (PERFUMI; MASSI; CARO, 1994), como cicatrizante
(AGARWAL et. al., 2009) e antioxidante (VIJAYAKUMAR, PRESANNAKUMAR,
VIJAYALAKSHMI, 2008; SHODEHINDE, OBOH, 2013).

As inflorescéncias apresentam atividade antimalarica (BAGAVAN et al. 2011),
galactagoga (MAHMOOD; OMAR; NGAH, 2012), antibacteriana (PADAM et al.
2012), hipoglicémica (JAWLA, KUMAR, KHAN, 2012; NISHA, MINI, 2013),
antioxidante in vivo e in vitro (LOGANAYAKI, RAJENDRAKUMARAN, MANIAN,
2010; SHENG et al, 2011; PADAM et al. 2012; NISHA, MINI, 2013; NISHA, MINI,
2014), além de atividade anti-inflamatéria (NISHA; MINI, 2013) e antiasmatica
(BOVO, 2013).

Também se observou atividade anti-inflamatéria no extrato da raiz (BISWAS
et al, 2012). J4 a seiva do pseudocaule demonstrou potente atividade antilitica em
camundongos (PRASAD; BHARATHI; SRINIVASAN, 1993) e hepatoprotetora em
ratos (NIRMALA et al, 2012). Outros estudos mostraram que 0 extrato de frutos
verdes e de folhas de M. paradisiaca L. reduziu a glicemia em ratos normais e
diabéticos (OJEWOLE; ADEWUNMI, 2003; KAPPEL et al, 2013).
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Parte da planta Atividade Biolégica

Fonte

Fruto Anti-diarreico (1), hipotensivo (2),
antitlcera gastrica (3), cicatrizante (4);
antioxidante (5 e 6)

1-RABBANI et al., 2001;
2-PERFUMI, MASSI, CARO,
1994,

3-LEWIS; FIELDS; SHAW, 1999;
4- AGARWAL et. al., 2009;
5-VIJAYAKUMAR,
PRESANNAKUMAR e
VIJAYALAKSHMI, 2008;

6- SHODEHINDE; OBOH, 2013.

Inflorescéncia Antimalérica (1); galactagoga (2);
antibacteriana (3); hipoglicémica (4 e
5); antioxidante (6); atividade anti-
inflamatdria (9) e atividade
antiasmatica (10).

1- BAGAVAN et al. 2011;

2- MAHMOOD; OMAR; NGA,
2012;

3- PADAM et al., 2012;

4- JAWLA, KUMAR e KHAN,
2012;

5- NISHA; MINI, 2013;

6- SHENG et al, 2011;

7- PADAM et al. 2012;

8-NISHA; MINI, 2014);

9- NISHA; MINI, 2013);

10- BOVO, 2013.

Folha Anti-hiperglicémica (1 e 2)

1- OJEWOLE e ADEWUNMI
2003;
2-KAPPEL et al, 2013.

Seiva do Pseudocaule Antilitico (1) e hepatoprotetora (2)

1- PRASAD; BHARATHI;
SRINIVASAN, 1993;
2- NIRMALA et al, 2012.

Raiz Anti-inflamatoria (1)

1- BISWAS et al, 2012.

| FONTE: Adaptado pelo autor de STALDONI, 2015.

As atividades biolégicas e terapéuticas citadas na literatura cientifica séo

relacionadas a riqgueza em compostos bioativos como fibras, flavonoides e taninos

(BHASKAR et al. 2011). Nas inflorescéncias de M. paradisiaca L. a presenca de
antocianinas foi identificada por PAZMINO-DURAN et al. (2001); saponinas,
flavonoides e esteroides por JAWLA, KUMAR e KHAN (2012) e também por
MAHMOOD, NGAH e OMAR (2011) e &cido galico, quercetina e epicatequina por

NISHA e MINI (2013).
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2.5. EUFOL E LANOSTEROL

O Eufol e o Lanosterol séo triterpenos tetraciclicos (FIGURA 7B) que podem
ser isolados do latex de plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae. Pertencem a
essa familia plantas como a Euphorbia tirucalli, tipica do nordeste brasileiro,
conhecida como Avel6z, e a Synadenium granti Hook (FIGURA 7A) conhecida como
cega-olho, leitosinha, janauba ou ainda cola-nota (LORENZI, MATOS, 2002,
BOCHNER, SOUZA, 2008).

B Eufol

HO

Lanosterol

HO

A

FIGURA 7 — (A) ARVORE Synadenium granti Hook f. (B) ESTRUTURA QUIMICA DOS TERPENOS
EUFOL E LANOSTEROL.
FONTE: Adaptado pelo autor de OLIVEIRA et al, 2013.

O latex branco produzido pelas Euphorbiaceas € irritante para a pele e
mucosas (OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2004). A ingestdo do latex em altas doses
pode causar vomitos, diarreias, hemorragias devido a irritagdo da mucosa gastrica,
vasoconstricdo, contorgbes abdominais e hipoxia tecidual (BARBOSA, 2009;
VARRICCHIO et al, 2008). Apesar da toxicidade verificada na literatura, existem
relatos da utilizacdo terapéutica do latex de Euphorbiaceas desde a idade média.
Seu uso tradicional despertou o interesse da comunidade cientifica devido aos
efeitos curativos relatados (SAPIENCIA, 2010).
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O uso popular do latex é bastante difundido, sendo utilizado no tratamento de
cancer, asma, doencgas reumaticas, Ulceras e inflamagcdo (BETANCUR-GALVIS et al,
2002). A espécie conhecida como cega-olho tem seu latex utilizado tradicionalmente
na forma de “garrafada” (diluicdo de 18 gotas em 1 litro de agua) contra os diversos
tipos de cancer (ORTENCIO, 1997). Pesquisas realizadas seguindo a formulacéo
tradicional utilizando o latex de S. grantii comprovaram atividade anti-Ulcera, com
90% de protecdo gastrica em ratos (COSTA, 2012) e atividade antitumoral,
reduzindo em 40% o volume de tumores tipo melanoma em ratos (OLIVEIRA et al,
2013).

O Brasil é o quarto lugar no nimero de publicacdes cientificas sobre o Aveldz,
sendo o Japdo o primeiro, seguido pela india. A primeira patente relacionada as
atividades biologicas da Avel6z data de 1912. Varios depodsitos de patentes,
datados de 2004, sao referentes ao uso do latex no tratamento de varios tipos de
cancer e AIDS (SILVA et al, 2013).

Diferentes estudos relataram ac¢es farmacoldgicas de fracGes purificadas do
latex bruto de E. tirucalli, como anti-inflamatéria, anti-herpes e de citotoxicidade
contra células tumorais gastricas (BETANCUR-GALVIS et al, 2002; BANI et al, 2007;
LIN et al, 2012). Uma patente depositada em 2008 se refere ao uso farmacéutico de
terpendides tetraciclicos da familia lanosta-8,24-dien-3-ols, que inclui o Eufol e o
Lanosterol, como agentes anti-inflamatoérios, antitumorais e analgésicos pela inibi¢do
da ativacdo das proteinas-quinase especificas de serina/treonina, especialmente a
proteina quinase C (PKC) (PIANOWSKI, 2011).

Em experimento utilizando o Lanosterol in vitro, observou-se atividade anti-
inflamatoria com a diminuicdo da agregacdo de proteinas em quadro de catarata,
onde se verificou reducdo na severidade dos sinais inflamatorios, indicando o
lanosterol como uma molécula chave na prevencdo e tratamento desta doenca
(ZHAO et al, 2015).

Diferentes estudos tém demonstrado importante atividade farmacoldgica do
Eufol, em modelo de inflamagdo em roedores, este triterpeno inibiu os niveis de
expressdo de mediadores pro-inflamatérios, assim como a atividade da
mieloperoxidase (MPO), enzima presente em leucocitos que atua na formacdo de
espécies reativas de oxigenio e na resposta imune inata (ROMAN; WENDLAND,;

POLANCZYK, 2008). Os autores relataram resultados satisfatorios nos testes
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toxicologicos, sendo o Eufol bem tolerado pelos animais. Outro estudo demosntrou a
inibicdo da Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), enzima presente em trauma tissular e
inflamacdo (HILARIO; TERRERI; LEN 2006). Em modelo de colite com
administracdo de Eufol por gavagem em ratos, verificou-se diminuicdo do processo
inflamatorio e da gravidade da doenca (DUTRA et al, 2011). Nesse contexto, o Eufol
tem sido considerado como um potencial analgésico seguro e natural no manejo da

inflamacé&o e da dor.
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3 JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo fonte para os medicamentos fitoterapicos que
constituem um mercado que movimenta cerca de 22 bilhdes de dolares anualmente
e sao essenciais no combate de doencas que afetam a populagdo (YUNES;
PEDROSA,; CECINEL FILHO, 2001).

A extracdo utilizando fluidos supercriticos se mostra vantajosa pela
eliminacao dos solventes utilizados no final do processo e pela seguranca e inércia
da maioria dos gases utilizados, representando menores chances de efeitos
colaterais em experimentos biolégicos relacionados ao processo de extracdo. Além
disso, a literatura indica que os extratos obtidos através dessa técnica apresentam
maior rendimento e menor risco ambiental. Desta forma, o uso da tecnologia de
extragdo com fluidos supercriticos e comprimidos representa um método alternativo
com vantagens sobre os tradicionais (MESOMO, 2013).

