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RESUMO

As fosfolipases A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) sdo um grupo de enzimas que pertencem a
fontes de recursos renovaveis como da Mata Atlantica que ¢ uma das mais importantes do
Brasil, com moléculas bioativas para inibir enzimas relacionadas a determinadas patologias
humanas. No atual contexto da pandemia a sindrome respiratéria induzida pela COVID-19
pode ser considerada um processo inflamatério agudo induzido por duas classes de PLA2
secretoria (SPLA2). Uma ¢ similar sPLA2 de serpentes e a outra sPLA2 associada a
lipoproteinas plasmaticas (LP-sPLA2), que gera em sua reagdo o principal agente da
aterosclerose. Por isso a busca por compostos que inibem a PLA2 e auxilia em novas
moléculas com potencial no controle do processo inflamatoério e replicagdo de virus cresceu
ultimamente. No nosso trabalho investigamos plantas descritas com propriedade anti-
inflamatoria, como as do género géneros Bacchari sp., Moquiniastrum sp. ¢ Phyllanthus sp.
Nossa pesquisa mostrou resultados obtidos através de técnicas in silico de mineragdo de
dados, com docking molecular, testes in vitro e in vivo, onde foram selecionados trés
compostos (Miricitrina, acido galico e acido cafeico), que tem potenciais inibidores de
atividade fosfolipasica A2. Utilizamos o medicamento acido acetilsalicilico in silico e in vitro
para comparacdo de atividade fosfolipasica A2 com os compostos naturais e a AchE frente o
acido galico, ASS e acido cafeico também para avaliar a atividade de inibir a esterase.
Usamos a PAF-AH com a mesma finalidade frente aos compostos. Os resultados obtidos
foram que o 4cido cafeico e o composto fendlico acido galico apresentaram o melhor
resultado de interagdo no sitio ativo da sPLA2 de Cdt e da AchE demostrando assim elevado

potencial inibitério da enzima.

Palavras-chave: metabdlitos secundérios de plantas, inflamacdao, sPLA2, PAF- AF e dock

molecular.



ABSTRACT

Phospholipases A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) are a group of enzymes that belong to
renewable resources such as the Atlantic Forest, which is one of the most important in Brazil,
with bioactive molecules to inhibit enzymes related to certain human pathologies. In the
current context of the pandemic, the respiratory syndrome induced by COVID-19 can be
considered an acute inflammatory process induced by two classes of secretory PLA2
(sPLA2). One is like snake sPLA2, and the other is sPLA2 associated with plasma
lipoproteins (LP-sPLA2), which generates in its reaction the main agent of atherosclerosis.
Therefore, the search for compounds that inhibit PLA2 and help in new molecules with
potential to control the inflammatory process and virus replication has grown lately. In our
work, we investigated plants described with anti-inflammatory properties, such as those of the
genus Bacchari sp., Moquiniastrum sp. and Phyllanthus sp. Our research showed results
obtained through in silico data mining techniques, with molecular docking, in vitro and in
vivo tests, where three compounds were selected (Myricitrin, gallic acid and caffeic acid),
which have potential inhibitors of phospholipase A2 activity. We used the drug acetylsalicylic
acid in silicic and in vitro to compare phospholipase A2 activity with natural compounds and
AchE against gallic acid, ASS and caffeic acid also to evaluate the activity of inhibiting
esterase. We use the PAF-AH with the same purpose in front of the compounds. The results
obtained were that caffeic acid and the phenolic compound gallic acid presented the best
result of interaction in the active site of SPLA2 of Cdt and AchE, thus demonstrating a high
inhibitory potential of the enzyme.

Keywords: plant secondary metabolites, inflammation, sSPLA2, PAF- AF and molecular dock.
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1 INTRODUCAO

1.1 FOSFOLIPASES A2

As fosfolipases A2 sdo enzimas de lipases-estreasse presentes em células de varios
vertebrados, plantas, micro-organismos que catalisam hidrolise especificamente na posi¢ao
sn-2 dos fosfolipidios que compdem as membranas celulares, liberando acidos graxos e
lisofosfolipidios (Kudo; Murakami, 2002) desempenham enzimaticamente a hidrolise da
ligacao éster em triglicerideos e no caso das fosfolipase A (PLA), estas catalisam a hidrolise
especifica de glicerois esterificados no carbono 1 e 2 (sn-1 e sn-2, com acidos graxos) € no
carbono 3 do glicerol, a presen¢a de um grupo fosfodiéster (Figura 1) (Dennis et al., 2011;

Vulfius et al.,2017).

w:ff);{‘u
¢
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Figura 1. A figura mostra a estrutura basica dos fosfolipidios com seus grupos ésteres O-C=0 e com sua regido
fosfodiéster O-P=0.

As fosfolipase podem ser classificadas em grupos ou classes, dependendo da estrutura
quimica do fosfoglicerideo, apresentado na figura 1. Sdo enzimas importantes no metabolismo
de lipidios, e estdo associadas com a liberagao de acido araquidonico (AA), que tem a fungao
de percussao de lipidios bioativos, como por exemplo, as leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxanos que estdo envolvidos diretamente na resposta do sistema imune e inflamacao
(Murakami et al, 2013, Lambeau et a/,2008, Dennis, 2000; Tsuboi, Kini, 2005; Schaloske ¢
Dennis; 2006).

Como as enzimas PLA2 (EC 3.1.1.4) que sdo enzimas pertencentes a uma familia de

esterase enzimatica lipolitica que catalisa especificamente a hidrolise das ligagdes €steres nos
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glicerofosfolipidos na posi¢do sn-2. Essa hidrélise libera acido graxo livre, como o acido
araquidonico e a libertagdo do lisofosfolipidios, que sdo os mediadores em varios processos

biologicos (Vulfius et al.,2017).

1.1.1 Classificacao e funcoes das PLA2

As fosfolipase A2 (PLA2) compde atualmente uma familia com 15 grupos e
subgrupos de proteinas e nessa divisdo incluir cinco tipos de enzimas diferentes. Para ocorrer
a classificagdo das PLA2s nos grupos, sdo analisadas as sequéncias de aminoacidos,
mecanismos cataliticos e outras caracteristicas bioquimicas adicionais, tais como 0 peso
molecular e o padrao de pontes dissulfeto (Dennis,1994; Schaloske e Dennis,2006).

O grupo das PLAS citosoélicas (cPLA2) ¢ composto por proteinas com grande massa
molecular relativa, entorno de 61.000 e 114.000, essas proteinas utilizam um residuo de
serina catalitico, como por exemplo as enzimas independentes de Ca*” (iPLA,) que também
usam a serina para realizar a catalise e as acetilhidrolase que sdo ativadores de plaquetas
(PAF-AH), e tem uma serina no sitio catalitico. Outro grupo s3o as PLA2s lisossomais que
compdem o grupo XV, esse grupo apresentam uma triade catalitica composta por trés
aminoécidos serina, histidina e Acido aspartico (Schaloske e Dennis, 2006).

Outro grupo de fosfolipase A2 que possui inumeros estudos sao as secretoras (SPLA2),
esse grupo apresenta uma massa molecular relativa bem variada entre 14.000 e 18.000 e
geralmente em sua estrutura contém 5 a 8 pontes dissulfeto. Esse grupo de enzimas usa uma
histidina em seu sitio ativo e precisam de ion Ca2+ para a realizagdo de catalise (Dennis,1994;
Schaloske e Dennis, 2006).

As PLA2 encontradas nas peconhas de serpentes possuem dois grupos. As PLA2 do
grupo I possuem como carateristica dois ou trés aminodcidos na regido 52-65, que tem
denominacdo de “loop elapidico”, encontrado na familia Elapidae. As PLA2 do grupo II
possuem como principal carateristica ¢ substituicdo de uma ligacdo Cys11-Cys77 por uma
ponte dissulfeto entre os aminoacidos Cys51-Cys133, também ocorre uma extensdo da regiao
C- terminal por aproximadamente sete aminoacidos, na familia Viperidae (Subfamilia:
Viperidae e Coralinea) (ARNI; WARD, 1996). No grupo II possui dois subgrupos, as PLA2s
cataliticamente ativas que possui aspartato na posi¢do 49 e as PLA2s cataliticamente inativas
ou com baixa atividade, pois na posi¢cao 49 o aspartato ¢ substituido por um residuo de lisina
(Maraganore et al., 1984; Arni e Ward, 1996; Wang et al., 1996; Ownby et al., 1999; Soares,
Fontes e Giglio, 2004).
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1.1.2 Sitio Catalitico das PLA2

O mecanismo de catalise das lipases que inclui as PLA2 citosolicas ¢ definido pela
triade catalitica dos aminodacidos, serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico (Asp) em que
a serina ativada adiciona nucleofilicamente a func¢do carbonila de um substrato éster ou
lactona. A histidina durante a reacdo da PLA2 com um substrato, ela doa e recebe elétrons ¢
com isso pode realizar uma auto oxidagdo, fazendo com que o substrato interaja com apenas
uma cadeia da PLA2. No caso da PLA2 o primeiro produto a ser liberado seria o acido graxo
livre e o segundo o lisofosfolipideos (Sharp et al., 1994; Pickard et al., 1996; Vasquez et al.,
2018).

Foi demostrado em estudos que a PLA2 associada a lipoproteinas mostram bem
conservados a triade catalitica da alfa/beta hidrolises constituidos pela Ser, Asp ¢ His. A
hidrolise de grupos acila nas o/p hidrolases lipasicas ¢ realizada por uma triade catalitica (Ser-
His-Asp/Glu) analoga a presente nas proteases de serina, onde o residuo de histidina ¢
posicionado espacialmente entre a serina e o aspartato (Dessen et al., 1999; Dessen, 2000).

Por outro lado, as PLA2 citosoélicas célcio dependentes (GIVA cPLA) e independentes
(GVIA iPLA2) a Histidina do ponto de vista funcional foi substituido pela presenca de
Arginina e isso decorre do fato que a arginina tem um grupo guanidina que poderia
desempenhar uma fun¢do analoga a Histidina (Pickard et al., 1996; Mouchlis et al., 2012;
Muller et al., 2019).

O papel da Tirosina na atividade enzimdtica das PLA2 estd fundamentado no fato que
ndo somente a Tyr52 e a Tyr73 também sdo residuos que ajudam da estabilizar o sitio ativo
das PLA2 secretorias e mantem uma forte interagdo com a His48, Asp99 (Tomoo et al.,
1997). Trabalhos realizados por Salvador ef al., 2019 e 2021, mostram que o composto
sintético Varespladib (LY315920) esta acomodado em um local proximo a Lys48, Gly29, Gly
30.

Baseado nos trabalhos de Davidson e Dennis, 1990, Dupureur ef al., 1992, Moura-da-
Silva et al., 1995, Tomoo et al., 1997, Janssen et al., 1999, Edwards et al., 200, Corréa et al.,
2008, Kim ef al., 2020 e usando dados das proteinas depositadas no PDB criamos um modelo
teorico de catalise da PLA2 secretoria do grupo Il de Crotalus durissus terrificus (PDB
2QO0G) onde os residuos de Tirosina adjacentes ao Acido Aspéartico teriam o papel funcional
do Acido Aspartico da triade clitica das estreasses, a His central ¢ o complexo Gly, Asp,
Caélcio teriam o papel funcional da Serina (Figura 2) e todos estes residuos localizados no sitio

ativo da PLA?2 secretorias.
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Figura 2. Modelo tedrico de catalise da PLA2 secretoria do grupo I de Crotalus durissus terrificus, depositada
no RCSB.

1.2 BUSCA POR INIBIDORES DE PLA2

As peconhas das serpentes sdo compostas por inumeras proteinas, como as PLA2. E
essas proteinas podem ser reconhecidas e inibidas por moléculas de varias origens como, por
exemplo, agentes quimicos, sintéticos e naturais de origem animal e vegetal (Borges et al.,
2001; Lizano; Domont e Perales, 2003; Soares et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Marcussi et
al., 2007).

Atualmente as pesquisas por compostos naturais com principios ativos para inibir
PLA2 estao crescendo, pois diversas plantas sdo estudas pela acdo antiofidica e estdo
demostrando potencial de inibir toxinas das peconhas de serpentes incluindo as PLA2 (Mors

et al., 2000, Soares et al., 2005; Samy et al., 2008).
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1.3 RELACAO NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS DE INTERESSE AO SUS
(RENISUS)

O sistema unico de saude (SUS) disponibiliza fitoterapicos derivados de plantas desde
2007 no Brasil (Brasil, 2013b) alguns desses fitoterapicos disponiveis no SUS ¢ espinheira-
santa, Guaco, Alcachofra, Aroeira, Cdascara-sagrada, Garrado-diabo, Isoflavona-de-soja,
Unha-de-gato, Hortela, Babosa, Salgueiro e Plantago (Brasil, 2013b).

O Ministério da Saude divulgou, em fevereiro de 2009, a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que reunem informacgdes botanicas, de controle
de qualidade, eficacia e seguranca, colocando a disposi¢ao da sociedade o conhecimento
cientifico sistematizado. Além disso, tem o objetivo de subsidiar o aprimoramento de
normativas sanitarias, a incorporagdo de fitoterdpicos no SUS e de contribuir com a
Assisténcia Farmacéutica em plantas medicinais e fitoterapicas, favorecendo o acesso seguro
e o uso racional de plantas medicinal e fitoterapico pela populagao brasileira, conforme a
Politica e o Programa Nacional de Plantas Medicinal e Fitoterapico. Essa lista de plantas
medicinais apresenta potencial alto para gerar produtos de interesse ao SUS e populacao

(Brasil, 2009).

1.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos s3o definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, nas formas simples ou de polimeros,
que os confere o poder antioxidante (Shahidi e Naczk., 1995).

Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Entre as frutas, a uva ¢ uma das
maiores fontes de compostos fendlicos. Esses compostos podem ser naturais ou sintéticos.
Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou complexadas a aglcares ¢
proteinas. Dentre eles, destacam-se os flavonoides, os acidos fenolicos, os taninos e os

tocoferdis como os antioxidantes fendlicos mais comuns de fonte natural (Francis., 2000).

1.5 FLAVONOIDES

Os flavonoides compdem uma ampla classe de compostos polifendlicos de origem

vegetal e sdo encontrados nas partes aéreas das plantas de diferentes ecossistemas, com énfase
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as angiospermas, ¢ considerados compostos relativamente estaveis por resistirem a oxidacao.
Podem se apresentar como agliconas, glicosideos ou fazem parte de outros compostos
quimicos (Kumar e Pandey 2014). Os flavonoides nao podem ser considerados um
medicamento ou um suplemento alimentar, com o objetivo de melhor a saude, pois na
literatura temos varios estudos demostrando que a utilizagdo dos flavonoides ndo causa efeito
significativo, sendo usado somente na dieta (Prior et al., 2007; Christen, K.Y et al., 2007,
Chun et al., 2020).

Estes polifendlicos sao biossintetizados pela via do 4acido chiquimico, um importante
intermediario na biossintese de substincias aromdticas em plantas, que tem por funcao
originar o acido cindmico e seus derivados, como os acidos cafeico, feralico e sindptico, com
nove atomos de carbonos; pela via do acetato que origina um tricetideo com seis atomos de
carbonos (Wang et al., 2018).

Desta forma, a estrutura quimica bésica destes compostos, conhecida como
flavonoide, consiste em 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B), os
benzenos, interligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), onde o
primeiro (Wang et al., 2018) benzeno ¢ condensado com o sexto carbono do pirano, que na
posicao 2 carrega um grupo fenila (Dornas et al. 2010).

A grande diversidade estrutural encontrada nos flavonoides ocorre em funcdo das
pequenas modificagcdes quimicas ocorridas na estrutura basica destes compostos, que podem
ser por meio de hidroxilada, metilagdo, acilagcdo, glicosilada, hidrogenacdo e sulfatagdes
(Wanget al., 2018) e de por conta desta grande diversidade quimica a relacdo da estrutura e
funcdo dos flavonoides ainda ndo esta fechado (Kumar, Pandey, 2013; Juca et al., 2020).

De forma resumida os flavonoides através de reagdes de derivagdo relativamente
brandas em pH ao redor de 5-9, a temperatura ambiente, em diferentes concentragdes pode
formar complexes covalentes com as cadeias laterais de aminoacidos sulfidrilas e do
triptofano. Este tipo de interagdo covalente entre flavonoides com proteinas apesar de pouco
conhecido na literatura, ja foi descrito para varias proteinas como tripsina, lisozima e alfa-

amilase (Kroll et al., 2003; Brudzynki, Maldonado-Alvarez, 2015).

1.6 FLAVONOIDES ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Inflamagdo ¢ um processo normal e bioldgico em resposta a lesdo tecidual,

microbiana, infec¢do patogénica, e irritacdo quimica, que ¢ iniciado pela migragao de células
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imunitarias dos vasos sanguineos e libertagdo de mediadores no local dos danos incluindo as
PLA2 (Rodrigues, 2014; Toyama et al., 2019).

Este processo ¢ seguido pelo recrutamento de células inflamatorias, libertagdo de
ROS, RNS, e citocinas pro-inflamatorias para eliminar agentes patogénicos estranhos, e
reparacao de tecidos feridos. Os flavonoides podem atuar em diversos pontos do processo
inflamatorio tanto em nivel celular quanto em nivel extracelular e isso inclui a a¢do de varios
flavonoides sobre a atividade enzimatica da fosfolipase A2 (Kumar, Pandey, 2013; Panche et
al,2016; Toyama et al., 2019).

Os estudos de forma geral indicam que os flavonoides apresentam diferentes
mecanismos de acdo: podem agir inibindo a sintese de TNF-a, bloquear as enzimas
fosfolipase, COX 1 e 2 ou as lipoxigenase e outras enzimas envolvidas no processo
inflamatorio. Alguns destes flavonoides como a Apgenina e quercetina inibem a COX-2 e a
NOS (Griffiths et al., 2016; Ginwala ef al., 2019; Maleki et al., 2019).

A quercetina também age reduzindo a adesdo de células inflamatérias ao endotélio
vascular, mesmo modo de acdo da Luteolina. Ja os estudos com Rutina, apigenina—7-O—
glicosideo e luteolina—7—O—glicosideo, principais flavonoides presentes no extrato bruto de
Achillea millefolium Linn., inibem a elastase neutrofilia humana (HNE) e as
metaloproteinases da matriz, as quais estdo associadas a processos anti-inflamatérios em
estudos in vitro. O flavonoide caempferol-3—O—p—d—galactosideo inibe a produ¢ao de TNF—a
e a NOS, possuindo uma significativa atividade anti-inflamatoria (Griffiths et al., 2016;
Ginwala et al., 2019; Maleki et al., 2019).

Os flavonoides sdo uteis no tratamento da inflamagdo, principalmente devido a sua
capacidade de regular a atividade de enzimas e a sintese de substancias envolvidas nesse
processo (Griffiths et al., 2016; Ginwala et al., 2019; Maleki et al., 2019).

A nossa experiéncia com flavonoides mostra que estas moléculas tém um grande
potencial farmacéutico, nutricéutico ¢ podem ajudar no uso funcional de determinados

alimentos (Toyama et al., 2019).

1.7 BIOINFORMATICA

A bioinformatica parte da utilizacdo da informatica para pesquisas biologicas sendo

assim, neste trabalho utilizaremos a triagem virtual uma técnica in silico para a busca de

compostos contra determinadas doenga ou enzimas. Geralmente nessa técnica sdo utilizados
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grande bancos de compostos quimicos virtuais derivados de fontes naturais ou de composi¢ao
organica disponivel em dominios como Pubchem, Nature e ChEMBL (Guedes et al., 2014).

Existem duas abordagens que sdo usadas para a triagem de compostos a partir das
bibliotecas virtuais que sao I estrutura do receptor biologico 3D (SBVS — structure-based
virtual screening e II estrutura de ligantes bioativos (LBVS - ligand-based virtual screening) e
em ambos o0s casos ¢ necessario ter tanto a estrutura molecular do ligante e do alvo
conhecidos (Rodrigues et al., 2012).

Na triagem virtual baseado em estruturas (SBVS) fundamenta-se em caracteristicas
fisico-quimicas (quimicas, eletronicas e estruturais) entre o ligante e o sitio ativo da proteina,
utilizando-se de dados tridimensionais de alvos terapéuticos (Rodrigues, 2014).

A metodologia denominada “ancoragem molecular” (AM) (dock molecular), ¢ um
procedimento de simulagdao computacional amplamente utilizado que prevé os modos de
ligagdo e afinidades de pequenas moléculas no sitio de ligagio de um complexo
receptor/ligante, onde o receptor ¢ geralmente uma proteina ou uma molécula de acido
nucleico e o ligante uma pequena molécula ou outra proteina, detalhando o reconhecimento
molecular envolvido nas ligagdes entre moléculas (Guedes et al., 2014).

Protocolos de ancoragem podem ser compostos por dois componentes diferentes:
algoritmos de busca e fun¢do score. Segundo Domingues et al. (2012) e Rodrigues et al.
(2012).

O dock molecular vem se desenvolvendo e melhorado ao longo destes tltimos anos,
mas sua capacidade de gerar uma droga viavel ainda é geralmente questionavel. Apesar de
controverso, hoje existem varias drogas que foram descobertas pela técnica de dock molecular
(Lionta et al., 2014; dos Santos, et al., 2018).

Nestes trabalhos, iremos utilizar o dock e a modelagem molecular em cima dos
compostos estudados que previamente triados por meio da técnica de bioguiados. Além
disso, vamos priorizar a gratuidade dos bancos de dados e a presenca de estruturas
tridimensional definida, que serdo ser empregados ao estudo (Junior, 2014; Ferreira et al.,
2015). No caso das fosfolipase A2: sSPLA2 de Cdt e a LP-PLA2, serdo selecionadas de acordo
com sua resolugdo estrutural, uma estrutura molecular que acomode a maior parte dos sitios

cataliticos.
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1.8 TRIAGEM E SELECAO DE COMPOSTOS

O método de triagem virtual viabiliza o processo de busca por compostos lideres e o
planejamento racional de novos possiveis farmacos, pois dispensam a necessidade de sintese
de cada composto a ser estudado (Li et al., 2006).

Os métodos de triagem virtual sdo fundamentados em duas principais formas de
abordagens. Na primeira se avalia a afinidade de interagdo ou a energia livre de interacdo
entre ligante-alvo (structure-based drug discovery ou target-based drug discovery), um
exemplo ¢ a ancoragem molecular. Na segunda abordagens independem da estrutura do alvo,
uma vez que utilizam as estruturas quimicas dos compostos ativos como referéncia (ligand-
based drug discovery) (Acharya, 2011).

Algumas destas ferramentas avaliam a similaridade na superposi¢ao das estruturas em
representagdes bidimensionais e tridimensionais e avaliam a existéncia de grupos
farmacologicos. Outras ferramentas fundamentadas decompdem as estruturas em descritores
moleculares e comparam com perfis gerados a partir das estruturas e informagdes disponiveis
das substancias ativas ja conhecidas (Acharya, 2011; Li et al., 2006).

Os descritores sdao parametros utilizados para representar propriedades moleculares
(exemplo: eletronicas, geométricas, topologicas etc.) implicitas na estrutura quimica de cada
composto (Acharya, 2011; Filimonov, 2014).

Neste projeto pretendemos usar quatro programas para avaliacdo e selecdo molecular

dos compostos que serdo o PubChem, QSAR-Co, Molinspiration e SwissADME.

1.9 GENEROS SELECIONADOS

Os géneros selecionados para a essa pesquisa foram baseadas na literatura com os seus
principios ativos confirmados cientificamente. O género Bacchari spp., ¢ muito usado na
medicina popular e na producao de fitoterapicos. A principal agdo terapéutica relatada em
pesquisas sobre esse género ¢ no tratamento de doencas do trato gastrintestinal (Karam et al.,
2013).

O segundo género selecionado para trabalho foi Moquiniastrum spp. também baseadas
na literatura esse género tem agdes terapéuticas em doengas causada por bactérias gram-

positivas e elevadas atividades antioxidantes (Strapasson, 2014 e Stefanello et al., 2006).



18

O género Phyllanthus spp. foi o terceiro género escolhido para pesquisa, pois segundo
estudos esse gé€nero estd associado ao aumento da filtracdo glomerular e excrecao urinaria de

acido urico e ¢ usado na prevencao das calculoses (Cruces et al., 2013).

1.10 ACIDO ACELTISALICILICO

A classe de medicamentos que possui maior variedade no Brasil ¢ dos anti-
inflamatorios, devido ao grande nimero de usuarios cronicos. Estudos mostram que cerca de
30 milhdes de pessoas consome algum anti-inflamatério ndo esteroidais (AINEs). Possui 66
substancias comercializadas no Brasil, sendo que 21 dessas substancias anti-inflamatorios
esteroidais ¢ os demais sdo da classe AINES. Os mais usados sdo Aspirina (dcido
acetilsalicilico), acido salicilico e ibuprofeno (Marin et al.,2005, Filho et al.,2018 ¢ Nunes et
al., 2006).

Acido acetilsalicilico ¢ um AINES com indicagdo para algumas patologias como anti-
inflamatorio, antipiréticas ¢ usado como analgésico e antiplaquetario. Por ser um inibidor
inespecifico da enzima Cicloxigenase (COX) o AAS inibe de forma irreversivel a COX-1 e
COX-2, por meio da reacao de acetilagdo com residuos da serina, que consta no canal que liga

a enzima com acido araquidonico (Samuelsson., 1972 e Range et al., 2003).
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2 OBJETIVO

1. Triagem e Selecdo de flavonoides com potencial contra a fosfolipasica A2 usando a
mineragdo de dados com base nas caracteristicas dos compostos presentes em plantas
utilizadas no SUS, principalmente entre os géneros do género Bacchari sp., Moquiniastrum
sp. € Phyllanthus sp.;

2. Apos a selecdo com programas de mineragdo de dados e analise de estrutura quimicas que
incluem Bancos de dados gratuitos, em conjunto com as plataformas Molinspiration em
conjunto com o Molinspiration, SwissADME e Cocoonut;

3. Estudos de dock molecular e sele¢ao dos melhores ligantes flavonoides contra a sSPLA2 de
Crotalus durissus terrificus ¢ da LpPLA2 de seres humanos;

4. Preparacdo dos extratos etanolico de amostras foliares das plantas do género Bacchari sp.,
Mogquiniastrum sp. € Phyllanthus spp;,

5. Identificagdo e Isolamento dos compostos a partir dos extratos;

6. Avaliagdo in vitro, (enzimatica, cromatografica, espectroscopica, dicroismo circular) dos
compostos em presen¢a da SPLA2 de Crotalus durissus terrificus (Cdt.),

7. Avaliagao farmacologica in vivo (edematogénicos, miotoxica, citotoxica).
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3 MATERIAIS E METODOS.

3.1 MINERACAO DE DADOS

As estruturas quimicas dos flavonoides de plantas com potencial propriedade para
inibicao da atividade fosfolipasica A2 teve como base as moléculas que nosso grupo trabalhou
ao longo destes ultimos anos e que tiveram sua atividade inibitoria tanto da atividade
enzimatica por si s0, mas também pela diminui¢@o ou neutraliza¢do dos efeitos inflamatorios,
citotoxico e com atividade antioxidante. As moléculas desse trabalho foram selecionas por
mineragao de dado por caracteristicas de QSAR que s3o caracteristicas fisico-quimica
baseado no ligante e no alvo e esses parametros foram importantes na mineragao
principalmente nas plataformas PubChem, Cocoonut, National Center for Biotechnology

Information (NCBI) além das plataformas abertas.