As espécies medicinais em estudo M. paradisiaca L. (inflorescéncia), C.
xanthocarpa (fruto) e a mistura racémica dos terpenos Eufol/Lanosterol tem em
comum atividade anti-inflamatoria relatada na literatura cientifica, com potencial
efeito sobre o SC.

Considerando-se que a ativacdo do SC est4d associada ao processo
inflamatorio, a pesquisa de substancias que modulem a sua ativacao, especialmente
promovendo inibicdo de uma ativacdo exacerbada, apresentam grande importancia
farmacoldgica. A investigacao de substancias capazes de modular o SC poderéa ser
promissora e gerar alternativas terapéuticas, especialmente para as doencas
inflamatorias crénicas e autoimunes, cujos processos fisiopatolégicos estdo
relacionados com ativacao exacerbada do SC.

Nesse contexto, os resultados deste estudo poderdo corroborar para o
melhor conhecimento das propriedades farmacoldgicas e medicinais das espécies:
M. paradisiaca L., C. xanthocarpa e dos triterpenos Eufol/Lanosterol.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade imunomoduladora sobre o sistema complemento de
extratos de M. paradisiaca L., C. xanthocarpa e do Eufol/Lanosterol obtidos de

Synadenium granti Hook F.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar através de uma microtécnica in vitro o efeito de extratos de
inflorescéncias de M. paradisiaca L. obtidos por extracao utilizando CO, supercritico

e propano comprimido sobre as vias alternativa e classica do SC;

o Comparar as atividades imunomoduladoras de extratos de inflorescéncias de
M. paradisiaca L. obtidos por extragao utilizando CO, supercritico e propano

comprimido;

o Comparar as atividades imunomoduladoras sobre as vias alternativa e
classica do SC de trés extratos obtidos a partir do fruto de C. xanthocarpa por
extragdo supercritica utilizando CO2 como solvente em diferentes condigdes de

temperatura e pressao;

o Determinar o efeito dos terpendides Eufol/Lanosterol sobre a ativacdo das

vias alternativa e classica do SC.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS DO FRUTO DE C. xanthocarpa (MART) O.
BERG

Os extratos obtidos via extragao supercritica utilizando CO, como solvente
foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Cinética e Termodinédmica Aplicada
(LACTA), da Universidade Federal do Parana. A matéria prima utilizada neste
estudo, frutos de C. xanthocarpa, foi coletada na regido de Guarapuava, Parana,
Brasil, safra 2013/2014. A identificacdo taxondmica foi realizada pelo no Museu
Botanico Municipal de Curitiba-PR (MBM) sendo identificada pelo bidlogo Eraldo
Barbosa, com o numero de registro do MBM: 396716.

Os frutos foram lavados e posteriormente secos em estufa com circulagédo de
ar a temperatura de 40°C + 2°C, durante 48 horas. O material seco foi mantido em
sacos plasticos de polietileno de baixa densidade (1 kg) e armazenado a -18°C %
2°C até seu uso.

Antes da extracdo, as amostras secas foram moidas com auxilio de um
multiprocessador comercial de alimentos e separadas com peneiras da série de
Tyler (Bertel, Brasil), aberturas 12 mesh (27,0 %), 16 mesh (20,0 %), 32 mesh (30,0
%) e 42 mesh (22,0 %), com ajuda de um agitador mecénico (Bertel, Brasil).

As extracbes pressurizadas e supercriticas foram realizadas em escala
laboratorial, onde o aparato experimental consiste de um extrator encamisado de
alta pressdo (7,98 x 10-5 m® volume interno, L = 016 m and ¢ = 2,52 x 1072 m)
ligado a um banho termostatico a uma valvula agulha com regulagem micrométrica
para controle da vazao no interior de extrator, a uma bomba de seringa de alta
pressao (ISCO, modelo 500D, Lincoln, NE 68504, USA) e a sensores e transdutores
de presséo e temperatura. A Figura 3 mostra o diagrama esquematico da unidade
experimental baseado no procedimento de extracdo apresentado por MESOMO et
al. (2013).

Os extratos finais obtidos receberam as seguintes siglas:

CX1 - Extrato supercritico do fruto C. xanthocarpa obtido a 150bar e 80°C;
CX2 - Extrato supercritico de fruto C. xanthocarpa obtido a 250bar e 40°C;
CX3 - Extrato supercritico de fruto C. xanthocarpa obtido a 250bar e 80°C;
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5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE INFLORESCENCIAS DE M. paradisiaca L.

Os extratos obtidos por extragao supercritica utilizando Dioxido de Carbono
(COy) supercritico e o propano como solventes foram gentilmente cedidos pelo
Laboratério de Cinética e Termodindmica Aplicada (LACTA), da Universidade
Federal do Parana.

A matéria prima utilizada neste estudo, inflorescéncias da banana (M.
paradisiaca L), foi coletada na regido de Pinhdo, Parana, Brasil, no més de agosto
de 2014. A identificacdo taxonémica foi realizada pelo no Museu Boténico Municipal
de Curitiba-PR (MBM) sendo identificada pelo bidlogo Osmar dos Santos Ribas, com
0 numero de registro do MBM: 367379.

As inflorescéncias foram separadas em folhas e flores e secas em estufa com
circulacdo de ar a temperatura de 40°C + 2°C, durante 48 horas. O material obtido foi
mantido em sacos plasticos de polietileno de baixa densidade (1 kg) e armazenado a
-18°C + 2°C até sua utilizagao.

Antes da extracdo, as amostras secas foram moidas com auxilio de um
multiprocessador comercial de alimentos e separadas com peneiras da série de
Tyler (Bertel, Brasil), aberturas 12 mesh (23,5 %), 16 mesh (23,5 %), 32 mesh (34,5
%) e 48 mesh (18,5 %), com ajuda de um agitador mecénico (Bertel, Brasil).

As extracbes pressurizadas e supercriticas foram realizadas em escala
laboratorial, onde o aparato experimental consiste de um extrator encamisado de
alta pressdo (7,98 x 10-5 m® volume interno, L = 016 m and ¢ = 2,52 x 1072 m)
ligado a um banho termostatico a uma valvula agulha com regulagem micrométrica
para controle da vazao no interior de extrator, a uma bomba de seringa de alta
pressao (ISCO, modelo 500D, Lincoln, NE 68504, USA) e a sensores e transdutores
de pressao e temperatura. A FIGURA 8 mostra o diagrama esquematico da unidade
experimental baseado no procedimento de extragcao apresentado por MESOMO
(2013).
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C-01

V-4

—{Fiuid Discharge
S CB-02

CB-01

FIGURA 8 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA UNIDADE EXPERIMENTAL PARA EXTRACAO
PRESSURIZADA E SUPERCRITICA.

FONTE: MESOMO (2013).

NOTA: C-01:cilindro do fluido de extragdo; CB-01 e CB-02:banhos termostaticos; P0O1:bomba tipo
seringa; E-01:extrator; S:armadilhav para coleta do extrato; V-1:valvula tipo esfera; V-2 e V-3:valvulas
tipo agulha; V-4:valvula tipo agulha micrométrica; linhas pontilhadas: fluido de troca térmica; linhas
continuas: fluido comprimido de extragdo+extrato.

Para a extragdo supercritica e subcritica foram usados CO, (White Martins
S.A., 99.5% pureza na fase liquida) e propano (White Martins S.A., 99.5% pureza na
fase liquida) como solventes. As extragdes foram realizadas com fluxo constante de
20+0,2 cm?®. min™’ para ambos os solventes. Para todas as condi¢des, o extrator
foi carregado com aproximadamente 20,0 + 0,2 g das inflorescéncias secas e
moidas, com teor de umidade de 8,50 = 0,51% formando um leito fixo. Os
experimentos foram realizados nas temperaturas de 40° C e pressdo de 25 MPa
para as extragdes com CO,, e 35° C e pressao de 3 MPa para as extragées usando
propano. As amostras de extrato foram coletadas em frascos ambar e pesadas para
em um tempo total de processo de 180 minutos (CORREA, 2016).

Os extratos finais obtidos neste processo foram identificados com as

seguintes siglas:

M1 - Extrato supercritico de Musa paradisiaca L. obtido a 30bar e 35°C (Propano).
M2 - Extrato supercritico de Musa paradisiaca L. obtido a 250bar e 40°C (CO,).
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5.3 OBTENCAO DA MISTURA DE EUFOL/LANESTEROL

A mistura racémica de Eufol e Lanosterol foi gentiimente cedida pelo
laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) para avaliagdo de sua agao sobre o SC, e recebeu a sigla E1 para sua
identificacdo nos experimentos. As substancias foram obtidas da espécie
Synadenium grantii Hook. f. (Euphorbiaceae), coletada em Ponta Grossa, PR, e sua
identificacdo taxonémica foi realizada pelo no Museu Botanico Municipal de Curitiba-
PR, numero de registro MBM: 363509.