3.2 ANALISE IN SILICO

Determinacdo da sequéncia de aminoacidos a sequéncia parcial de aminoacidos
depositadas nas bases de dados PDB (Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/) e no (NCBI
- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequéncia parcial entdo sera alinhada as sequéncias de
outras PLA2s, os compostos foram retirados da  plataforma  PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) pertencente ao banco de dados do NCBI.

O modelo cristalografico, escolhido como o melhor modelo para a construcdo do
modelo estrutural teérico de CDT - sPLA2 (PDB 2qog), Acetilcolinesterase (PDB 4m0Qe) ¢ a
Lp-PLA2 (PDB 3Del), usando a plataforma SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/), também utilizamos o programa Chimera 1.14 (Ucsf
Chimera, 2004) para a montagem de um modelo molecular estrutural da proteina.

As analises dos modelos obtidos foram realizadas por trés diferentes metodologias,
selecionamos o melhor modelo com base em testes de atividade bioldgica, estruturas e
inibi¢do, realizada durante a pesquisa. Todas as figuras resultantes desses estudos foram
construidas pelo programa PYMOL v2.4 (Seeliger, De Groot, 2010), plataforma
Molinspiration sera utilizada para melhor visualizacdo da estrutura dos compostos.

(Tetko,2005) e pelo software de Discovery Studio 4.0 (Biovita Fundation, 2007).
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3.3 DOCK MOLECULAR

O Dock molecular ¢ um método in silico amplamente aplicado em programas de
descoberta de novas drogas, o qual prevé a ligacao de uma determinada molécula interagindo
com um alvo biologico especifico. Neste estudo, os experimentos de ancoragem molecular
foram realizados pela plataforma SwissDock (Grosdidier; Zoete; Michielin, 2011),
posteriormente utilizamos a plataforma CavityPlus (Xu et al., 2018), onde observamos as
melhores cavidades de interagdo para gerar uma Grid Box pelo software Autodock Vina
(Goodseell, Morris; Olson, 1996; Seeliger; de Groot, 2010). Foram gerados diversos
resultados de varias execugdes de encaixe, resumidos em uma tabela para posterior analise
(Pettersen ef al., 2004; Trott et al., 2010).

As analises dos modelos obtidos foram realizadas por diferentes metodologias, com
base em dados bibliograficos. Selecionamos os melhores modelos com base em seus RSMD
com a menor Kcal. Todas as figuras resultantes desses estudos serdo construidas pelo
programa PYMOL v2.4 (Seeliger; de Groot, 2010) e pelo software de Discovery Studio 4.0
(Biovita Fundation, 2007).

Os resultados foram avaliados com base nas ferramentas Discovery Studio (Biovita
Fundation, 2007), LigPlot (Wallace et al., 1995) e Pymol (Seeliger; de Groot, 2010),
avaliando as energias de ligacdo, distancias e orientacdes das moléculas no microambiente do
sitio ativo de PLA2.

Preparagao dos arquivos para ancoragem:

Os ligantes foram obtidos na plataforma PubChem em formato 3D com a extensdo
.SDF. Apos o download, os arquivos dos ligantes foram convertidos para o formato. Mol2. A
preparagdao das coordenadas do modelo para os procedimentos de ancoragem foi efetuada
utilizando a ferramenta Chimera 1.15 (Pettersen et al., 2004). Em seguida, o aplicativo
AutoDock Vina foi empregado para adicionar atomos de hidrogénio polares e agregar as
cargas Kollman. Por fim, apds todas as modificagdes, os arquivos foram convertidos com a
extensdo. PDBQT (Teske, 2019).

Para a ancoragem foi necessario executar os calculos dos mapas de grade de energia
(Grid Box) através do programa AutoDock Tools. O tamanho escolhido sera suficiente para
envolver todos os aminoacidos do microambiente do sitio catalitico. As informacdes das

coordenadas x, y e z serdo salvas para uso posterior (Picanco, 2015).
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3.3.1 Avaliacao dos resultados

Os resultados foram avaliados levando utilizando as ferramentas Discovery Studio
(Biovita Fundation, 2007), LigPlot (Wallace et al., 1995) e Pymol (Seeliger, De Groot, 2010)
avaliando as energias de ligagado, distancias e orientagdes das moléculas no microambiente do

sitio ativo de PLA2.

3.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS VEGETALIS.

Os extratos de 3 espécies de plantas da Mata Atlantica e que sdo encontradas na lista
de plantas medicinais do SUS segundo o RENISUS (Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais
de interesse ao SUS), serdo preparados em etanol 70% conforme procedimento descrito na
Farmacopeia Brasileira. As espécies serdo selecionadas a partir de dados existentes em
literatura ou em andamento em termos da presenga de compostos polifendlicos, que seja uma
espécie abundante, arbustiva ou arborea.

O material botanico serd processado através do processo de liofilizagdo para a
secagem do material e preservando a integridade de todos os compostos que podem ser
metabolizados ou degradados pelo calor. Os extratos obtidos foram concentrados sob pressao
reduzida (em temperatura igual ou inferior a 40°C), obtendo-se assim o extrato bruto

etanolico. (Brasil, 2009; Dos Santos Junior ef al., 2020).

3.5 PURIFICACAO DA SPLA2.

3.5.1 Cromatografia de exclusiao molecular em HPLC

20 mg do veneno total serd homogeneizado em tampao bicarbonato de amonio 0,1M,
pH 7,9 até a sua completa dissolugdo. Esta solugdo de veneno serd entdo centrifugada a
2500xg por 5 minutos para clarifica¢do da solucdo. O sobrenadante obtido sera entdo aplicado
a coluna pré-empacotada de exclusdo molecular em coluna Superdex 75. O sistema
cromatografico sera previamente equilibrado com o tampao bicarbonato de amonio, pH 7,9,
0,1M, 60 minutos antes da aplicagdo da amostra. A elui¢do do material serd realizada a um
fluxo constante de 0,2ml/min e monitorada a uma absorbancia de 280 nm. O pool de

fosfolipase sera agrupado e posteriormente liofilizado.
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3.5.1.1 Anadlise do grau de pureza da toxina

O grau de homogeneidade molecular sera realizado por dois métodos, uma em HPLC
de fase reversa, usando uma coluna C18 analitica (0.39 x 30 cm, Phenomenex). A coluna
cromatografica serd equilibrada durante 10 minutos, usando uma solugcdo de é&cido
tricloroacético a 0,1% (TFA, 0,1%) previamente filtrado em filtro 0,22mm. As amostras
liofilizadas serdo dissolvidas em 250ml de TFA 0,1%, que sera entdo centrifugada a 4500xg
por 5 minutos, o sobrenadante obtido sera entdo aplicado na coluna cromatografica. Para
eluicdo da frag¢do sera usado um gradiente linear continuo do solvente B (Acetonitrila 66% em

solvente A). O registro da corrida cromatografica sera realizado a A214nm.
3.6 ENSAIOS ENZIMATICOS.

A fim de avaliar o comportamento da enzima frente a diferentes concentracdes de
substrato cromogénio derivado do p-nitroanilida, 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (NOB),
a sPLA2 (previamente purificada) foi solubilizada com solucdo salina NaCl a 0,9% na
concentracdo de 1 mg/mL e o substrato solubilizado em Acetonitrila PA em concentragdes
que variaram de 0,25 até 2 mg/mL (n=5).

Para avaliar o potencial inibitorio dos compostos, a enzima foi solubilizada da mesma
maneira ¢ na mesma concentra¢do ¢ foi incubada com os compostos por 30 minutos. Neste
segundo teste, o substrato (NOB) foi solubilizado com Acetonitrila & uma concentragdo de
Img/mL. Ambos foram adicionados ao tampao Tris-HCI1 0,02M, NaCl 0,15M e CaCl2 1mM
(pH 8) para serem analisados com leitura em espectrofotometro UV-VIS SPECTRA MAX
(Molecular Devices, CA), com comprimento de onda a 405 nm. As leituras ocorreram ao
longo do tempo de incubagdo (90 minutos), com intervalos de 5 minutos entre as leituras.
Para calcular a porcentagem de inibi¢do, utilizou-se a velocidade de consumo do substrato

(inclinagao da reta) sob a formula descrita abaixo:

{VQPLAZ o Vﬂmrubndw) 100

Vopaz

Os dados entdo foram expressos em porcentagem e seu erro em pontos de

porcentagem.
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3.7 DICROISMO CIRCULAR

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) ¢ um método experimental de andlise
adequado para avaliar a estrutura secundaria de proteinas (hélices alfas, folhas beta, voltas e
estruturas secundarias aleatorias) em solugdo. E caracterizado como um método rapido e
econdmico devido as pequenas quantidades de amostras necessarias. Nesta técnica, a luz
polarizada ¢ utilizada na faixa distal ultravioleta (UV) (de 180 a 260 nm).

Esta técnica permite a avaliacdo da integridade estrutural das proteinas, alteragdes
conformidade e processos de desnaturacao (desdobramento) e re-naturagdo (dobradura),
permitindo estimar a composi¢do dos elementos na estrutura secunddria desta macromolécula.

A andlise de dicroismo circular foi realizada com 0,1 mg /ml de sPLA2 e os
compostos foram incubados na mesma concentragao do teste enzimatico (4:1). Os compostos
isolados também foram utilizados para avaliar a possivel interferéncia nos testes. Foram

realizadas 8 convolugdes, e os dados foram tratados no Spectra Manager.

3.8 ENSAIOS FARMACOLOGICOS.

Foram utilizados animais da espécie Mus musculus de 23 a 30 g, provenientes do
Biotério Central da UNICAMP (CEMBIB). Os experimentos foram realizados no laboratério
BIOMOLPEP da UNESP Campus do Litoral Paulista onde foram mantidos até o momento do
teste em um gabinete biotério, climatizado com umidade e temperatura controlada. Os
animais serdo tratados com agua e ragdo “ad libidum” e controle do ciclo claro/escuro e serdo
mantidos de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal-
COBEA sendo todos os procedimentos para os experimentos apresentados ao Comité de Etica
da UNESP—- CEUA/UNESP para aprovagao.

Devido a Pandemia do COVID-19, foram reutilizados resultados de antigos
experimentos animas que tiveram seus comités de ética devidamente aprovados. Todos os
experimentos foram finalizados por meio de anestesia e eutandsia dos animais utilizados e
seguirdo as normas do CONCEA. Os animais serdo anestesiados em camara de CO2 e

posteriormente ocorre a eutandsia por deslocamento cervical.
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3.8.1 Avaliacio do edema de pata protocolo incubado

Foram realizados dois modelos experimentais in vivo para avaliacdo da inibicdo da
inflama¢ao aguda causada por sPLA2 purificada, ambos utilizando camundongos fémeas
Swiss (~25g, n=5). Comités de ética utilizados foram: 14/2016; 19/2016; 18/2016; 15/2016;
009/2015; 008/2015; 010/2015; 03/2019; 04/2019. CEUA.

Os testes in vivo foram efetuados somente apos a averiguagdo in vitro da inibigdo ou
interacdo com compostos com as enzimas utilizadas no estudo. Os animais foram separados
em oito grupos: controle (salina), sSPLA2, Miricitrina, Acido galico, sPLA2: Miricitrina
incubada com a sSPLA2) e sSPLA2: Acido galico incubada com a sPLA2.

Neste primeiro experimento foram inoculados 20 pL através de injecdo subplantar
posterior direita, das moléculas isoladas e/ou incubadas 30 min com PLA2. No grupo controle
negativo foi injetado 20 puL de solugdo salina (NaCl 0,9%); no controle positivo, 10 pg de
sPLA2; no grupo das Miricitrina isoladas foi injetado 5 pg de cada composto e no grupo das
Miricitrina incubadas 10 pg de sPLA2 foram incubadas previamente com 5 pug de cada
Miricitrina. O monitoramento do volume do edema foi realizado através de
hidropletismometro durante 4h ou até a diminui¢do da inflamag¢do do controle chegar a 20%
da inicial. Apo6s os testes, os camundongos foram anestesiados e sacrificados via

deslocamento cervical.

3.8.2 Edema de pata.

Serdo realizados modelos experimentais in vivo para avaliagdo da inflamagdo aguda
causada pelo veneno, enzimas e compostos naturais que serdo aplicados na regido subplantar
da pata direita Sug/50ul com solucdo salina estéril de camundongos fémea (n = 5). O
monitoramento volume do edema serd através de hidropletismometro nos tempos 0, 30, 60,
120, 240 minutos de observagdo até a diminui¢do da inflamag¢do do controle chegar a 20% da
inicial. Apos os testes, os camundongos serdo anestesiados e eutanasiados.

Para a andlise bioquimica e de biologia molecular, o sangue serd coletado com
heparina, centrifugado e o plasma separado e estocado a -80°C. Além disso, ao final do
experimento amostras de 100 a 200 mg de tecido das patas serdo coletados e congelados em
nitrogénio liquido e posteriormente guardadas em um biofreezer a -80 °C até o momento do

ensaio. Os tecidos provenientes das patas serdo homogeneizados em um sistema
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polytronhomogenizer durante 15 segundos com ImL de HTAB para cada 50mg de amostra.
Apos esta etapa os homogéneos serdo agitados em vortex e centrifugados em centrifuga de
eppendorf a 4500xg por Sminutos € os sobrenadantes obtido serd entdo submetido a varias

analises.

3.8.3 Atividade miotoxica.

Para avaliar a atividade miotoxicas serdo inoculados no musculo gastrocnémico direito
numa concentragao de 1 mg/mL o veneno, as proteinas € os compostos a serem escolhidas
para os ensaios, tendo o sangue coletado da calda 30 minutos apos a aplicagdo de 20 uL da
proteina e/ou composto. O sangue sera coletado com heparina, centrifugado e o plasma
separado e estocado a -80°C para quantificacdo bioquimica e de biologia molecular. Além
disso, ao final do experimento amostras de 100 a 200 mg de tecido das patas serdo coletados e
congelados em nitrogénio liquido e posteriormente guardadas em um biofreezer a -80°C até o
momento do ensaio.