Para obtenc&o de Eufol/Lanosterol, o latex fresco (48g, densidade 1,22g/mL)
obtido de S. grantii foi particionado utilizando coluna cromatografica a vacuo (CCV -
gel de silica 60, malha 35-70) eluido com hexano, seguido por CHCI3;, AcOEt e
MeOH como solventes (polaridade crescente). As fragdes resultantes foram
mantidas sob refrigeracdo (4°C). A fracdo hexénica foi submetida ainda a um
particionamento liquido-liquido com hexano (FH) e metanol (FM).

Parte da FH (6,5 g) foi submetida a uma coluna cromatografica (CC),
contendo silica 35-70 mesh (61g) e cromatografada empregando os eluentes Hex,
CHCI3, AcOEt e MeOH obtendo-se 207 sub-fracdes. As fragdes foram monitoradas
por cromatografia em camada delgada (CCD) e reunidas com base na semelhanga
de fator de retencdo Rf das manchas observadas. A sub-fragdo FH 1-26 (hexano:
cloroférmio, 8:2, v/v), foi novamente particionada em CC com silica 35—-70 mesh,
gerando 142 sub-fragdes. Da sub-fragdo 118-122 (hexano:cloroférmio, 7:3, v/v), apos
cromatografia empregando o modo flash de eluicdo obteve-se o substancia E1
(Eufol/Lanosterol — 0,020g, hexano-diclorometano, 7:3, v/v). As estruturas destes
compostos foram elucidadas através de analises espectroscopicas de IV e RMN de
13C e 1H e comparagédo com dados da literatura (OLIVEIRA et al, 2013).
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5.4 EXPERIMENTOS IN VITRO AVALIANDO A ATIVIDADE HEMOLITICA DO SC

5.4.1 Teste de fixacdo do SC

As atividades da VC e da VA do SC foram analisadas através do teste
hemolitico de fixacdo de complemento. Os resultados obtidos foram expressos em
relacdo a percentagem de hemodlise, sendo comparados com diferentes controles
e/ou tratamentos, com auséncia e presenca de solugdes-teste em diferentes

concentragdes, como descrito por ALBAN et al. (2002).

5.4.2 Preparo das suspensodes de eritrocitos de carneiro

Para avaliacdo da hemodlise promovida pela VC foi utilizado sangue de
carneiro obtido comercialmente e armazenados em solugdo anticoagulante
EDTA.Na,.

Para o preparo da suspensdo de eritrocitos da VC, 5mL do sangue de
carneiro foram centrifugados por 5 min a 1440 x g. e a papa de hemacias obtida foi
submetida a trés lavagens seguidas com solugéo de NaCl 0,9 % (m/v) e uma vez
com tampao HEPES (HEPES 10Mm, NaCl 150Mm, CaCI2 0,11Mm, MgCI2 0,5 mM,
pH 7,4), este tampao foi identificado com a sigla HC (tampao HEPES da VC). Apos a
ultima centrifugacdo, os eritrocitos foram ressuspendidos com o tampdo HC,
obtendo a concentragdo de 2,4% (v/v) (2,5x10%céls/mL). Para sensibilizagdo dos
eritrocitos de carneiro foi adicionado volume igual de hemolisina (soro de coelho
anti-hemacia de carneiro Laborclin, Curitiba, PR, Brasil) na concentragcédo 1:4000 e o
material foi incubado por 30min a 37°C. No final da sensibilizacdo, a suspensao de
eritrécitos de carneiro na concentragédo de 1,2% (1,25x10° céls/mL) foi utilizada para

avaliacao da VC.

5.4.3 Preparo das suspensodes de eritrocitos de coelho

Para a avaliacdo da hemolise promovida pela VA foi utilizado sangue de
coelho obtido comercialmente e armazenados em solugédo anticoagulante EDTA.Nas,.
Para a avaliagdo da VA, 5 mL de sangue de coelho foram centrifugados por

5min a 1440 x g. Os eritrocitos foram entdo recolhidos e lavados trés vezes com
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solugdo de NaCl 0,9% (m/v) e um vez com o tampédo HEPES/EGTA com Mg+2
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, MgCI2 7 mM, EGTA 10 mm, pH 7,4). Este tampé&o foi
denominado tampao HA (HEPES - VA). Apds a ultima centrifugacéo, os eritrocitos
foram ressuspendidos no tampao HA, obtendo-se uma suspensao de eritrocitos na
concentracdo final de 2,4% (v/v) que foi posteriormente utilizada para avaliagdo da
VA.

5.4.4 Obtencéo de soro humano

Um pool de sangue humano, foi utilizado como fonte dos componentes do
SC. O sangue total foi obtido de doadores voluntarios saudaveis e, em seguida, foi
armazenado sobre refrigeracao (2-8°C) até coagulacgao total, centrifugado por 20 min
a 3500 x g e 12°C. Apos preparagao do pool das amostras de soro de humano
normal (SHN) foi separado em aliquotas em micro tubos plasticos e mantido sob

refrigeracdo a -80°C, até sua utilizagao.

5.4.5 Preparo das solucdes-teste utilizadas nos testes de fixagdo do complemento

Para a preparagdo das solugdes-teste a serem utilizadas nos testes de
fixacdo do complemento, os extratos M1, M2, CX1, CX2, CX3 e E1 foram
solubilizados em tampédo HEPES 10 mM, NaCl 150 mM (HE) e Dimetilsulféxido
(DMSO 20%) na concentragao de 333 pg/ mL de CX1, CX2, CX3, M1 e M2, para os
extratos de C. xanthocarpa, M. paradisiaca L. e 500 ug/ mL para E1. A partir dessas
solugdes, foram realizadas as diluicbes em série (fator 2) das amostras, originando
as demais concentragdes a serem testadas nos experimentos: 166,5 pg/mL, 83,250
pg/mL, 41,625 ug/mL, 20,813 pg/mL, 10,406 pg/mL, 5,203 ug/mL e 2,602 pg/mL de
C. xanthocarpa e M. paradisiaca; e 250 pg/ml, 125 ug/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml,
15,63 ug/ml e 7,81 ug/ml de Eufol/Lanosterol (peso de extrato obtido em volume de
solvente). Essas correspondem as concentragbes finais das solugdes-teste no
experimento.

Heparina suina (5.000 Ul/mL) foi utilizada como controle positivo de inibigao
do SC em ambas as vias, o Zimosan como controle positivo de ativagcdo do SC da
VA na concentragdo de 0,5mg/mL diluido em tampao (HE) e Triton X 100 como

controle positivo de ativacao do SC na VC.
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5.4.6 Padronizacao dos ensaios hemoliticos

Para a avaliagdo da ativagdo do SC pelas VC e VA foi padronizada a
concentracao do solvente onde as amostraras seriam diluidas (Tampao HE/DMSO).

O ensaio foi iniciado com a preparacdo de suspensdes de hemacias de
coelho 2,4% em tampao HA e carneiro 1,2% em tampao HC. Foram incubados 50 pL
de cada suspensdo de hemacias com 20 yL de DMSO nas concentragdes de 1%,
5%, 10%, 20%, 50% e 100%, diluidos em tamp&o HE. A essas suspensdes
acrescentou-se ainda 50 yL de tampao (Tampao HA para VA e HC para VC). Os
tubos foram incubados por 30 min a 37°C em estufa érmica e centrifugados por 5
min a 1440 x g. Foram transferidos 70 uL do sobrenadante para placas de 96 pocos
de fundo chato (Techno Plastic products AG® - TPP- Trasadingen - Suica) e a leitura
foi realizada a 405 em espetrofotdbmetro de microplacas (marca Bio Tek, modelo
EPOCH, Winooski, EUA) (ALBAN et al, 2002).

Foram utilizados como controle positivo (100% hemdlise): suspensdes de
hemacias de coelho e carneiro incubadas com 70ul de Triton X 100 e como controle
negativo (0% de hemdlise) suspensdes de hemacia de coelho ou carneiro com
solugao tampéo.

As porcentagens de hemdlise das diferentes concentragbes de DMSO e
amostras testadas foram calculadas comparando-se as absorbancias obtidas frente
ao controle positivo (100% hemodlise).

A maior concentragdo de DMSO n&o hemolitica foi utilizada como solvente

dos extratos testados nas concentragdes especificadas no item 5.4.4.

5.4.7 Titulacdo do SHN

Para a realizacdo da titulacdo do SHN, foi realizada uma curva de titulagcao
para determinagéo do titulo de SHN (quantidade de SHN necessaria para provocar
50% de hemodlise dos eritrocitos de carneiro e coelho) a ser utilizado nos ensaios.
Para isso, aliquotas de 50 pyL de SHN diluidas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:100,
1:200, 1:400 e 1:800) em tampao HC foram adicionadas a 50 yL de suspensao de
eritrocitos de carneiro 1,2 % (v/v) previamente sensibilizada com hemolisina para a
VC, ou eritrocitos de coelho 2,4% com tampéao HA para a VA. Acrescentou-se ainda
a cada amostra, 20 pL do tampao correspondente a cada via (ALBAN et al, 2002).
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Os tubos foram entdo incubados por 30 min a 37°C e submergidas em gelo,
log em seguida a centrifugacéo foi realizada por 5 min a 1440 x g. Findo esse
processo, 70 uL do sobrenadante foi transferido para placas de 96 pogos de fundo
chato (Techno Plastic products AG® - TPP- Trasadingen - Suigca) e a leitura foi
realizada a 405 nm em espetrofotbmetro de microplacas (marca Bio Tek, modelo
EPOCH, Winooski, EUA). O experimento foi realizado em triplicata.