Os tecidos provenientes das patas serdo homogeneizados em um sistema
polytronhomogenizer durante 15 segundos com 1mL de HTAB para cada 50mg de amostra.
ApoOs esta etapa os homogenatos serao agitados em vortex e centrifugados em centrifuga de
eppendorf a 4500xg por 5 minutos e os sobrenadantes obtido serd entdo submetido a analises
bioquimicas.

A atividade miotoxica propriamente dita sera feita pela medida da atividade da enzima
creatina quinasse (CK) que serd determinada utilizando-se 4 microlitros de plasma com 1.0
mL do reativo do kit CK-UV K010 (Bioclin) cinético incubado por 3 minutos a 37 °C e
realizando-se leituras a 340nm ap6s 3 minutos e a atividade creatina quinase sera expressa em

unidades/ litro.

3.9. ANALISE ESTATISTICA.

Os dados serdo expressos como média + desvio padrao da média. Os resultados serdo
analisados por andlise da variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste a
posteriori Dunnet ou Bonferroni. Valores de p<0,01 iram ser considerados significativos. Para
0 ensaio enzimatico, onde sera realizada uma regressdo linear, cuja angulacdo da reta serad

utilizada para encontrar a porcentagem de inibigdo, e seu erro os pontos de porcentagem.
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4 RESULTADOS

Foi realizada a triagem sistematizada e tabelada, dos compostos das espécies Bacchari
spp., Moquiniastrum spp. e Phyllanthus spp., com base na técnica de estudo das relagdes
quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica ou alguma propriedade fisico-
quimica (QSAR/QSPR).

A modelagdo quantitativa das relagdes estrutura-atividade (QSAR) ¢ uma técnica bem
conhecida que se tem revelado extremamente util em varios campos de investigacao,
incluindo o farmacéutico, a ecotoxicidade dos produtos quimicos industriais, a ciéncia dos
materiais. Esta técnica ndo s ajuda na triagem de produtos quimicos, mas também fornece
pistas para melhorar as propriedades fisicas e (Bio) quimicas de interesse.

A triagem foi realizada com preferéncia de artigos com acesso aberto, para
consulta de dados concentrados nos indexadores NCBI; Google Académico; Elsevier, gerando
uma Tabela com a apresentacdo por Espécie vegetal e seus Flavonoides principais isolados,
descritos e referenciados (ANEXO I).

ApoOs a primeira triagem, realizamos a Tabela II, onde os mesmos compostos foram
separados por compor o bioma Mata Atlantica e constar no RENISUS (Relagao Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS), com o respectivo potencial farmacoldgico (Brasil,
2009) (ANEXO 1I).

Por uma questao de nosso grupo de pesquisa BIOMOLPEP ter feito um extensivo uso
de compostos como moléculas capazes de inibir a atividade farmacoldgica induzida pela
sPLA2 de Crotalus durissus terrificus e tomando os dados das tabelas I e II, selecionamos
para a Tabela III os compostos que constam em comum em pelo menos duas espécies dos
géneros selecionados e tenha espécies pesquisadas pelo RENISUS, presentes na Tabela II,
continuando com a sistematica de base da metodologia QSAR (ANEXO III).

Com a triagem dos compostos, andlise de suas estruturas e aplicacdes, selecionamos o
farmaco 4cido acetilsalicilico (AAS), que usamos para comparagcdo da atividade anti-
inflamatoria com os compostos que selecionamos para os testes in silico e in vivo. A estrutura
2D foi retirada do banco de dados PubChem (ANEXO IV).

Nosso trabalho de triagem de compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski,
realizamos uma visualizagdo do perfil quimico dos compostos. A plataforma SwissADME
(Anexo V), apresentando caracteristicas importantes na analise para que os compostos se

enquadrem para um bom farmaco e relacionadas com as plantas medicinais usada no SUS.
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ApOs estd etapa de triagem, continuamos os estudos de ancoragem molecular dos
compostos selecionados (4cido cafeico, acido salicilico, 4cido galico e miricitrina), frente a
Cdt. sPLA2 (2qog) e para melhor compreender os resultados obtidos realizamos um dock
molecular com o composto acido gélico frente a Acetilcolinesterase de Homo sapiens, (Figura

3), onde as estruturas foram retiradas das plataformas PubChem e NCBI.

A)

C)

Figura 3. Estruturas Tridimencionais das proteinas utilizadas(3D). Figura 3 A —
Fosfolipase A2 de Crotalus durrissus terrificus, as esferas verdes representam o Calcio;
Figura 3 B — Acetilcolinesterase de Homo sapiens; Figura 3 C — Lp PLA2 de Homo
sapiens (PDB 5i91). A ordem de cor segue a ordem de cor do software Pymol sendo

cadeias A (verdes) B (azuis) C (rosas) D (amarelas).

Apobs estd triagem, prosseguimos o estudo com as estruturas moleculares dos
compostos em 3D, onde j4 se inicia a preparagdo para o docking molecular. Com o auxilio da
plataforma Molinspiration, inserindo a nuvem eletronica, evidenciando as propriedades de
hidrofobicidade e hidrofobicidade de cada composto e suas relacdes a estrutura atividade,
como podemos observar na Tabela V em (ANEXO VI). E temos na tabela VI mostrando o
farmaco AAS em 3D também com as propriedades de hidrofobicidade e hidrofobicidade

(ANEXO VII).
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O processo de dock molecular teve duas etapas de refino de dados o primeiro refino
foi pela plataforma SwissDock com 250 possiveis locais de ancoragem. Apds essa etapa
realizamos uma segunda ancoragem, com as coordenadas geradas pelo programa Autodock
Tools para criacdo da Grid Box, nos locais onde a primeira ancoragem com SwissDock
sinalizou possiveis interagdes.

Para conseguimos localizar a melhor area para a Grid box, fizemos um estudo
avaliando o encaixe e a sobreposi¢ao de PLA2 similares provenientes de venenos de cobras,
os modelos cristalograficos ja conhecidos e depositados no banco de dados RCSB-PDB.
Também usamos uma andlise de cavidades de interagdo para uma melhor comparagio,
utilizando assim a plataforma Cavity Plus, que nos gerou multiplas cavidades de interacao,
seguindo o método de XU et al., 2018, selecionamos os modelos que apresentaram interagdo

mais forte com o composto, como podemos observar na (Figura 4).

Cavidade 3

Cavidade 2

ot Tl o Cavidade 1

Figura 4. Representacdo do dimero da proteina PAF-AH de Homo sapiens interagindo com o composto. Ilustra
as cavidades de interacdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da plataforma CavityPlus,
sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Seguindo o docking com o programa Autodock, geramos 10 modelos seguindo as
coordenadas refinadas da Grid box que foram de acordo com o local de maior interacdo de
compostos. Selecionamos entre os modelos o que apresentou melhor indice RMSD, pois para
um modelo ser considerado relevante deve ter um valor de 0 - 6A, sendo o melhor valor
abaixo de 1,5A (Bell; Zhang, 2019).

Seguindo esse parametro selecionamos um modelo de cada composto que estamos
trabalhando, onde foi possivel avaliar suas interagdes com a proteina. As interacdes que foram
avaliadas foram os tipos de ligagdo, locais e a distdncia do composto com a proteina. E as

imagens foram geradas no Discovery.
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Definimos um padrdo para analisar as interagdes entre os modelos de dock
selecionados, para essa analise usamos os softwares, Discovery e o LigPlot Plus.
Conseguimos analisar quais tipos de interagdo, locais de interagdo e suas respectivas forgas.

Para uma melhor interpretacao dos resultados dos compostos frente as proteinas,
montamos uma tabela geral que mostra as ligagdes, os tipos de ligagdo, forcas e distancia

média entre o composto e a respectivas proteinas (Anexo VIII, Anexo IX e Anexo X).

4.1 ACIDO CAFEICO

No nosso trabalho in silico o acido cafeico como observamos na (Figura 5) interage no
tetramero da sPLA2 de Cdt. com o Acido Aspartico da cadeia C 49 de forma covalente em
ponte de hidrogénio no principal aminoacido do sitio catalitico da proteina e com isso altera
sua conformagdao. O composto mostrou interacdo com as tirosinas 28 e 52 da cadeia C por
ligagdo de van der Walls que sdo aminodcidos de esteirasses importantes. Além dessas
ligagdes o composto interagiu com as glicinas do loop de calcio. Ao todo o acido cafeico

apresentou 6 ligacdes no sitio ativo de proteina.
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Figura 5. Representagdo in silico da proteina sSPLA2 de Cdt com composto Acido cafeico Figura 7A esta
presente a estrutura quimica do composto acido cafeico, na figura B mostra a superficie eletroestatica
representada em esferas do composto, imagem gerada pelo Molinspiration, na figura C esté sua interagdo
do composto com a proteina, imagem gerada pelo software Discovery. Figura D estdo representadas as
interagdes pelo software Lig Plot.

A atividade miotdxica do composto inibindo a PLA2 de Cdt foi determinada pela
dosagem da enzima creatina quinase (CK) presente no plasma sanguineo dos camundongos

injetados, foi realizado também um comparativo com a PLA2 da Cdt pura, A concentracdo de
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CK no plasma dos animais demostrou que o composto conseguiu inibir a atividade méxima
que a proteina atua como podemos ver no (Grafico 1A).

No ensaio de edema de pata, foi possivel observar um edema imediato apds a
administracdio da PLA2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade
edematogénica obteve seu maximo com volumes de edema de aproximadamente de 90uL
(n=3 e p<0,001) como observamos no (Grafico 1B). Porém quando realizado com a PLA2
incubada com o composto notamos uma diferenca o pico do edema foi de aproximadamente

de 70uL como mostra o (Grafico 1B).
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Grafico 1. Ensaios in vivo do composto 4cido cafeico. Grafico A, ensaio de quebra da creatina quinasse. Os
dados foram expressos em média e desvio padrdo (n=3) e a ANOVA foi utilizada como teste estatistico, com
Dunnet como teste a posteriori. A proteina PLA2 foi administrada isoladamente, mostrando diferencas
estatisticas em relacdo a PLA2 com o composto, que apresentou uma menor a¢do miotoxica. Grafico B, Ensaio
de volume de edema de pata quando a PLA2 ¢ injetada via subplantar. Analise estatistica ANOVA seguida de
Bonferroni a posterior p <0,05.

Continuamos com nossas pesquisas com o composto acido cafeico em testes in silico
com o Fator de Agregagdo plaquetaria acetilhidrolase (PAF-AH), que ¢ caracterizada como

uma enzima estedrica pertencente a inflacdo e coagulagdo, também realizamos testes in silico
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com a AchE, caracterizada como uma enzima estearica pertencente a comunicagdo muscular,
para um melhor entendimento da atuagdo do composto em via sistémica.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto pode interagir com duas cavidades
da PAF-AH, por serem as cavidades do sitio realizamos a grid box diretamente na cavidade 2
pois conta o sitio ativo da subunidade A do dimero, a proteina tem subunidades simétrica

como podemos observar na (Figura 6).

Cavidade 3

Cavidade 2

Cavidade 1

Figura 6. ilustra as cavidades de interagdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

O composto interage com o bolsdo de aminoacidos que estdo em torno do sitio ativo
da proteina podendo assim alterar sua conformag¢do, como podemos observar na (Figura 8),
frente a PAF-AH.

O composto tem uma liga¢do de ponte de hidrogénio com o aminoacido lisina 109 e
com aminoacido triptofano 105 por ligacdo Pi-pi stacked que se refere a uma atragdo, nao

covalente entre anéis aromaticos ambos da cadeia A.
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Figura 7. Representacdo do mondémero de PAF- AH de Homo sapiens (PDB
3D59), em sua forma tridimensional, com os aminoacidos de onde o composto
interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A Figura 6A, ilustra a interacdo
do composto com a proteina. Na Figura 6B, ilustra a interagdo do composto com a
proteina, mostrando a nuvem eletronica destacada da interagdo com os
aminoacidos.

Nossos resultados em in silico com a AchE, mostraram que o composto acido cafeico,
pode interagir em duas cavidades da AchE por serem as cavidades do sitio, como podemos
observar na (Figura 8), realizamos a grid box diretamente na cavidade 3 que abrange o sitio

ativo da subunidade A do dimero, pois a proteina tem subunidades simétrica.
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Cavidade 2
Cavidade 3

Cavidade 1

Cavidade 4

Figura 8. ilustra as cavidades de interacdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Na (figura 9) podemos observar as interagdes do composto com a proteina, pois foi
realizado o dock molecular na cavidade 3, onde o composto interage com dois aminoacidos
do sitio ativo, Ser 203 e His 447 por ligacdo de van der Walls, podemos ver figura que o

composto interage com outros aminoacidos que estdo entorno no sitio.
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Figura 9. Representagdo do mondémero de AchE de Homo sapiens (4MOE), em sua forma
tridimensional, com os aminoacidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo software
Pymol. Na Figura 9A, ilustra a interagdo do composto com a proteina. A Figura 9B, ilustra a
interagdo do composto com a proteina, com os aminoacidos essenciais do sitio catalitico com a
nuvem eletronica destacada.
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No diagrama em 2D (Figura 10) podemos observar as interagdes com sitio ativo € com

outros aminoacidos, como a tirosina 124 e 133 que realiza ligagdao por ponte de hidrogénio,

triptofano 86 por ligacdo Pi-pi stacked, todas ligagdes na cadeia A. Também realiza ligagao

com a serina 125 e com as glicinas 126 e 448.
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Figura 10. Representacdo das interacdes do composto com a proteina. Na Figura 11A, ilustra a interagdo do
composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 11B, estdo representadas as

interagdes pelo software Lig Plot.
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4.2 ACIDO ACETILSALICILICO (AAS)

No nosso resultado de docking molecular o firmaco ASS interage com as trés cadeias
da sPLA2 de Cdt, apresentando apenas duas ligagcdes nao sendo de van der Walls, uma ¢ com
a leucina 3 da cadeia B e com a lisina 7 também da cadeia B ambas por ligacdao de Pi- Alkyl,

como podemos observar na (Figura 11)
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Figura 11. Representagio in silico da proteina sSPLA2 de Cdt com farmaco Acido Acetil Salicilico (AAS). Figura
11A esta presente sua estrutura quimica, na figura 11B mostra a superficie eletroestatica representada em esferas
do composto, imagem gerada pelo Molinspiration, na figurall C esta sua interagdo do composto com a proteina,

imagem gerada pelo software Discovery. Figura 11D estdo representadas as interagdes pelo software Lig Plot.