Os controles positivos e negativos foram os mesmos relatados no item 5.4.6.

5.4.8 Ensaios para a avaliacdo da VC e da VA

5.4.8.1 Ensaio com 30min de pré-incubacéo para VC e VA

Para a realizagdo do ensaio de avaliagdo da VC e da VA com prévia
incubacéo, foram incubados 20uL de fragdes testes dos extratos: M1, M2, CX1, CX2,
CX3 e o E1, diluidos nos respectivos tampdes de cada via do SC, com 50 pL de
SHN por 30 minutos, a 37°C em estufa térmica. Em seguida, 50 yL da suspenséo de
eritrocitos (de carneiro pré-sensibilizadas com hemolisina para VC ou de coelho para
VA) foram adicionados. As amostras foram incubadas novamente por 30 min a 37°C
(FIGURA9).
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FIGURA 9 - ESQUEMA DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS DA VA E VC DO
COMPLEMENTO.

NOTA: Este processo foi executado para avaliacdo da VA e VC do complemento, primeiramente com
a incubacgdo prévia do SHN junto a fracdo teste e em um segundo experimento, sem a etapa de
incubacéo prévia. Para a VC utilizou-se hemacias de carneiro pré-sensibilizadas com hemolisina e
para a VA hemécias de coelho.

Finda a incubacdo, as amostras foram entdo retiradas da estufa e
submergidas em gelo, para a garantia de parada total da acdo do complemento e
em seguida, centrifugadas (1440xg, 5min) e os sobrenadantes foram transferidos
para placa com 96 pocos. A absorbancia a 405nm foi medida utilizando um leitor de
microplacas (BioTek, model EPOCH, Winooski, VT, USA). Os controles utilizados

nos experimentos foram:

Controle 1- SHN+hemacias + tampao= 100% de lise;

Controle 2- SHN+tampao= Absorbancia do soro;

Controle 3- Hemacias e tampao= 0% de hemolise;

Controle 4- Amostras e tampao= absorbancia das amostras;

Controle 5- Amostras+hemacias + tamp&o= controle de hemolise das amostras;
Controle 6- heparina+themacias+SHN= controle da inibicado da hemdlise;
Controle 7- zimozan+hemacias+soro= controle da ativacdo da VA do SC;

Controle 8- Triton X 100 + Hemacias = controle da hemdlise (100%).
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Os valores de absorbancias foram tabulados conforme a formula:

A|_ - AA= Ac

Onde:
A é a absorbancia lida (amostra + complemento + hemacias)
Aa é absorbancia obtida apenas pela amostra (controle 4)

Ac é a absorbancia calculada

As porcentagens de hemdlise foram calculadas pela férmula abaixo:

% de hemolise=AcAs-100

Onde:
Ac é a absorbancia calculada

As é a absorbéancia obtida com 100% de hemdlise (controle 1)

5.4.8.2 Ensaio sem pré-incubacao para VC e VA

Para a realizacdo do ensaio avaliagdo da VC e da VA sem prévia incubacao,
adicionou-se 50 uL de suspensao de eritrécitos (coelhos ou carneiro) a 20 uL das
fragdes dos extratos testes (M1, M2, CX1, CX2, CX3 e E1) e 50 uL de SHN (1:32 VC
ou 1:16 VA). Este material foi incubado por 30min a 37°C. As amostras foram entéao
retiradas da estufa e submergidas em gelo, para a garantia de parada total da agao
do complemento. Em seguida, essas foram centrifugadas (1440xg, 5min) e os
sobrenadantes transferidos para placa com 96 pogos. A absorbancia a 405nm foi
medida utilizando um leitor de microplacas (BioTek, model EPOCH, Winooski, VT,
USA). As absorbancias foram calculadas da mesma forma que o ensaio com 30min

de pré-incubacao, e também foram utilizados os mesmos controles.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

O Teste Tuckey foi utilizado para andlise de comparagao das médias dos
diferentes experimentos. Foram considerados significativos resultados com p< 0,05.

A analise foi realizada através do software GraphPad Prism (versdo 2013).

5.6 ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

As atividades referentes aos bioensaios utilizando animais de laboratérios
foram realizadas de acordo com as normas do Comité de Etica de Experimentacao

Humana da Universidade Federal do Parana.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A ativacdo do SC gera varios fragmentos solUveis e ndo solaveis, que
apresentam importantes funcdes biologicas, como as anafilotoxinas que atuam como
mediadores da inflamagdo, promovendo recrutamento e ativacdo de células
inflamatoérias (DUTTA; DAS; BANERJI, 1983). Aléem disso, a ativacdo do SC induz a
opsonizacdo e fagocitose de patdégenos e estd envolvida em varios processos
fisiolégicos, como a eliminagcdo de complexos imunes, regeneracdo tecidual e o
metabolismo lipidico (CARROLL, SIM, 2011; RICKLIN, LAMBRIS, 2013).

Consequentemente, a imunomodulagdo do SC representa importante
estratégia, especialmente no que se refere a resposta inflamatéria. Ressalta-se que
tanto a inibicdo quanto a ativacdo do SC representam atividades importantes para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

Para avaliar a atividade de extratos vegetais e moléculas isoladas de
vegetais, muitos estudos utilizam o ensaio hemolitico conhecido como teste de
fixacdo do complemento. O teste de fixacdo do complemento, quando realizado de
maneira convencional, com incubacdo prévia, ndo permite distinguir se o0s
compostos testados promovem uma inibicdo ou ativacdo do complemento, uma vez
que em ambos 0s casos se observa uma reducdo da porcentagem de hemdlise
aparente, principalmente em relacdo a VC do SC (LENZI, 2011).

Assim, no presente estudo, os extratos/fracoes testados foram avaliados
quanto a sua capacidade de modulagéo tanto da VC quanto da VA do SC, através
do ensaio hemolitico descrito por YAMADA et al (1985), com modificacdes sugeridas
por ALBAN et al (2002). A partir dos resultados obtidos é possivel inferir se os
extratos testados atuam como inibidores ou ativadores do complemento (FIGURA
10).
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FIGURA 10 - EXPLICAGAO ESQUEMATICA DA INTERPRETAGAO DO ENSAIO HEMOLITICO
COM RESULTADO DE ATIVACAO (A) OU INIBICAO (B) DO SC.

NOTA: (A) A ativacdo ocorre quando as fragBes/extratos testados desencadeiam a cascata do CS,
podendo provocar o consumo dos componentes do CS presentes em solucédo. Assim, depois de 30
min de incubacdo uma quantidade menor de compostos do complemento continua a ser ativada por
eritrécitos sensibilizados. Amostra de HPS mais a fracao/extrato testados foram incubadas durante 30
min (com pré-incubag¢do) ou 0 minutos (sem pré-incubacdo) e os valores de hemdlise foram
calculados. (B) A inibicdo ocorre quando uma fracdo ou extrato testado impede a ativagdo CS e
nesse caso os valores de hemdlise obtidos sdo semelhantes, independentemente do tempo de
incubacéo.

FONTE: Adaptado pelo autor de LENZI, 2011.
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O método se baseia na hemolise de eritrocitos causada pelo complemento
presente no soro humano. Quando os eritrocitos sdo lisados liberam a hemoglobina
na solucdo, gerando coloracdo vermelha que pode ser mensurada por
espectrofotometro no comprimento de onda de 405nm. (ALBAN et al, 2002; LENZI,
2011).

Varias substancias ou moléculas sdo capazes de modular o SC.
Componentes de capsulas bacterianas, como lipopolissacarideos bacterianos (LPS)
sdo ativadores da VC e da VA. Ja polissacarideos sulfatados, como a heparina,
dextran sulfato ou fucanas séo inibidores de ambas as vias (ALBAN et al., 2002). O
zimosan, polissacarideo preparado da parede celular de leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae tem a capacidade de ativar a VA do SC através da
opsonizacao de particulas com componentes do SC (C3b, C3bi), apds contato com
soro sanguineo sem fibrinogénio. Esses fragmentos sdo reconhecidos por
receptores de membrana dos neutrofilos CR1 e CR3, promovendo 0 processo de
fagocitose (SATO, SANO, IWAKE, 2003; ROSAS et al, 2015).

6.1 PADRONIZACAO DE DMSO/ TAMPAO HE

O dimetilsulfoxido (DMSO) € um solvente utilizado comumente para diluicdo
de medicamentos hidrossollveis, lipossollveis e como conservante celular, sendo
empregado também como medicamento para reducéo da pressao intracraniana e de
lesbes do sistema nervoso central, dentre outras aplicacdes (MASTRO et al., 2001,
JACOB; TORRE, 2009).

O DMSO pode possuir capacidade hemolitica em altas doses, portanto, fez-se
necessario testa-lo, separadamente, nos ensaios para verificar seu comportamento
frente as hemacias testadas.

Os resultados obtidos mostraram que o DMSO na concentracao de até 20%
em tampédo HE ndo provocou hemdlise significativa tanto para eritrécitos de carneiro
(FIGURA 11A) como para eritrocitos de coelho (FIGURA 11B) e, portanto, essa
concentracédo foi escolhida para solubilizacdo das amostras testes do presente
estudo. Resultado que corrobora com estudo de BLYTHE et al. (1986) que indica

que concentracdes >20% de DMSO podem causar hemolise in vivo.



55

D F
£ 100% . g OO
3 =
3 0% E a0%
b 3 60%
@ 60% e )
< g
&_’ 4% ,F‘t 0%
b 0% ": 200
o0 [
= =
g [ e - & 0% - g = J -
: 0% 20% ooy — -7 0% 50% 5 =
#  100% {3 % 0% ’
& C+ £ o [+
[} de DMSO [] de DMSO

FIGURA 11 - AVALIAC;/:\O DA ATIVIDADE HEMOLITICA DE DIFERENTES CONCENTRAQOES DE
DMSO UTILIZANDO HEMACIAS DE CARNEIRO (A) E COELHO (B).

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Em ambos os gréaficos *C+ representa o controle de lise 100% com Triton e C- o controle de
lise 0% com tampao.

6.2 TITULACAO DO SHN E DETERMINACAO DA CH50%

A determinacdo da CH50% de SHN a ser utilizada nos ensaios da VC e da
VA, ou seja, a concentracdo de SHN necesséaria para provocar 50% lise de
eritrocitos de carneiro ou coelho foi realizada e os resultados demonstrados nas
Figuras 12A e 12B.
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FIGURA 12 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO HEMOLITICA 50% DO SHN, PARA

HEMACIAS DE CARNEIRO (A) E COELHO (B).

FONTE: O autor (2011)

NOTA: A CH 50% encontrada na diluicdo 1:32 (A) e para as hemacias de coelho encontrada na

diluicéo 1:16(B).

Os resultados mostram que o titulo do soro para a VC foi encontrado na
diluicdo 1:32 (FIGURA 12A) e a para a VA o titulo foi de1:16 de SHN (FIGURA 12B),

esses titulos foram utilizados nos ensaios teste.
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6.3 AVALIACAO DO EFEITO DOS EXTRATOS CX1, CX2 e CX3 de C. xanthocarpa
NA IMUNOMODULACAO DA VIA ALTERNATIVA DO SC

O efeito dos extratos CX1, CX2 e CX3 sobre a VA do SC foi avaliado na
concentragdo de 333 pg/ml. Os resultados mostraram que os trés extratos testados
apresentaram diminuicdo significativa da hemdlise tanto nos experimentos com
incubacédo prévia como sem incubacado (FIGURA 13). A interpretacdo desses dados
(FIGURA 10) mostra que os extratos sao capazes de inibir o SC através da VA nas

concentracoes testadas.
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Com incubacdo prévia

Semincubacdo prévia

Taxa hemolise (%)

=
1
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FIGURA 13 - TAXA DE HEMOLISE DA VA DO SC SOB A ACAO DOS EXTRATOS DE C.
xanthocarpa, NA CONCENTRACAO DE 333ug/ml.

FONTE: O autor (2016).

NOTA: T: Controle 4, (tampé&o) e H: Controle 6 (Heparina), controles de inibicdo da ativacdo do SC, S:
Controle 1 (SHN) e Zi: Zimosan, controles positivos de ativagdo do SC. O nimero 1 representa o
experimento sem incubacao prévia. *** significativo em relagdo ao controle S. (p<0,05.)

Cada valor é expresso como a média do ensaio em triplicata + desvio padrao.

Houve uma diferenca estatisticamente significante entre a inibicdo de
hemolise obtida com CX1 em relacdo a CX2 e CX3, demonstrando que o extrato
CX1 promoveu uma inibicdo mais eficiente da VA. Esses dados sugerem que
diferentes temperaturas e pressdes na operacdo de extracdo podem influenciar a
acdo dos extratos sobre o SC, provavelmente devido & obtencdo de diferentes
composic¢des obtidas nos extratos quando ha variacdes desses parametros, como se

observa na Tabela 4, varios componentes obtidos estdo exclusivamente presentes
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em CX1. O a-gurjuneno, allo-aromadendreno, a -bisaboleno e o guaiol estdo
ausentes em CX2 e CX3. Estes compostos podem estar relacionados a uma melhor
atividade de inibicdo do SC.

Czaikoski et al (2015) verificou que utilizando o método de extracao
supercritico, em diferentes condicbes de temperatura e pressao, diferentes
substancias e concentracdes variaveis puderam ser identificadas na fragdo volatil
dos extratos analisados (TABELA 4).

TABELA 4 - COMPOSICAO QUIMICA DA FRACAO VOLATIL DOS EXTRATOS DO FRUTO DE C.
xanthocarpa, CX1, CX2 e CX3.

COMPOSTOS CX1 CX2 CX3
Alfa-bisaboleno 0,38 - -
Alfa-gurjuneno 0,31 - -
Alfa-sabineno 7,53 8,62 8,62
Allo-aromadendreno 0,40 - -
Aromadendreno 0,39 - -
Beta-chamigreno 0,97 0,95 0,82
Beta-sabineno 7,34 8,35 7,73
Cadian-1,4-dieno 1,28 1,39 1,31
Cariofileno 7,49 10,61 9.03
Epi-a-cadinol 1,54 1,23 1,32
Germacreno B 4,67 5,49 4,78
Guaiol 0,77 - -
Hinesol 1,35 1,21 1,29
Humuleno 3,55 4,43 3,89
Oxido Cariofileno 1,04 - 1,01
Selina-3,7(11) dieno 4,04 4,53 4,31
Spatulenol 1,33 1,12 1,23
y-cadineno 1,77 1,87 1,76
y-Eudesmol 8,42 9,70 10,16
a- e B-Eudesmol 22,83 24,81 25,89
a-Cadineno 3,25 3,58 3,34
5 - Cadineno 4,43 4,99 4,70

NOTA: A determinacéo foi realizada por Cromatografia gasosa — Espectrometria de massas (CG-MS),
os célculos feitos por normalizacdo e os resultados foram expressos em porcentagem. Os extratos
supercriticos do fruto C. xanthocarpa aqui analisados foram obtidos as seguintes condicbes de
presséo e temperatura: 150bar e 80°C (CX1); 250bar e 40°C (CX2) e 250bar e 80°C (CX3).

FONTE: Adaptado pelo autor de CZAIKOSKI et al, 2015.
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As folhas da espécie C. xanthocarpa tem atividade anti-inflamatoria ja
comprovada cientificamente (KLAFKE et al., 2015). Nesse estudo, 0os autores
demonstraram aumento dos niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 superior ao
ASA (acido acetilsalicilico) em camundongos.

Os extratos CX1, CX2 e CX3 apresentam em sua composi¢do quimica os
sesquiterpenos: humuleno e cariofileno (Tabela 4). Esses compostos, isolados da
espécie Cordia verbenacea, apresentaram atividade anti-inflamatoéria através da
inibicdo de Cicloxigenase 2 (COX,) (FERNANDES, 2007). Assim, os dados obtidos
no presente estudo sugerem que alguns desses compostos podem ter acao inibitéria
sobre o SC o que corroboraria a agéo anti-inflamatéria desses, relatada na literatura.

Por sua vez, o cariofileno tem acao inibitoria sobre o crescimento de fungos e
apresenta atividade antibacteriana (CANTRELL et al, 2005). Outro composto
identificado nos extratos, y-eudesmol, € um sesquiterpeno natural com bioatividades
antiespasmaddicas (CHIOU; LING; CHANG, 1997), antiepilética e antibacteriana
(COSTA et al., 2008) e contra a doenca de Alzheimer (TEBAA et al, 2011).

Outro estudo envolvendo o 6leo essencial de Copaifera reticulata, rico em
sesquiterpenos, (PLOWDEN, 2004) demostrou atividade anti-inflamatoéria desse 6leo
utiizando como ensaio o edema induzido carragenina em camundongos
(FERNANDES, 2007). Uma das justificativas para a atividade anti-inflamatoria
relatada pelo autor é a inibicio do SC pelos constituintes desses 06leos
(FERNANDES, 2007).

Devido a maior inibicdo da VA do SC verificada pelo CX1 em relacdo aos
demais extratos testados, realizou-se novas analises a fim de verificar se essa
inibicdo era concentracdo dependente. Foi realizado um experimento com diferentes
concentracbes de CX1: 166,5 pg/ml, 83,250 ug/ml, 41,625 pg/ml, 20,813 pg/ml,
10,406 pg/ml, 5,203 pg/ml e 2,602 pg/ml utilizando o mesmo método anteriormente
descrito (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - TAXA DE HEMOLISE DA VA DO SC SOB A A(;AO DO EXTRATO CX1 EM
DIFERENTES CONCENTRACOES.

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Os controles utilizados foram T:. Tamp&o controle negativo, S: Controle positivo, SHN,
hemdlise 100%, H: Heparina sddica, controle de inibicdo do SC; Z: Zimozan e Tr: Triton, controle de
ativacdo e hemdlise total. O nimero 1 representa o experimento sem incubacgdo prévia. Todas as
concentracdes testadas apresentaram atividade inibitéria significativa em relagdo ao controle 100%
lise (S) (p<0,05). Cada valor é expresso como a média do ensaio em triplicata + o desvio padréo.