A atividade miotdxica do farmaco acido acetilsalicilico (AAS), inibindo a PLA2 de
Cdt foi determinada pela dosagem da enzima creatina quinasse (CK) presente no plasma
sanguineo dos camundongos injetados, foi realizado também um comparativo com a PLA2 da
Cdt pura, A concentragdo de CK no plasma dos animais demostrou que o firmaco diminuiu

levemente a atividade maxima que a PLA2 atua como podemos ver no (Grafico 2A).
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Podemos observar no ensaio de edema de pata o edema imediato apds a
administracio da PLA2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade
edematogénica obteve seu maximo com volumes de edema de aproximadamente de 90uL
(n=3 e p<0,001) como observamos no (Grafico 1B). Quando realizamos a PLA2 incubada
com o composto notamos uma diferenga do pico maximo do edema de 10uL como mostra o

(Gréfico 2B).
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Grafico 2. Ensaios in vivo do farmaco acido acetilsalicilico (AAS). Grafico A, ensaio de quebra da creatina
quinasse. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo (n=3) ¢ a ANOVA foi utilizada como teste
estatistico, com Dunnet como teste a posteriori. A proteina PLA2 foi administrada isoladamente, mostrando
diferencas estatisticas em relacdo a PLA2 com o composto, que apresentou uma leve diminuigdo acdo miotdxica.
Grafico B, Ensaio de volume de edema de pata quando a PLA2 ¢ injetada via subplantar. Analise estatistica

ANOVA seguida de Bonferroni a posterior p <0,05.

Continuamos com nossas pesquisas com o composto AAS em testes in silico com o
Fator de Agregacdo plaquetéria acetilhidrolase (PAF-AH), que ¢ caracterizada como uma

enzima estedrica pertencente a inflagdo e coagulagdo, também realizamos testes in silico com
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a AchE, caracterizada como uma enzima estedrica pertencente a comunicagcdo muscular, para
um melhor entendimento da atuagdo do composto em via sistémica.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto AAS pode interagir em duas
cavidades da PAF-AH, por serem as cavidades do sitio realizamos a grid box diretamente na
cavidade 2 pois conta o sitio ativo da subunidade A do dimero, a proteina tem subunidades

simétrica como podemos observar na (Figura 12).

Cavidade 3

Cavidade 2

Cavidade 1

Figura 12. Ilustra as cavidades de interagdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Na (figura 13) podemos observar as interagdes do composto com a proteina, pois foi
realizado o dock molecular na cavidade 2 seguindo os parametros de escolher o melhor dock
molecular conforme a interacdo com as cavidades. O composto interage com aminoacidos que
estdo perto sitio do ativo e fazem ligacdo por van der Walls com a glicina 118 e lisinal09 e
ligacdes por ponte de hidrogénio com triptofano 105 e com a asparagina 119, todos esses

aminoacidos sendo da cadeia A.
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Figura 13. Representagdo do mondmero de PAF- AH de Homo sapiens
(PDB 3D59), em sua forma tridimensional, com os aminoacidos de onde o
composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A Figura 13A,
ilustra a interagdo do composto com a proteina. Na Figura 13B, ilustra a
interacdo do composto com a proteina, mostrando a nuvem eletronica
destacada da interacdo com os aminoacidos.

Nossos resultados em in silico com a AchE, mostraram que o composto AAS pode
interagir em quatro cavidades da AchE por serem as cavidades do sitio, como podemos
observar na (Figura 14), realizamos a grid box diretamente na cavidade 3 que abrange o sitio

ativo da subunidade A do dimero, pois a proteina tem subunidades simétrica.
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Cavidade 2
Cavidade 3

Cavidade 1

Cavidade 4

Figura 14. Ilustra as cavidades de interacdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Na (figura 15) podemos observar as interacdes do composto AAS com a proteina, pois
foi realizado o dock molecular na cavidade 3, onde o composto apresentou melhor interagao
com aminoacidos. Porém podemos observar pelo dock que a interagdo ocorre com
aminoacidos que estdo entorno no sitio. Mas essas ligagdes podem realizar alteragdo na

conformidade da proteina por serem ligagdes fortes e proximas do sitio ativo.
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Figura 15. Representacdo do mondémero de AchE de Homo sapiens (4MOE), em sua forma
tridimensional, com os aminoacidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo
software Pymol. Na Figura 15A, ilustra a intera¢cdo do composto com a proteina. A Figura
15B, ilustra a interagdo do composto com a proteina, com os aminoacidos essenciais do
sitio catalitico com a nuvem eletronica destacada.

No diagrama em 2D (Figura 16) podemos observar as interagdes que composto realiza com os
aminoacidos, sendo possivel ver que ele faz 26 ligagdes sendo dessas 17 sdo ligagdes fortes
como covalentes e ponte de hidrogénio. O composto se interage com a fenilalanina 295,

tirosina 124 e 337 e arginina 296 por ponte de hidrogénio.
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Figura 16. Representacdo das interagdes do composto com a proteina. Na Figura 16A, ilustra a interaggo
do composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 16B, estdo
representadas as interagdes pelo software Lig Plot.

4.3 ACIDO GALICO

O composto acido galico foi que obteve melhor resultado no docking molecular entre os
compostos selecionados como observamos na (Figura 17). Com a cisterna da cadeia B o
composto possui 5 ligagdes sendo uma de Pi stlfur e 4 ligagdes de ponte de hidrogénio. Ainda
apresentou ligagdes com histidina da cadeia B 48, acido aspartico da cadeia B 49 e com calcio
da cadeia B também 134, ligagdes importantes para conformagao e estabilidade da proteina. A
média de distancia nas intera¢des foi de 3,33, mostrando 9 ligacdes com sitio ativo da

proteina.
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Figura 17. Representagio in silico da proteina sSPLA2 de Cdt com Acido galico. Figura 17A estrutura quimica do
composto, na figura 17B mostra a superficie eletroestatica representada em esferas do composto, imagem gerada
pelo Molinspiration, na figura 17C esta sua interagdo do composto com a proteina, imagem gerada pelo software
Discovery. Figura 17D esta representada pelas interagdes apresentada pelo software Lig Plot.

A atividade miotoxica do composto acido galico inibindo a PLA2 de Cdt foi determinada pela
dosagem da enzima creatina quinasse (CK) presente no plasma sanguineo dos camundongos
injetados, foi realizado também um comparativo com a PLA2 da Cdt pura, A concentracdo de
CK no plasma dos animais demostrou que o composto reduziu a atividade méaxima de
miotdxica da PLA2 de 90uL para 20uL. como podemos ver no (Grafico 3A).

Observamos no ensaio de edema de pata, que o edema causado pala administragao da PLA2
na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade edematogénica obteve seu maximo
com volumes de edema de aproximadamente acima de 90uL (n=3 e p<0,001) como
observamos no (Grafico 3B). Quando analisado com a PLA2 incubada com o composto
notamos uma diferenca do pico maximo do edema para 40uL como mostra o (Grafico 3B),

sendo que o pico maximo da PLA2 sem o composto foi de um pouca mais de 90uL.



45

.

|

Vo(A424nm)
(%)
oS8888

S
.

N -

Maximum
Edema (%)

B PLAZ E&Z

Grafico 3. Ensaios in vivo do composto acido galico. Grafico A, ensaio de
quebra da creatina quinasse. Os dados foram expressos em média e desvio
padrao (n=3) e a ANOVA foi utilizada como teste estatistico, com Dunnet
como teste a posteriori. A proteina PLA2 foi administrada isoladamente,
mostrando diferengas estatisticas em relagdo a PLA2 com o composto,
que apresentou uma significante redugdo da atividade miotdxica. Grafico
B, Ensaio de volume de edema de pata quando a PLA2 ¢ injetada via
subplantar. Analise estatistica ANOVA seguida de Bonferroni a posterior
p <0,05.

Podemos observamos (Figura 18A) em destaque na cor rosa os aminoacidos que
interage com sitio ativo da proteina, a histidina 48, alanina 23, cisteina 29, fenilalanina 5 e
com o 4cido aspértico 49. Na (Figura 18B) observamos uma imagem do centro catalitico da
proteina, imagem gerada pela plataforma RCSB. A imagem mostra a superficie da proteina
com as quatro subunidades destacadas por cores diferentes e o sitio da proteina e de ligagao
consta respectivamente destacados por setas. No teste de dicroismo circular (CD) como
podemos ver na (Figura 18C) apresenta as diferencas estruturais do composto com da

sPLA2,em verde temos o composto ¢ em vermelho a sSPLA2.
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Figura 18. Representacdo tetrdmero da proteina SPLA2 de Cdt. Imagens retiradas da plataforma RCSB, Figura
18A, feita pela plataforma RCSB, onde vemos apenas o mondmero de interacdo com seu sitio destacado na cor
rosa, na figura 18B, foi feita pela plataforma RCSB, onde observamos superficie da proteina com as quatro
subunidades destacadas por cor, com centro catalitico da proteina e de ligagdo estdo respectivamente destacados
por setas, na figura 18C. Dicroismo circular analisado em 190 a 260nm, amostras com concentracdo de
0,01mg/ml. A analise do perfil (registro da absor¢do diferenciada da luz polarizada) foi dada pelo programa
Spectra manager®. Representado pela cor vermelha a SPLA2 ¢ em verde o composto.

Seguimos com nossos testes in silico com o composto acido galico frente ao Fator de
Agregacdo plaquetaria acetilhidrolase (PAF-AH), que ¢é caracterizada como uma enzima
estedrica pertencente a inflagdo e coagulacao, também realizamos testes in silico com a AchE,
caracterizada como uma enzima estearica pertencente a comunicacdo muscular, para um
melhor entendimento da atuagdo do composto em via sistémica, visto que esse composto
apresenta boa interacdo com as proteinas ja testadas anteriormente.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto pode interagir em duas cavidades
da PAF-AH, por serem as cavidades do sitio realizamos a grid box diretamente na cavidade 2
pois conta o sitio ativo da subunidade A do dimero, a proteina tem subunidades simétrica

como podemos observar na (Figura 19).
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Figura 19. Ilustra as cavidades de interagdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Na (figura 20) podemos observar as interagdes do composto com a proteina, pois foi
realizado o dock molecular na cavidade 2 seguindo os parametros de escolher o melhor dock
conforme a interacdo com as cavidades. O composto ndo interage com os aminoacidos do
sitio ativo, porém faz ligagdo com as glicinas que estdo associadas ao loop de célcio da

proteina. Essas ligagdes sdo por ponte de hidrogénio e por van der Walls.
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Figura 20. Representacdo do mondémero de PAF- AH de Homo sapiens (PDB 3D59), em sua
forma tridimensional, com os aminoécidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo
software Pymol. A Figura 20A, ilustra a interagdo do composto com a proteina. Na Figura 20B,

ilustra a interagdo do composto com a proteina, mostrando a nuvem eletronica destacada da
interagdo com os aminoacidos.

Nossos resultados em in silico com a AchE, mostraram que o composto pode interagir em
duas cavidades da AchE, como podemos observar na (Figura 21), realizamos a grid box

diretamente na cavidade 3 que abrange o sitio ativo da subunidade A do dimero, pois a

proteina tem subunidades simétrica.
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Figura 21. Ilustra as cavidades de interagdo do composto com a proteina. A cor segue a ordem de cor da
plataforma CavityPlus, sendo a cadeia A (verdes) e B (azuis).

Na (figura 22) podemos observar as interagcdes do composto com a proteina, pois foi
realizado o dock molecular na cavidade 3, onde o composto apresentou melhor interagdo com
aminoacidos. Pelo dock podemos ver que o composto interage com aminoacidos do sitio ativo

da proteina e com as glicinas que atuam no loop de calcio.
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Figura 22. Representacio do mondmero de AchE de Homo sapiens
(4MOE), em sua forma tridimensional, com os aminoacidos de onde o
composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. Na Figura
22A, ilustra a interacdo do composto com a proteina. A Figura 22B,
ilustra a interagdo do composto com a proteina, com os aminoacidos
essenciais do sitio catalitico com a nuvem eletronica destacada.

Seguindo os testes in silico com composto acido galico frente a Acetilcolinesterase
(AchE), para titulo de comparagdo com os outros compostos que foram trabalhados no
projeto, abrindo a ideia de interagdo de flavonoides e compostos fendlicos ndo interagem
somente com Fosfolipase, porém também como outras proteinas que tenham seu sitio
catalitico ativo. Na (Figura 23) podemos observar o composto interagindo com a AchE, ele

interagiu com as tirosinas 133, 337 da cadeia A por ponte de hidrogénio, que sao aminoacidos
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importante na esteirasses. Também interagiu coma as glicinas 120, 121 e 448. A média de

distancia nas interagdes foi de 3,02, mostrando 3 ligagdes com sitio ativo da proteina.
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Figura 23. Representacdo das interagdes do composto com a proteina. Na Figura 23 A, ilustra a interag@o do
composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 23B, estdo representadas as
interacdes pelo software Lig Plot.