Os resultados demostraram que apesar de todas as doses testadas
apresentarem diferencas significativas de reducdo de hemdlise em relacdo aos
controles, ndo houve diferencas significativas entre as diferentes concentragdes
testadas (FIGURA 14). Esses dados indicam que a inibicdo produzida por CX1 em
relacdo a VA do SC ndo € concentracdo-dependente no intervalo das doses
testadas, sugerindo que a dose minima de 2,602 pg/ml seja suficiente para
promover inibi¢édo significativa da VA.

Através da analise dos resultados obtidos nas diferentes concentracdes de
CX1 frente a VA do SC, verificou-se a impossibilidade do célculo da concentracao do
extrato necessaria para inibir 50% da hemdlise (IC50%), uma vez que néo foi

possivel obter uma curva adequada para o célculo fidedigno da IC50%.
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6.4 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS CX1, CX2 e CX3 de C.
xanthocarpa NA IMUNOMODULACAO DA VIA CLASSICA DO SC

A concentracdo dos extratos CX1, CX2 e CX3 utilizada inicialmente para a
avaliacao do efeito sobre a VC do SC foi de 333ug/ml. Os resultados mostraram que
dentre os trés extratos testados, somente CX1 e CX3 apresentaram diminui¢ao
significativa da hemolise nos experimentos com e sem incubacéo prévia (p<0,05)
(FIGURA 15), indicando que ambos o0s extratos CX1 e CX3 apresentam
propriedades inibitérias do SC através da VC na concentracéo testada. Porém, CX2
ndo apresentou inibicdo significativa da hemdlise em relagdo aos controles no
experimento com incubacédo prévia, mostrando que, na concentracao testada, esse
extrato ndo tem atua na inibicdo da VC. Uma diferenca estatisticamente significante
foi observada entre a inibicdo de hemdlise verificada para CX1 em relacdo a CX3,
demonstrando inibicdo mais eficiente da VC pelo CX1 (FIGURA 15).

\? 3 Comincubacéo prévia
- 100- n-S. p<0,05 % T W@ Sem incubacédo prévia
.g p<0,05 ns = %
3 |- %
E o %
g 50 %
s %
< %

+ OH- Tr+

S

X1 Cx2 CX3
[333uL]

FIGURA 15 - TAXA DE HEMOLISE DA VC DO SC SOB A A(;AO DOS EXTRATOS DE C.
xanthocarpa, 333ug/mL, A: CX1, B: CX2, C: CX3.

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Os controles utilizados foram o T: Tampédo e H: Heparina como controles da inibicdo da
ativacdo do SC e S: SHN e o Tr: Triton, como controle positivo de ativacdo do SC e hemdlise total,
respectivamente. O ndmero 1 representa 0 experimento sem incubacéo prévia. (***Significativo em
relacdo ao controle S, ns=n&o significativo).
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Uma das justificativas para a maior eficiéncia de inibigdo do SC por CX1 em
relacdo aos outros dois extratos testados, tanto para VA como VC, é a composi¢cao
quimica do mesmo. Pois CX1 apresenta diversos componentes que nao estao
presentes nos extratos CX2 e no CX3, tais como 0s sesquiterpenos Alfa-gurjuneno,
Aromadendreno, Allo-aromadendreno, Alfa-bisaboleno e o Guaiol (TABELA 4).
Alguns componentes presentes em CX1, tais como o Aromadendreno e o Alo-
aromadendreno também estdo presentes na espécie Cordia verbenaceae,
conhecida por suas propriedades anti-inflamatérias, com comprovada inibicdo de
COX 2 e fonte do fitoterdpico Acheflan® (GILBERT; FAVORETO, 2012). Outro
exemplo é o Alfa-gurjuneno, sesquiterpeno presente em CX1 que é um dos
componentes majoritarios do 6leo essencial de Piper amalago (KASSUYA et al,
2015), o qual tem comprovada atividade anti-inflamatéria (BOONE; MOTA, 2011).
Portanto, esses resultados mostram que a temperatura de 80°C e 150bar de presséo
(condicoes de extracdo de CX1) ocorre a extragdo de compostos que Sao
importantes para a agéo inibitdria do SC exercida por C. xanthocarpa relatada no
presente estudo.

Devido a maior inibicdo da VC do SC verificada pelo CX1 em relacdo aos
demais extratos testados, realizaram-se novas analises a fim de verificar se a
inibicdo produzida por CX1 sobre a VC seria concentragdo-dependente. Foram
realizados experimentos com as seguintes concentracdes de CX1: 166,5 pg/ml,
83,250 pg/ml, 41,625 pg/ml, 20,813 pg/ml, 10,406 pug/ml, 5,203 pg/ml e 2,602 pg/ml,
utilizando-se a mesma metodologia anteriormente descrita.

Os resultados mostraram diminuicdo estatisticamente significativa da
hemolise nas concentracdes de 333 pug/ml e 166,5 pg/ml em relacdo as demais
concentracdes testadas (FIGURA 16). Esses dados sugerem que a concentracao de
CX1 a ser utilizada € um fator importante para a inibicdo do SC através da VC,
sugerindo que doses a partir de 166,5 pg/ml seriam mais eficientes para uso anti-

complemento.
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FIGURA 16 - TAXA DE HEMOLISE DA ATIVA(;AO DA VC DO SC SOB A A(;AO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DO EXTRATO CX1 DE C. xanthocarpa.

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Controles de inibicdo do experimento foram identificados como T: Tampao e H: Heparina. E os
controles de ativacdo e hemodlise total foram, respectivamente, S: SHN e o Tr: Triton. O numero 1
representa o experimento sem incubagdo prévia. Houve diferenga significativa entre todas as
concentragdes testadas em relagdo ao controle (S) e *diferenga entre as concentragbes testadas
(Valores considerados significativos quando p<0,05).

Os resultados aqui demonstrados sugerem que 0s extratos testados,
especialmente CX1, podem ser promissores no desenvolvimento de novos
tratamentos paradoencas inflamatérias onde o SC é ativado, tais como as doencas
autoimunes. A presenca dos sesquiterpenos no extrato CX1 pode justificar a acao
inibitéria sobre o SC.

O fitoterdpico anti-inflamatério Acheflan® indicado no tratamento de
processos inflamatérios locais, foi padronizado em 2,3-2,9% de humuleno
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Este medicamento apesar de ter suas
propriedades anti-inflamatérias reconhecidas e amplamente divulgadas, nao tem seu
mecanismo de acdo esclarecido em bula. Considerando-se que o humuleno esta
presente nos trés extratos testados e que o0s trés mostraram ser capazes de inibir a
VA do SC, é possivel que o mecanismo anti-inflamatério do acheflan® seja também
associado a inibicdo do SC. Porém, mais estudos a esse respeito devem ser
realizados a fim de esclarecer essa questao.

Conforme relatado por CZAIKOSKI et al (2015) CX1, CX2 e CX3 apresentam

fendlicos em sua composi¢do. Dentro do grupo de compostos fendlicos, estdo os
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flavonoides que apresentam atividades anti-inflamatdrias e antioxidantes ja
comprovadas cientificamente (BEHLING et al, 2004). Os flavonoides afzelina,
quercetina e kaempferol, isolados de folhas de Litsea japonica (Thunb.) Jussieu
(Lauraceae) foram testados de forma semelhante para verificacdo de sua atividade
sobre a VC do SC e apresentaram atividade inibitoria nas concentracdes de 258,
440, e 730 pm, respectivamente (LEE et al, 2005). Outro estudo também
demonstrou que compostos fendlicos isolados do extrato etandlico de Viola
tianshanica mostraram atividade de modulagédo do SC, inibindo a VC (QIN et al.,
2015). O acido rosmarinico, outro composto fendlico natural isolado da espécie
Rosmarinus officinalis ou da Melissa officinalis, também demonstrou atividade
inibitéria significativa da VC do SC in vitro (ENGLBERGER et al, 1988).

Diferentes estudos demonstraram que o flavonoide quercetina € um
constituinte do fruto da “Guabirova” (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995).
FRIESENECKER, TSAI e INTAGLIETTA (1995) relataram que a quercetina é
possivel inibidor da ativacdo do SC, pois promove a diminuicdo da adesao de
células inflamatérias ao endotélio e da resposta inflamatéria. Esses dados
corroboram com os resultados da acao inibitéria dos extratos supercriticos do fruto
de C. xanthocarpa sobre a VA e VC do SC e sugerem que a quercetina esta
relacionada com essa atividade.

N&ao foi possivel avaliar a IC50% dos resultados mostrados na FIGURA 16,
uma vez que ndo se obteve uma curva adequada para o calculo fidedigno da

concentragao.
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6.5 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS M1 E M2 de M. paradisiaca L. NA
IMUNOMODULACAO DA VIA ALTERNATIVA DO SC

Os extratos M1 E M2 foram inicialmente utilizados na concentracdo de
333ug/ml, os resultados mostraram que o extrato M1 apresentou diminuicao
significativa da hemdlise da VA nos experimentos com e sem incubacao prévia
(p<0,05), porém o M2 ndo apresentou reducdo da hemodlise na concentracao
testada. A interpretacdo desses dados (FIGURA 17) mostra que M1 apresentou

propriedades de inibicdo do SC através da VA.
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FIGURA 17 — TAXA DE HEMOLISE DAATIVAGAO DA VA DO SC SOB AACAO DOS EXTRATOS M1
E M2 NA CONCENTRACAO: 333 ug/ML.