4.4 MIRICITRINA

Utilizamos o flavonoide miricitrina apenas em testes in silico, para titulo de
compara¢do com os outros compostos fendlicos que trabalhamos. Como podemos observar na
(Figura 24), o composto teve 37 ligagdes com a proteina, sendo que 16 foram por van

der Walls, porém nenhuma ligacdo com o sitio ativo.
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Figura 24. Representacdo in silico da proteina sSPLA2 de Cdt com a miricitrina. Figura 24 A esta presente
sua estrutura quimica, na figura 24B mostra a superficie eletroestatica representada em esferas do
composto, imagem gerada pelo Molinspiration, na figura 24C estd sua interagdo do composto com a
proteina, imagem gerada pelo software Discovery. Figura 24D estdo representadas as interagdes pelo
software Lig Plot.

\

Ultilizamos o extrato Eugenia uniflora, devido a concentracdo de compostos ser maior e
também pelo fato dela possui os mesmo trés compostos que usamos no trabalho e com isso
realizamos uma compara¢do, como podemos observar na (Figura 25A). Assim confirmamos
os dois compostos no extrato o acido galico e da miricitrina que parece como presenca
majoritaria na analise.

Podemos analisar nas (Figuras 25B e D) as estruturas em 3D dos compostos com sua
respectiva nuvem eletronica. Essa nuvem eletronica ¢ sinalizada com a cor de acordo com
suas caracteristicas de hidrofobicidade (violeta e azul) e hidrofilicidade (laranja e vermelho),
imagens geradas pela plataforma Molinspiration.

Nos testes de enzimatico podemos observar que o composto acido galico inibiu
significativamente a atividade inflamatoria da sPLA2, como pode analisar na (Figura 25C).
Porém o composto miricitrina ndo demostrou um desempenho na atividade de inibigdo da

sPLA2, como observamos na (Figura 25E).
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Figura 25. Perfil cromatografico do extrato hidroalcoolico Eugenia uniflora. Figura 25A.
mostrando as duas fragdes dos compostos, acido galico e miricitrina, na figura 25B,
estrutura em 3D do acido galico, imagem gerada pelo Molinspiration, na figura 25C ensaio
de atividade enzimatica utilizando substrato cromogénio sintético 4N30OBA, teste com a
sPLA2 e o composto acido galico, na Figura 26D estrutura em 3D do miricitrina, imagem
gerada pelo Molinspiration, na Figura E ensaio de atividade enzimatica utilizando substrato
cromogénio sintético 4N30OBA, teste com a SPLA2 e o composto miricitrina.

Analisando nossos resultados in silico, in vitro e in vivo podemos observar na (Figura
26A) um modelo do mecanismo de acdo das fosfolipase. A sPLA2 ¢ ativada pelos
fosfolipidios da membrana, ocorre quando a membrana rompe e os fosfolipidios sdo liberados

e com isso a SPLA2 cliva os fosfolipidios e como reagdo ela libera os acidos graxos, que
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dardo inicio a cascada de inflamagdo, ativando a perdxido hidrogénio e principalmente as
prostaglandinas. E com isso a sPLA2 convencional, ativar indiretamente a cPLA2 que ¢ a
PLA2 citossoélica para estimular o IP3.

Atuando juntas a cPLA2 e a sPLA2 convencional vao estimular a PAF-
acetilhidrolase, que ¢ a LP -PLA2 uma fosfolipase secretéria. E fora da célula as duas PLA2
aumentam o processo de inflamacdo e estimular a AchE que atua na placa motora, que
também ¢ estimulada pelo IP3 no receptor interno e com isso aumenta o calcio dentro da
célula e com resultado do processo ocorre as contragdes musculares e sinapse nervosas.

Sempre em um processo de inflamagdo ocorre primeiro uma vasoconstricdo e depois
uma vasodilatagdo para que aumente a estimulagdo eicosanoides e a circulagdo sanguinea, que
¢ um processo que tem ligacdo com a Ache e com acetilcolina que realizam essa contragdo
muscular e tem a participacao do célcio que também ¢ utilizado pelas fosfolipase.

No teste de edema 30 minutos depois o composto interage com a PLA2 e com outras
proteinas do processo inflamatorio como Ache, que atua na placa motora, realizando um
aumentando do edema, como podemos ver na (Figura 26B). E podemos observar que o
composto aumentou a atividade miotdxica da sPLA2, devido a interagdo com a cPLA2,
interferindo na infusdo de cdlcio nas células e aumentando os radicais livres e com isso

gerando um aumento da proteina quinasse (CK) como observado na (Figura 26C).
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Figura 26. Modelo do mecanismo de agdo das fosfolipase no organismo e ensaios in vivo do composto acido
galico com a sPLA2 de Cdt. Figura A, modelo das etapas do processo de inflamagdo decorrente a SPLA2, na
Figura B, Ensaio de volume de edema de pata com a sPLA2 e o composto injetada 30 minutos depois. Andlise
estatistica ANOVA seguida de Bonferroni a posterior p <0,05. Figura C, ensaio de quebra da creatina quinasse.
Os dados foram expressos em média e desvio padrdo (n=3) e a ANOVA foi utilizada como teste estatistico, com
Dunnet como teste a posteriori.
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5 DISCUSSAO

A triagem virtual ¢ uma técnica in silico, usada para buscar compostos contra algumas
enzimas que causam doencas. Pois com o dock molecular criamos modelos do ligante com a
proteina, por meio desses resultados baseados na literatura conseguimos analisar quais
compostos apresentaram melhor resultado nos testes in vitro e in vivo (Lionta et al., 2014; dos
Santos et al., 2018; Domingues ef al., 2012 e Rodrigues et al., 2012).

Dentro do género Bacchari spp. € Phyllanthus spp selecionamos para o trabalho os
acidos fenodlicos, acido galico e acido cafeico. O género Mogquiniastrum spp. nao teve
compostos selecionas pois nao consta na lista de plantas interesse do SUS, sendo um dos
critérios de triagem dos compostos para o trabalho (Lee et al., 2013).

Com o trabalho conseguimos analisar os compostos, acido cafeico, acido galico e
miricitrina como inibidores de fosfolipase A2 da sPLA2 de Cdt., PAF-AH e da atividade
enzima acetilcolinesterase (AchE). Verificamos que o composto fenodlico acido galico
apresentou melhor resultado de interagcdo no sitio ativo da sPLA2 de Cdt. A AchE ¢é uma
enzima pertencente a familia das colinesterases, com principal funcdo a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) (Range., 2001).

O composto fenolico acido galico possui estudos na literatura com testes in vivo
demostrando potencial de atividade anti-inflamatdria e antioxidante. Com o nosso trabalho in
silico podemos confirmar essa atividade, pois o composto apresentou um grande potencial
para inibir fosfolipase e estreasse € com 0s nossos testes de in vivo e in vitro observemos um
otimo resultado confirmando a agao inibitéria do composto (Moraes et al., 2020).

Muitos componentes naturais sdo insolados de plantas e soro de animais ha muito
anos, com o objetivo comprovar que as atividades enzimaticas derivadas das proteinas como
elas podem ser alterara por extratos naturais, devido a capacidade que esses extratos captarem
moléculas de zinco e calcio no sitio catalitico da proteina, ¢ com isso pode inativar ou
potencializar sua acao (Ferreira et al.,, 1992, Pérez; Sanchez,1999 e Badhani et al., 2015). O
nosso trabalho corrobora principalmente com a PAF-AH, o composto ASS, acido galico e o
acido cafeico ndo interagiram in silico com o sitio ativo, porém com aminoacidos entorno
dele, realizando ligacdes importantes que podem interferir o loop de calcio.

Em estudos recentes mostra que o acido galico consegue inibir a inflamag¢do por meio
da medicao dos mediadores astrocitos de ratos em um modelo de neuro inflamagao induzido

por lipopolissacarieo (LPS). A capacidade de interagdo mitocondrial interferindo com a morte
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celular e doengas como Parkinson ¢ comprovada pela literatura (SIDDIQUI et al. 2019 e
CHANDRASEKHAR et al. 2018)

O medicamento acido acetilsalicilico é considerado um Anti-inflamatorio, atuando na
inibicdo da COX-1 e com isso diminui a forma¢ao de tromboxanos A2, que ¢ extremamente
importante para a vasoconstricdo, com isso ele estimular a agregacdo plaquetaria e varios
estudos mostram que tem capacidade de gerar uma redugdo do risco de Acidentes vasculares
encefalicos (AVE) e Infarto Agudo do Miocardio (IAM). Porém nos nossos testes in silico
in vivo o farmaco nao teve um bom desempenho como inibidor de fosfolipase, no dock
molecular ndo interagiu com aminoécidos do sitio ativo da proteina e com os testes in vivo
confirmamos esse desempenho. No teste de edema o AAS ndo inibiu a atividade da sPLA2
(Range & Dale., 2012, Goodman & Gilman., 2012, Schellack., 2006 e Cucchiara et al., 2019).

O composto fenolico acido cafeico ¢ considerado na literatura um composto com
acOes anti-inflamatorias e antioxidantes (Orban et al., 1999; Maffia et al., 2002; Hsiao et al.,
2003 e Borrelli ef al., 2002). Na literatura inimeros trabalhos confirmam que o acido cafeico
sao potentes inibidores da atividade das enzimas lipoxigenase ¢ COX-1 que sdo responsaveis
pelos eicosanoides (Koshihara et al., 1984; Sud’ina et al., 1993 e Rossi et al., 2003), Como
podemos verificar a atividade anti-inflamatéria do composto, devido aos testes in vivo que
realizamos, demostrou uma inibi¢do da fosfolipase, com os testes in silico que teve uma
interacdo com a proteina atuando no seu sitio catalitico.

O composto miricitrina também sua atividade anti-inflamatérias e antioxidantes
confirmada na literatura. No entanto em nosso teste in silico com flavonoide observamos que
o composto nao realizou ligagcdes com sitio ativo da sSPLA2 de Cdt, ndo apresentando assim
ser forte inibidor de fosfolipase, provavelmente por sua estrutura possui uma glicose. Em
testes in vitro na literatura foi confirmado que a miricitrina possui uma boa absor¢do pelo
trato gastrointestinal apos 30 minutos, tendo o maior pico de absor¢do 2h apds o inicio do
teste. Porém nos nossos testes in vitro que realizamos, como no caso do enzimatico o
composto ndo inibiu a atividade enzimatica da sPLA2, provavelmente devido o agucar da

estrutura ndo deixar ele interfere na interagdo com a proteina (Yokomizo e Moriwaki 2005a).
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6 CONCLUSAO

A busca por novas moléculas bioativas vem crescendo ultimamente por pesquisadores,
com intuido de descobrir novos farmacos e produtos com agao terapéutica. Atualmente com o
avango tecnoldgico o processo de busca por moléculas bioativas melhora muito com a
utilizacdo da bioinformatica, que possibilita observar as interagdes de composto em uma
proteina e analisar suas possiveis capacidades farmacologicas (LOGING et al, 2011;
ANDRONIS et al., 2011to).

Para os resultados obtidos pelo trabalho foram selecionados compostos por meio de
uma triagem de géneros de plantas que o SUS possui interesse € os compostos selecionados
tém atividade anti-inflamatoria e antioxidante. Para essa selecdao, buscamos os compostos que
atendem aos critérios estipulados e que o nosso grupo ja teria realizado trabalhos in vitro e in
Vivo cOm mesmos.

Para realizar o dock molecular e ter o melhor resultado desses compostos fendlicos
selecionados, usamos calculos matematicos observando todas as caracteristicas do alvo e dos
compostos. Avaliamos a capacidade de interacdes deles com a proteina sSPLA2 de Cdt e
avaliamos os compostos que tiveram melhor resultado de inibi¢ao de fosfolipase tanto em in
silico como em testes in vivo frente AchE a PAF-AH que foi o caso do acido gélico, ASS e
acido cafeico, que obtemos um resultado favoravel de inibi¢ao de esterase.

Utilizamos as enzimas PLA2 como base de enzima inflamatdria, pois elas atuam
na ligag¢do 2ns de fosfolipidios gerando precursores de eicosanoides que desencadeiam toda a
cascata inflamatodria. Por isso pessoas com doengas cronicas como, arteriosclerose e diabetes
que tem inflamacdo possuem niveis de PLA2 no organismo elevadas, devido ao sistema
imunoldgico sempre gerar precursores inflamatorios.

Podemos concluir que o 4acido galico, AAS e 4cido cafeico, sdo compostos que
interagiram com as proteinas que testamos in silico e in vivo, mesmo ndo interagindo com o
sitio catalitico em alguns casos como o acido gélico frente a PAF-AH, ele realizou ligagdes
com aminoacidos que podem mudar a sua conformidade da estrutura.

Com nossos resultados e as comparagdes de estudos mais aprofundados que os
compostos selecionados mediante a triagem das espécies vegetais catalogadas pelo Renisus-
Sus, Brasil (2009), observou-se que os géneros estudados, possuem certo potencial para

atividade de inibir esterase.
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Para ser considerado um composto inibitorio de esterase sao necessarios estudos mais
aprofundados, para que possa ser usado em tratamento de inflamagdo crOnica e com isso

diminuir os efeitos colaterais causados por doengas virais.



60

REFERENCIAS

ACHARYA, Chayan et al. Recent advances in ligand-based drug design: relevance and utility of the
conformationally sampled pharmacophore approach. Current computer-aided drug design, v. 7, n. 1, p. 10-22,
2011.

ALONSO, H; BLIZNYUK, A. A.; GREADY, E. JILL., 2006. Combining Docking and Molecular Dynamic
Simulations in Drug Design. Medicinal Research Reviews, v. 26, n. 5, p. 531-568.

ANDRONIS, Christos; et al. Literature mining, ontologies and information visualization for drug Repurposing.
Briefings in Bioinformatics, 2011, V. 12, N° 4, p. 357-68.

Aratjo et al.,2018. Concentragdo de acido acetilsalicilico presente nos comprimidos comercializados nas
drogarias de Floriano — PI. Revista da FAESF, vol. 2, n. 3, p 9- 20. ISSN 2594 — 7125.

ARNI, R.K.; WARD, R.J. Phospholipase A,--a structural review. Toxicon, v. 34, p. 827-41, 1996.

ASAD, S.F.; SINGH, S.; AHMAD, A; HADI, S.M. Flavonoids: antioxidants in diet and potential anticancer
agents. Med. Sei. Res., 26(11), p. 723-728, 1998.

BAGALKOTKAR, G.; SAGINEEDU, S. R.; SAAD, M. S.; STANSLAS, J. Phytochemicals from Phyllanthus
niruri Linn. and their pharmacological properties: A review. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 58, p.
1559-1570, 2006.

BELL, Eric W.; ZHANG, Yang. DockRMSD: an open-source tool for atom mapping and RMSD calculation of
symmetric molecules through graph isomorphism. Journal of Cheminformatics, v. 11, n. 1, p. 1-9, 2019.

Biovita Foundation. Discovery Studio — Accelrys. Versdo 4.0. San Diego, 2007
BOHLMANN, F.; AHMED, M.; JAKUPOVIC, J.; KING, R. M.; ROBINSON, H. Dimeric sesquiterpene
lactones and kolavane derivatives from Gochnatia paniculata. Phytochemistry, 22, 191-195, 1983.

BORRELLI, F.; MAFFIA, P.; PINTO, L.; IANARO, A.; RUSSO, A.; CAPASSO, F.; IALENTI, A.
Phytochemical compounds involved in the anti-inflammatory effect of propolis extract. Fitoterapia, 73 (Suppl.
1): S53-S63, 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Portal da Satde: Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. 2009.
Disponivel em: <http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2015/  janeiro/05/programa-nacional-plantas-
medicinais-fitoter--picos-pnpmf.pdf>. Acesso em: Fev de 2021.

BRASIL. Ministério da Satde. Portal da Saude: Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME).
2013b. Disponivel em: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2012/prt0533 28 03 2012.html>. Acesso
em: Fev de 2021.

BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE. RENISUS—Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS.
Espécies vegetais. 2009.

Brudzynski, K. and Maldonado-Alvarez, L. 2015. Polyphenol-Protein Complexes and Their Consequences for
the Redox Activity, Structure and Function of Honey. A Current View and New Hypothesis — a Review. Pol. J.
Food Nutr. Sci. 65(2),71-80.

Cao, J., et al., 2013. Using hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry to define the specific interactions of
the phospholipase A2 superfamily with lipid substrates, inhibitors, and membranes. J. Biol. Chem. 288(3),
1806-1813.



61

CASAIS-E-SILVA, Luciana L. et al. Lemnitoxin, the major component of Micrurus lemniscatus coral snake
venom, is a myotoxic and pro-inflammatory phospholipase A2. Toxicology letters, v. 257, p. 60-71, 2016.
CHEN, Xinde et al. Discovery of potent and orally active lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2)
inhibitors as a potential therapy for diabetic macular edema. Journal of medicinal chemistry, v. 59, n. 6, p. 2674-
2687, 2016.

Christen, K. Y. et al. Accumulation of trans-piceid in sorghum seedlings infected with Colletotrichum
sublineolum. Phytochemistry, v. 69, n. 3, p. 700-706, 2008.

Chu, Hin., et al., 2020. Comparative tropism, replication kinetics, and cell damage profiling of SARS-CoV-2 and
SARS-CoV with implications for clinical manifestations, transmissibility, and laboratory studies of COVID-19:
an observational study. The Lancet Microbe. 1. 10.1016/S2666-5247(20)30004-5.

CORCIOVA. et al. Phenolic and sterolic profile of a PHYLLANTHUS AMARUS extract and characterization of
newly synthesized silver nanoparticles. ORIGINAL ARTICLE. v.66, n.5, 2018.

Corréa LC, Marchi-Salvador DP, Cintra AC, Sampaio SV, Soares AM, Fontes MR. Crystal structure of a
myotoxic Asp49-phospholipase A2 with low catalytic activity: Insights into Ca2+-independent catalytic
mechanism. Biochim Biophys Acta. 2008 Apr;1784(4):591-9.

CRUCES, L.L et al. Plantas medicinais no controle de urolitiase. Rev. bras. plantas med., Botucatu, v. 15, n.
4, supl. 1, p. 780-788, 2013. Available from <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
05722013000500020&Ing=en&nrm=iso>. access on 12 Apr.  2021. https://doi.org/10.1590/S1516-
05722013000500020.

Cucchiara BL, Messé SR. Antiplatelet therapy for secondary prevention of stroke. UpToDate [database]. jan.
2019 Disponivel em: https://www.uptodate.com/contents/antiplatelet-therapy-for-secondary-prevention-of-stroke

Davidson FF, Dennis EA. Evolutionary relationships and implications for the regulation of phospholipase A2
from snake venom to human secreted forms. J Mol Evol. 1990 Sep;31(3):228-38.

DENNIS, E.A. Diversity of group types, regulation, and function of phospholipase A,. J. Biol. Chem., v. 269, p.
13057-60, 1994.

DENNIS, E.A. Phospholipase A, in Eicosanoid Generation. Am. J. Respir. Crit.Care Med, v. 161, p. 32-
35, 2000.

Dennis, Edward A., et al. "Phospholipase A2 enzymes: physical structure, biological function, disease
implication, chemical inhibition, and therapeutic intervention." Chemical reviews 111.10 (2011): 6130-6185.

Dessen A. Structure and mechanism of human cytosolic phospholipase A(2). Biochim Biophys Acta. 2000 Oct
31;1488(1-2):40-7.

DOMINGUES, Bernardo Figuerédo. 3D-Pharma: uma ferramenta para triagem virtual baseada em fingerprints
de farmacoforos. 2012.

DOS SANTOS JUNIOR, Adeilso Bispo et al. Bioaffinity fishing procedure using secretory phospholipase A2
for screening for bioactive components: Modulation of pharmacological effect induced by sPLA2 from Crotalus
durissus terrificus by hispidulin from Moquiniastrum floribundum. Molecules, v. 25, n. 2, p. 282, 2020.

DOS SANTOS, Ricardo N.; FERREIRA, Leonardo G.; ANDRICOPULO, Adriano D. Practices in molecular
docking and structure-based virtual screening. In: Computational drug discovery and design. Humana Press,
New York, NY, 2018. p. 31-50.



62

Dupureur CM, Yu BZ, Jain MK, Noel JP, Deng T, Li Y, Byeon 1J, Tsai MD. Phospholipase A2 engineering.
Structural and functional roles of highly conserved active site residues tyrosine-52 and tyrosine-73.
Biochemistry. 1992 Jul 21;31(28):6402-13.

Dupureur CM, Yu BZ, Jain MK, Noel JP, Deng T, Li Y, Byeon 1J, Tsai MD. Phospholipase A2 engineering.
Structural and functional roles of highly conserved active site residues tyrosine-52 and tyrosine-73.
Biochemistry. 1992 Jul 21;31(28):6402-13.

FATHI, Behrooz; ROWAN, Edward G.; HARVEY, Alan L. The facilitatory actions of snake venom
phospholipase A2 neurotoxins at the neuromuscular junction are not mediated through voltage-gated K+
channels. Toxicon, v. 39, n. 12, p. 1871-1882, 2001.

FERNANDA DE MOURA LEAO, M.; OLIVEIRA DE SOUZA, R.; APOLLO DUARTE, J.; NAVARRO
SOUZA, M.; FLAVIO DE OLIVEIRA, L.; MANSUR MACHADO, M. Anélise fitoquimica da folha de Quebra
Pedra (Phyllanthus niruri L.) com énfase em compostos antioxidantes. Anais do Saldo Internacional de Ensino,
Pesquisa e Extensdo, v. 4, n. 2, 15 mar. 2013.

Ferreira, L.G., Dos Santos, R.N., Oliva, G. and Andricopulo, A.D. 2015. Molecular docking and structure-based
drug design strategies. Molecules 20(7), 13384-13421.

Filho AIL, Uchoa E, Guerra HL, Firmo JOA, Costa MFL, Prevaléncia e fatores associados a automedicagao:
resultados do projeto Bambui. Revista Satide Publica. 2002; V 36 (1): 55:62. Lima AS, Alvim HGO Rev Inic
Cient e Ext. 2018;1(Esp):169-74 174.

FILIMONOYV, D. A. et al. Prediction of the biological activity spectra of organic compounds using the PASS
online web resource. Chemistry of Heterocyclic Compounds, v. 50, n. 3, p. 444-457,2014.

FRANCIS, F.J. Anthocyanins and betalains: composition and applications. Cereal Foods World, v. 45, p. 208-
213, 2000.

GARCIA, E. E.; GUERREIRO, E. Sesquiterpene lactones from Gochnatia palosanto and coumarins from G.
argentina. Phytochemistry, 27, 288-290, 1988.

GIANELLO, J.C.; GIORDANO, O.S. Chemical examination of six species of Baccharis. Revista
Latinoamericana de Quimica, v.15, n.2, p.84-86, 1984,

GINWALA, R., Bhavsar, R., Chigbu, D.I.,, Jain, P. and Khan, Z.K. 2019. Potential Role of Flavonoids in
Treating Chronic Inflammatory Diseases with a Special Focus on the Anti- Inflammatory Activity of Apigenin.
Antioxidants (Basel). 8(2), 35.

Goodman & Gilman. As bases farmacoldgicas da terapéutica. 12 edi¢do. Rio de Janeiro, McGraw-Hill, 2012.

GRIFFITHS, K., Aggarwal, B.B., Singh, R.B., Buttar, H.S., Wilson, D. and De Meester, F. 2016. Food
Antioxidants and Their Anti-Inflammatory Properties: A Potential Role in Cardiovascular Diseases and Cancer
Prevention. Diseases. 4(3), 28.

GUEDES, Rafael Lucas Muniz et al. A comparative in silico linear B-cell epitope prediction and
characterization for South American and African Trypanosoma vivax strains. Genomics, v. 111, n. 3, p. 407-417,
2019.

HOSSEN, Monjur; HERNANDEZ, Ernesto. Enzyme-catalyzed synthesis of structured phospholipids with
conjugated linoleic acid. European Journal of Lipid Science and Technology, v. 107, n. 10, p. 730-736, 2005.



63

HSIAO G.; SHEN, M-Y.; CHANG, W-C.; CHENG, Y-W.; PAN, S-L.; KUO, Y-H.; CHEN, T-F.; SHEU, J-R.
A novel antioxidant, octyl caffeate, supresses LPS/IFN-y-induced induclible nitric oxide synthase gene
expression in rat aortic smooth muscle cells. Biochem. Pharmacol., 7598: 1-10, 2003.

Janssen MJ, van de Wiel WA, Beiboer SH, van Kampen MD, Verheij HM, Slotboom AJ, Egmond MR.
Catalytic role of the active site histidine of porcine pancreatic phospholipase A2 probed by the variants H48Q,
H48N and H48K. Protein Eng. 1999 Jun;12(6):497-503.

JIANG, P.; BURCZYNSKI, F.; CAMPBELL, C.; PIERCE, G.; AUSTRIA, J. A.; BRIGGS, C. J. Rutin and
flavonoid contents in three buckwheat species Fagopyrum esculentum, F. tataricum, and F. homotropicum and
their protective effects against lipid peroxidation. Food Research International, v. 40, p. 356-364, 2007.

JUCA, Mércia Marques et al. Flavondides: atividades biologicas e potencial terapéutico. Pesquisa de produtos
naturais v. 34, n. 5, pag. 692-705, 2020.

JUNIOR, Carlos Esteves Teixeira. Sobre a teoria da difragdo de raios-X em estruturas tridimensionais. 2014.
KARAM, T.K. et al. Carqueja (Bacchari trimera): utilizag@o terapéutica e biossintese. Rev. bras. plantas med.,
Botucatu V. 15, n. 2,p. 280-286, 2013. Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722013000200017&Ing=en&nrm=iso>.
access on 08 May 2021. https://doi.org/10.1590/S1516-05722013000200017.

Kim RR, Chen Z, Mann TJ, Bastard K, F Scott K, Church WB. Structural and Functional Aspects of Targeting
the Secreted Human Group IIA Phospholipase A2. Molecules. 2020 Sep 28;25(19):4459.

KINI, R.M. Structure-function relationships and mechanism of anticoagulant phospholipase A, enzymes from
snake venoms. Toxicon, v. 45, p. 1147-61, 2005.

KOSHIHARA, Y.; NEICHI, T.; MUROTA, S-I.; LAO, A-N.; FUJIMOTO, Y.; TATSUNO, T. Caffeic acid is a
selective inhibitor for leukotriene biosynthesis. Biochim. Biophys. Acta, 792: 92-7, 1984.

KROLL, J., Harshadrai, M., Rawel, M. and Rohn, S. 2003. Reactions of Plant Phenolics with Food Proteins and
Enzymes under Special Consideration of Covalent Bonds. Food Science and Technology Research 9(3), 205-
218.

KUDO, 1.; MURAKAMI, M. Phospholipase A, enzymes. Prostag. Lipid. Mediat., v.68-69, p. 3-58, 2002.

KUMAR, S.; CHANDRA, P.; BAJPAI, V.; SINGH, A.; SRIVASTAVA, M.; MISHRA, D. K.; KUMAR, B.
Rapid qualitative and quantitative analysis of bioactive compounds from Phyllanthus amarus using LC/MS/MS
techniques. Industrial Crops and Products, v. 69, p. 143-152, 2015.