FONTE: O autor (2015).

NOTA: O T: Controle 6, tampao, e a H: Heparina foram utilizados como controles da inibicao
da ativacao da VA do SC, e 0 S: SHN e 0 Z: Zimosan como controles positivos da ativagao.
(ns: nao significativo, *** significativo em relagdo ao S. Os dados foram considerados
significativos quando p<0,05).

Devido a inibicdo da VA observada para o extrato M1, foram realizados
experimentos adicionais com diferentes concentracdes de M1: 333 pg/ml, 166,5
pg/ml, 83,25 pg/ml, 41,62 pg/ml, 20,81 pg/ml, 10,4 pg/ml e 5,2 ug/ml para verificar a
interferéncia da concentracédo do M1 na inibicdo da VA (FIGURA 18).
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FIGURA 18 — TAXA DE HEMOLISE DA ATIVACAO DA VA DO SC SOB A ACAO DO EXTRATO M1
NAS CONCENTRACOES: A: 333 pg/ml, B: 166,5 pg/ml, C: 83,250 pg/ml, D: 41,625 pg/ml, E; 20,813
pg/ml, F: 10,406 pg/ml, G: 5,203 pg/ml

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Os controles utilizados forma identificados como T: Tampéao e H: Heparina, para os controles
positivos de inibicdo da ativacdo da VA, e S: SHN e Z: Zimozan, controle positivo de ativagdo da VA.
O numero 1 representa o experimento sem incubacdo prévia. O experimento foi realizado em
triplicata e os dados foram considerados significativos quando p<0,05.

Quando se comparou a inibicdo da hemolise entre as diferentes
concentracbes testadas de M1 observou-se diferenca significativa entre a
concentracdo de 333 pug/ml em relagcédo as demais concentracdes testadas. Portanto,
a inibicdo da VA do SC causada pelo M1 depende da concentracdo, levando-se em
consideracdo o intervalo analisado (Figura 18). Nao foi possivel avaliar a IC50%

desses resultados, por ndo se obter uma curva adequada para o calculo.
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6.6 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS M1 E M2 de M. paradisiaca L. NA
IMUNOMODULACAO DA VIA CLASSICA DO SC

A atividade dos extratos M1 E M2 sobre a VC do SC foi avaliada na
concentragdo de 333ug/ml. O extrato M, assim como o M2, ndo apresentou
diminuicdo significativa da hemdlise nos experimentos com e sem incubacao prévia
(p<0,05) na concentracéo testada. A interpretacdo desses dados mostra que M1 e

M2 ndo apresentaram propriedades inibitérias do SC através da VC (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - TAXA DE HEMOLISE DA ATIVA(;AO DA VC DO SC SOB A A(;AO DOS EXTRATOS
M1 E M2 NA CONCENTRAGAO: 333 pg/mL.

FONTE: O autor (2016).

NOTA: Os controles utilizados foram identificados como T: Tamp&o e H: Heparina, controle negativo
de ativagdo, e S: SHN (Controle 1) e Tr: Triton, como controle positivo de ativagdo e hemdlise total,
respectivamente. (ns: ndo significativo). O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram
considerados significativos quando p<0,05.

A interpretacdo desses dados (FIGURA 19) mostra que M1 e M2 nao
promoveram inibicdo significativa da hemolise através do ensaio para a VC na
concentracdo testada. Assim, apesar de M1 apresentar acdo significativa sobre a VA
0 mesmo nao se verifica na VC. Ressalta-se que a VA é responsavel por cerca de
80%-90% da ativacdo do complemento, sua inibicdo consequentemente tem efeito
positivo sobre processos inflamatorios (HARBOE; MOLLNES, 2008).

Estudos prévios demonstraram que extratos de inflorescéncias de M.
paradisiaca L. possuem atividade anti-inflamatoria. BOVO (2013) demonstrou
diminuicao significativa das concentragdes de interleucinas pro-inflamatorias quando

camundongos asmaticos foram tratados com extratos aquosos e hidroalcodlicos de
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inflorescéncias dessa espécie. Porém, o verdadeiro mecanismo de acdo anti-
inflamatério desse estudo ainda néo foi descrito.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a inibicdo do SC pela
VA seja um dos provaveis mecanismos de acao anti-inflamatoria que justificam os
resultados encontrados por BOVO (2013).

Os componentes quimicos de extratos obtidos em diferentes condi¢cdes de
temperatura e pressdo foram determinados no estudo publicado por CORREA
(2016) e encontram-se descritos na TABELA 5.

TABELA 5 - COMPOSTOS VERIFICADOS NA FRACAO VOLATIL DOS EXTRATOS M1/M2 DE M.
paradisiaca L.

M1 M2
Lupenona 24,02% 11.37%
Dimetiltritriacontano 14% 5,66%
Stigmasterol 2,71% 5%
y-sitosterol 2,49% 1,74%
Stigmast-5-en-3-3-ol 2,14% 0,56%
Metilhidroxinitropenil acetate - 10%
Pentacosane - 9,81%
3,6,9-Nonacosatrieno - 8,55%
10-Hentriaconteno - 8,46%

NOTA: A determinacéo foi realizada por Cromatografia gasosa — Espectometria de massas (CG-MS),
os calculos feitos por normalizag&o e os resultados foram expressos em porcentagem.
FONTE: Adaptado pelo autor de CORREA, 2016.

Analisando-se 0s componentes quimicos da encontrado em M1 e M2
(TABELA 5), pode-se verificar que a concentracao do triterpeno Lupenona no extrato
M1 é significantemente maior que a encontrada em M2. Portanto, € provavel que a
atividade inibitéria de M1 sobre VA do SC seja em parte, devido a concentracéo
aumentada de Lupenona em relagcéo ao M2.

Segundo SINGH ET AL.(1997) existe um grande numero de triterpenos com
atividade anti-inflamatoria fazendo parte da constituicdo de drogas néo esteroidais.

Outros estudos de extratos obtidos de diferentes plantas que contém
Lupenona também demostraram atividade anti-inflamatéria, como & o caso do
extrato de Vernonia scorpioides, cuja composi¢ao é rica em Lupenona (DREUX et al,

2004), e teve sua propriedade anti-inflamatéria demonstrada in vivo (MACHADO et
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al. 2013). A Lupenona possui outras atividades biolégicas importantes tais como, a
inibicdo dos virus herpes simples (HSV-1 e HSV-2) e da febre suina africana (ASFV)
(MADUREIRA et al, 2003). Esse composto também apresenta atividade revelou ter
acao de inibicdo sobre a producdo de anticorpos em especial os das classes IgM e
IgG (MENDES, 2001) que estdo intimamente relacionados com a VC do SC.

A Lupenona, assim como o acetil lupeol, € um dos derivados do triterpeno
acetato de lupeol. Estes foram isolados nas raizes, caules e folhas da espécie V.
scorpioides por FREIRE (2000) que verificou atividade de diminuicdo do numero de
células secretoras de anticorpos IgM em murinos quando tratados com extrato desta
planta.

Outros autores também relatam extratos de plantas ou produtos isolados de
plantas como potentes moduladores do SC. Compostos isolados das raizes de
Euphorbia kansui como o 3-O-(2'E,4'Z-decadienoyl)-ingenol;  3-O-(2,3-
dimethylbutyryl)-13-O-n-dodecanoyl13hydroxy-ingenol e [-sitosterol apresentaram
atividade inibitoria significativa da VC (LI et al, 2011).

Existem no mercado farmacéutico medicamentos que sao inibidores de SC. O
Eculizumab, anticorpo monoclonal, € o Unico inibidor especifico do complemento
com uso aprovado pelo FDA (Foog and Drug Administration — USA). E largamente
utilizado para o tratamento da hemoglobundria paroxistica noturna (HPN) que é
caracterizada clinicamente pela lise de globulos vermelhos e liberacdo de
hemoglobina na urina (BRODSKY et al, 2008; HALLSTENSEN et al, 2015). O
tratamento com Eculizumab tem se mostrado relevante na melhoria da qualidade de
vida dos pacientes. Ressalta-se que este medicamento € de alto custo o que
acentua a necessidade de pesquisas e investimentos em novas substancias que
sejam possiveis inibidoras do SC.

Portanto, os resultados apresentados neste estudo somados com 0S
relatados por BOVO (2013) apresentam o extrato de M. paradisiaca L como
promissor para o tratamento de doencas inflamatorias cronicas e autoimunes
especialmente pela inibicdo do SC. Ressalta-se ainda, que as inflorescéncias de M.
paradisiaca L sdo descartadas pelos produtores de banana, sendo consideradas
como detritos. Assim, a producdo de um fitoterapico a base de inflorescéncia dessa
espécie, além da eficacia anti-inflamatoria aqui demonstrada, utilizaria uma matéria

prima que é descartada e que teria facil acesso/producéo, j4 que o Brasil é o terceiro
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maior produtor mundial de banana e o Estado do Parand, o oitavo maior produtor da
fruta no Brasil (IBGE, 2013).

6.7 AVALIACAO DOS EFEITOS DA MISTURA RACEMICA DE EUFOL E
LANOLSTEROL (E1) NA IMUNOMODULACAO DA VIA CLASSICA E
ALTERNATIVA DO SC

A atividade da mistura E1 sobre a VA do SC foi verificada nas concentractes
de 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,63 pg/mi, 7,81
pg/ml. Os resultados mostraram diminuicdo estatisticamente significativa da
hemolise pela VA nos experimentos com e sem prévia incubagédo (FIGURA 20). A
interpretacdo desses dados mostra que E1 é capaz de inibir o SC através da VA em
todas as concentracfes testadas. Quando se comparou a inibicdo de hemolise entre
as diferentes concentragdes testadas, os resultados mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre elas. Esses resultados sugerem que a inibicdo da VA do
SC produzida pelo Eufol/Lanosterol ndo é depende da concentracéo, levando-se em

consideracao o intervalo de concentracdo 500 a 7,81 pg/ml.
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FIGURA 20 — TAXA DE HEMOLISE DA ATIVACAO DA VA DO SC SOB AACAO DA MISTURAE1 EM
DIFERENTES CONCENTRACOES.

FONTE: O autor (2015).

NOTA: Os controles utilizados foram T: Tampao e H: Heparina, controle negativos da ativagdo, S:
SHN e Z: Zimosan, controles positivos da ativacdo da VC do SC. O nimero 1 representa o
experimento sem incubacdo prévia. Todas as concentracdes testadas apresentaram reducao
significativa em relacéo aos controles de hemolise 100% (S e Z). Nota: O experimento foi realizado
em triplicata e os dados foram considerados significativos quando p<0,05. Todas as concentragdes
testadas se mostraram significativas em relacéo ao controle “S” e “Z”. Porém, n&o houve diferencas
significativas entre as diferentes concentragfes testadas.
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A mistura E1 também teve sua acdo avaliada sobre a VC do SC nas
concentragcdes de 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,63
pg/ml e 7,81 pg/ml. Os resultados mostraram diminuicdo significativa da hemdlise
tanto nos experimentos com incubacéo prévia como sem incubacéo. A interpretacéo
desses dados indica que E1 é capaz de inibir o SC através da VC nas
concentracOes testadas (FIGURA 21).
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FIGURA 21 - TAXA DE HEMOLISE DA ATIVACAO DA VC DO SC SOB A ACAO DO E1 EM
DIFERENTES CONCENTRACOES.

FONTE: O autor (2015).

NOTA: Os controles utilizados foram T: Tampao e H: Heparina, controle negativos da ativacdo, S:
SHN e Tr: Triton, controle positivo da ativacdo da VC do SC e hemdlise total. O nimero 1 representa
0 experimento sem incubacdo prévia. Todas as concentracdes testadas apresentaram reducdo
significativa em relacdo aos controles de hemdlise 100% (S, Tr). *concentracdo significativa em
relacdo as demais testadas. O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram considerados
significativos quando p<0,05.

Quando se comparou a inibicdo da hemdlise entre as diferentes
concentragdes, os resultados mostraram que houve diferenga significativa entre a
concentracdo de 500 pg/ml em relacdo as demais testadas (FIGURA 21). Esses
dados sugerem que a concentracdao de 500 pg/ml foi mais efetiva na inibicdo do SC
pela VC quando comparada as demais e ainda, que essa inibicdo produzida pelo
Eufol/Lanosterol depende da concentracéo, levando-se em consideracao o intervalo
de concentragéo 500 a 250 pg/ml.

A atividade topica anti-inflamatéria e anti-edema do triterpeno tetraciclico
Eufol foi comprovada cientificamente (PASSOS et al, 2013). O mecanismo anti-
inflamatorio proposto foi a diminuicdo do influxo de leucécitos e regulacdo da COX;

em modelo de inflamacgao de pele induzida pelo acetato de tetradecainoilforbol (TPA)
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em camundongos. Esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que a inibicdo de complemento resulta em inibicdo da
atividade inflamatoria. Eufol/Lanosterol (1-10 mg/kg) mostrou inibicdo da infiltracao
de células TH;7 especificas para peptideos da bainha de mielina no sistema nervoso
central em modelo de esclerose multipla murinho (DUTRA et al., 2012). Evidencias
recentes em modelo murino de lUpus eritemaso sistémico demonstraram que a
inibicdo da VA foi capaz de melhorar o quadro de nefrite, caracteristico desta doenca
autoimune (GROSSMAN, 2015).

Em doencas autoimunes, € conhecida a relacdo dos produtos de ativagédo do
complemento com o aumento da atividade de neutréfilos, agravando o quadro
inflamatorio caracteristico (KOTNIK, 2011). Em pesquisa envolvendo 35 pacientes
com psoriase ou dermatite atdpica, altos niveis de C3a no sangue de individuos
afetados por ambas doencas, sugeriram continua ativacdo do SC levando a geracao
de mediadores inflamatérios (KAPP; WOKALEK; SCHOPF, 1985). Os queratinécitos,
afetados na psoriase, sdo produtores de diversos componentes do complemento,
tais como C7 e C9, sendo também, fonte de citocinas importantes na regulacdo da
cascata do complemento (TIMAR et al, 2007a; TIMAR et al, 2007b). Utilizando a
imunofluorescéncia direta CUNHA e BARRAVIERA (2009) encontram depésitos de
IgG e complemento na zona da membrana basal dos queratinécitos em pacientes
com pénfigo foliAceo endémico ativo, com IgG em torno de 90 a 95% dos casos e
C3 em 100% deles. Indicando forte acdo do SC na manifestacdo inflamatéria desta
doenca.

O efeito observado, considerando especialmente a forte acdo sobre a VA, que
representa cerca de 80-90% da ativacao total do CS (HARBOE; MOLLNES, 2008),
indica que as substancias aqui avaliadas tém um alto potencial anti-inflamatario.

Considerando-se os resultados apresentados neste estudo, somados com 0s
relatados por DUTRA et al (2012), a mistura racémica de Eufol/Lanosterol mostra-se

como tratamento promissor para doencas autoimunes pela inibicdo do SC.
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7. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. O extrato de C. xanthocarpa obtido a 150bar e 80°C (CX1) apresentou
importante atividade inibitéria sobre a VC e VA do SC, ja os demais extratos
obtidos desta espécie demonstram atividades de inibicAo menores quando
comparados a CX1. Os dados sugerem que a concentracdo de CX1 a ser
utiizada € um fator importante para a inibicdo do SC através da VC,
sugerindo que concentracdes a partir de 166,5 pg/ml sejam mais eficientes na
inibicdo da VC do-complemento. Ja para a VA ndo houve diferencas
significativas entre as diferentes concentracdes testadas, o que indica que a
concentragdo minima avaliada 2,602 pg/ml € suficiente para promover
inibicdo significativa da VA.

2. O extrato de M. paradisiaca L. obtido a 30bar e 35°C (M1) apresentou inibicdo
significativa apenas da VA do complemento. Ndo observou-se diferenca
significativa entre as concentracdes testadas para VA. Portanto, a inibicdo da
VA causada pelo M1 se mostra independe da concentragéo, levando-se em
consideracao o intervalo analisado.

3. A mistura racémica de Eufol/Lanosterol reduziu significativamente a ativacéo
promovida por ambas as vias, ndo houve diferenca significativa entre as
concentracOes testadas para a VA, demonstrando que mesmo nas menores
concentracdes a inibicao foi importante, entretanto para a VC a concentracéo
de 500 pg/ml se mostrou ter uma acado inibitoria significante quando
comparada as demais testadas.

4. Os dados aqui obtidos sugerem que parametros diferentes de temperatura e
pressdo na operacao de extracado influenciam a agdo dos extratos sobre o
SC, provavelmente através da obtencgéo de diferentes composi¢des. Visto que
no extrato M1 houve extracdo na fragdo volatii de maior quantidade de
Lupenona, substancia que pode estar envolvida na atividade observada.

Assim como no extrato CX1 observou-se a presenca dos Alfa-bisaboleno,
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Alfa-gurjuneno, Allo-aromadendreno, Aromadendrenoe Guaiol, substancias
gue néo foram verificadas nos demais extratos do fruto de C. xanthocarpa.

. As fracdes teste CX1, M1 e Eufol/Lanosterol apresentam potencial uso no
tratamento de doencas que cursam com a ativacdo do SC, tais como as
inflamatorias crbénicas e doengas autoimunes.

. Considerando que a ativacdo do SC induz a resposta inflamatoéria
essencialmente através da liberacdo das anafilotoxinas C5a, C4a e C3a
(BELTRAME et al, 2015) é possivel que os resultados de inibicdo verificados
neste estudo estejam relacionados a inibicdo das mesmas, essa inibicdo pode
ocorrer tanto no inicio da cascata como a partir de fragmentos da clivagem de
C3 ou C5, diminuindo a hemolise verificada. Portanto, sdo necessarios novos
experimentos, utilizando diferentes técnicas, por exemplo, a dosagem de C3,
que especifiquem a regido da cascata inibida que bloqueia a acdo de lise
celular promovida pelo MAC.
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