KUMAR, Shashank; PANDEY, Abhay K. Chemistry and biological activities of flavonoids: an overview. The
scientific world journal, v. 2013, 2013.

KUMAR, Shashank; PANDEY, Abhay K. Medicinal attributes of Solanum xanthocarpum fruit consumed by
several tribal communities as food: an in vitro antioxidant, anticancer and anti-HIV perspective. BMC
Complementary and Alternative Medicine, v. 14, n. 1, p. 1-8, 2014,

LA CASA, C.; VILLEGAS, I.; DE LA LASTRA, C.; MOTILVA, V.; CALERO, M. J. Evidence for protective
and antioxidant properties of rutin, a natural flavone, against ethanol induced gastric lesions. Journal of
Ethnopharmacology, v. 71, p. 45-53, 2000.

Lambeau, G.; Gelb, M. H. Biochemistry and physiology of mammalian secreted phospholipases A2. Annu. Rev.
Biochem. 2008, 77, 495-520. doi: 10.1146/annurev.biochem.76.062405.154007.



64

LI, Honglin et al. TarFisDock: um servidor web para identificar alvos de drogas com abordagem docking.
Pesquisa de acidos nucléicos, v. 34, n. suppl 2, pag. W219-W224, 2006.

LIMA, M. C. L.; LEMOS, T. L. G.; FILHO, R. B.; PESSOA, O. D. L. Chemical constituents from the flowers of
Gochnatia blanchetiana (DC) Cabrera. Rev. Latinoamer. Quim., 31, 85-88, 2003.

Lionta, E., Spyrou, G., Vassilatis, D.K. and Cournia, Z. 2014. Structure-based virtual screening for drug
discovery: principles, applications, and recent advances. Curr Top Med Chem. 14(16), 1923-1938.

LIONTA, Evanthia et al. Structure-based virtual screening for drug discovery: principles, applications and recent
advances. Current topics in medicinal chemistry, v. 14, n. 16, p. 1923-1938, 2014.

LOGING, William; et al. Cheminformatic/bioinformatic analysis of large corporate databases: Application to
drug repurposing. Drug Discovery Today: Therapeutic Strategies, 2011, Vol. 8, N° 3—4.

MAFFIA, P.; IANARO, A.; PISANO, B.; BORRELLI, F.; CAPASSO, F.; PINTO, A.; IALENTI, A. Beneficial
effects of caffeic acid phenethyl ester in a rat model of vascular injury. Br. J. Pharmacol., 136: 353-60, 2002.

MALEKI, Soheila J.; CRESPO, Jesus F.; CABANILLAS, Beatriz. Anti-inflammatory effects of flavonoids.
Food chemistry, v. 299, p. 125124, 2019.

MARAGANORE, JM.; MERUTKA, G.; CHO, W.; WELCHES, W. KEZDY, F.J.; HEINRIKSON,
R.L. A new class of phospholipase A, with lysine in place of aspartate49. J. Biol. Chem., v. 259, p. 13839-43,
1984.

Marin E, Laporta LV, Escarrone AL, Friedrich M, Bittencourt CF. Avaliagdo da Automedicacdo com
Antiinflamatorios Nao-Esteroides em Farmacias Comerciais de Santa Maria-RS. Ciéncias da Satde. 2005; V 06
(1): 1-11.

MARQUES, M. F.; MARQUES, M. M.; XAVIER, E. R. Fortificacdo de alimentos: uma alternativa para suprir
as necessidades de micronutrientes no mundo contemporaneo. HU Revista, /S. ./, v. 38, n. 1 e 2, 2013.
Disponivel em: https://periodicos.ufjf.br/index.php/hurevista/article/view/1739. Acesso em: 5 dez. 2021.

MARQUES, M. F.; MARQUES, M. M.; XAVIER, E. R. Fortificacdo de alimentos: uma alternativa para suprir
as necessidades de micronutrientes no mundo contemporanco. HU Revista, /S. L], v. 38, n. 1 e 2, 2013.
Disponivel em: https://periodicos.ufjf.br/index.php/hurevista/article/view/1739. Acesso em: 5 dez. 2021.

MARQUES, O.C.P. Desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas orais de Uncaria tomentosa com
atividade antioxidante. 2008. 210p. Dissertagio (Mestrado - Area de Concentragio em Farmacia) -
Departamento de Farmacia, Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal.

Martins ER, Castro DM, Castellani DC, Dias JE 1994. Plantas medicinais Vigosa: UFV.
Miguel, Maria G. 2020. "Editorial para Edi¢do Especial - Atividade Antiinflamatéria de Produtos
Naturais" Molecules 25, no. 8: 1926. https://doi.org/10.3390/molecules25081926.

MOREIRA, A. S.; SPITZER, V.; SCHAPOVAL, E. E. S.; SCHENKEL, E. P. Antiinflammatory activity of
extracts and fractions from the leaves of Gochnatia polymorpha. Phytother. Res., 14, 638-640, 2000.
MOUCHLIS, Varnavas D. et al. Binding conformation of 2-oxoamide inhibitors to group IVA cytosolic
phospholipase A2 determined by molecular docking combined with molecular dynamics. Journal of chemical
information and modeling, v. 52, n. 1, p. 243-254, 2012.



65

Moura-da-Silva AM, Paine MJ, Diniz MR, Theakston RD, Crampton JM. The molecular cloning of a
phospholipase A2 from Bothrops jararacussu snake venom: evolution of venom group II phospholipase A2's
may imply gene duplications. J Mol Evol. 1995 Aug;41(2):174-9.

Miiller, C., et al., 2018. Inhibition of Cytosolic Phospholipase A2a Impairs an Early Step of Coronavirus
Replication in Cell Culture. J. Virol. 92(4), pii: €01463-17.

Murakami, M.; Taketomi, Y.; Miki, Y.; Sato, H.; Yamamoto, K.; Lambeau, G. Emerging roles of secreted
phospholipase A2 enzymes: The 3rd edition. Biochimie 2014, 107, 105-113. doi: 10.1016/j.biochi.2014.09.003.

Murakami, Makoto; Taketomi, Yoshitaka. Secreted Phospholipase A 2 And Mast Cells. Allergology
International, [S.L.], V. 64, N. 1, P.4-10, Jan. 2015. Elsevier Bv. Http://Dx.D0i.Org/10.1016/J.Alit.2014.07.005.

NAGEM, T.J.; ALBUQUERQUE, T.T.O.; MIRANDA, L.C.G.; SILVA, M.C. Flavonoids in cultivators of
soybean: antioxidant action. South Braz. J. Chem., 1 (1), p. 11-22, 1993.

Nunes ER, Nascimento JWL, Antonialli MMS, Menezes FG. Estudo do uso de medicamentos antiinflamatorios
em drogaria da regido central de Guarulhos (SP). ConSciential saude. 2006; V 5: 83-89.

OMS (Brasil). Dengue no Brasil: informe epidemiolégico. Informe epidemiologico. 2009. MINISTERIO DA
SAUDE SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE.

ORBAN, Z.; MITSIADES, N.; BURKE Jr., T.R.; TSOKOS, M.; CHROUSOS, G.P. Caffeic acid phenethyl ester
induces leukocyte apoptosis, modulates nuclear factor-kappa B and suppresses acute inflammation.
Neuroimmunomodul., 7: 99-105, 2000.

OWNBY, C.L.; SELISTRE-DE-ARAUJO, H.S.; WHITE, S.P.; FLETCHER, J.E. Lysine 49 phospholipase A,
proteins. Toxicon, v. 37, p. 411-45, 1999.

PADUA, B. C.; ROSSONI-JUNIOR, J. V.; DE BRITO MAGALHAES, C.L.; CHAVES, M.M.; SILVA, M.E.;
PEDROSA, M.L.; DE SOUZA, G.H.; BRANDAO, G.C.; RODRIGUES, LV.; LIMA, W.G.; COSTA, D.C.
Protective Effect of Baccharis trimera Extract on Acute Hepatic Injury in a Model of Inflammation Induced by
Acetaminophen. Mediators of Inflammation. 2014: ID 196598, 2014

PANCHE, A. N.; DIWAN, A. D.; CHANDRA, S. R. Flavonoids: an overview. Journal of nutritional science, v.
5,2016.

Pereira, Rita & Canuto, Kirley & Brito, Edy & Rodrigues, Tigressa & Sousa, Adriana & Silva, Dijalma &
Vieira, Roberto. (2018). Produg@o de Biomassa ¢ de Compostos Bioativos em Phyllanthus amarus (Schumach. &
Thonning) e Phyllanthus niruri L. no Estado do Cear4, Brasil.

Pettersen, E. F. Goddard T. D.; Huang C. C.; Couch G. S.; Greenblatt D. M.; Meng E. C.; Ferrin T. E.,2004.
UCSF Chimera — a visualization system for exploratory research and analysis. Journal of computational
chemistry, v. 25, n. 13, p. 1605-1612.

PICANCO, Leide CS et al. Study of molecular docking, physicochemical and pharmacokinetic properties of
GSK-3p inhibitors. Journal of Pharmaceutical Research International, p. 152-175, 2015.

Pickard RT, Chiou XG, Strifler BA, DeFelippis MR, Hyslop PA, Tebbe AL, Yee YK, Reynolds LJ, Dennis EA,
Kramer RM, Sharp JD. Identification of essential residues for the catalytic function of 85-kDa cytosolic

phospholipase A2. Probing the role of histidine, aspartic acid, cysteine, and arginine. J Biol Chem. 1996 Aug
9;271(32):19225-31.



66

PIERONI, A.; HEIMLER, D.; PIETERS, L.; VAN POEL, B.; VLIETINCK, A.J. In vitro anti-complementary
activity of flavonoids from clive (O/ea europaea) leaves. Pharmazie, v.51, n.10, p. 765-68, 1996.
PIERONI, A.; HEIMLER, D.; PIETERS, L.; VAN POEL, B.; VLIETINCK, A.J. In vitro anti-complementary
activity of flavonoids from clive (O/ea europaea) leaves. Pharmazie, v.51, n.10, p. 765-68, 1996.

PRIOR, Ronald L. et al. Plasma antioxidant capacity changes following a meal as a measure of the ability of a
food to alter in vivo antioxidant status. Journal of the American College of Nutrition, v. 26, n. 2, p. 170-181,

2007.

QL W; HUA, L; GAO, K. Chemical constituents of the plants from the genus Phyllanthus. Chemistry
Biodiversity, v. 11, p. 364-395, 2014.

Range & Dale. Farmacologia. 7* edi¢@o. Rio de Janeiro, Elsevier, 2012

Rang HP, Dale MM, Pitter JM, Moore PK. Farmacologia. Eicosanoides. 5 ed. Elsevier Odont. Scand. Mar./Apr.
1947; 7: 115-44.

Rang HP, Dale MM, Pitter JM, Moore PK. Farmacologia. Eicosanéides. 5 ed. Elsevier Odont. Scand. Mar./Apr.
1947; 7: 115-44.

René, R. M.; Cartaiia, C.; Adzet, T.; Marin, E.; Parella, T.; Cafiigueral, S.; Planta Med. 1996, 62, 232.

RODRIGUES, Jodao PGLM; BONVIN, Alexandre MJJ. Modelagem computacional integrativa de interacdes de
proteinas. A revista FEBS, v. 281, n. 8, pag. 1988-2003, 2014.

RODRIGUES, Ricardo P. et al. Estratégias de triagem virtual no planejamento de farmacos. Revista Virtual de
QUIMICA, v. 4, n. 6, pag. 739-776, 2012.

ROSSI, A.; CUZZOCREA, S.; MAZZON, E.; SERRAINO, I.; De SARRO, A.; DUGO, L.; FELICE, M.R;
VAN DE LOO, F.A.J.; Di ROSA, M.; MUSCI, G.; CAPUTI, A.P.; SAUTEBIN, L. Regulation of prostaglandin
generation in carrageenan-induced pleurisy by inducible nitric oxide synthase in knockout mice. Life Sci., 72:

1199-1208, 2003.

SACILOTTO, A. C. B.; VICHNEWSKI, W.; HERZ, W. Ent-kaurene diterpenes from Gochnatia polymorpha
var. polymorpha. Phytochemistry, 44, 659-661, 1997.

Samuelsson B. Biosynthesis of prostaglandins. Fed. Proc, 1972; 1442-1450.

Santa Maria, v. 43, n.1, p. 13-21, jan./abr. 2017. VIVENCIAS DE RESIDENTES
ENFERMEIROS NO PROGRAMA. DE RESIDENCIA MULTIPROFISSIONAL EM SAUDE.

SCHALOSKE, R.H.; DENNIS, E.A. The phospholipase A, superfamily and its group numbering system.
Biochim. Biophys. Acta, v. 1761, p. 1246-59, 2006.

SCHALOSKE, R.H.; DENNIS, E.A. The phospholipase A, superfamily and its group numbering system.
Biochim. Biophys. Acta, v. 1761, p. 1246-59, 2006.

Schellack G. Pharmacology in clinical practice. Editora Fundamento. 2006.

Seeliger, Daniel; De Groot, Bert L. Ligand docking and binding site analysis with PyMOL and Autodock/Vina.
Journal of computer-aided molecular design, v. 24, n. 5, p. 417-422, 2010.



67

SHAHIDI, F.; NACZK, M. Food Phenolics: sources, chemistry, effects and applications. Lancaster: Technomic,
1995,331 p

Sharp JD, Pickard RT, Chiou XG, Manetta JV, Kovacevic S, Miller JR, Varshavsky AD, Roberts EF, Strifler
BA, Brems DN, et al. Serine 228 is essential for catalytic activities of 85-kDa cytosolic phospholipase A2. J Biol
Chem. 1994 Sep 16;269(37):23250-4.

Simdes-Pires CA, Queiroz EF, Henriques AT, Hostettmann K. Isolation and on-line identification of antioxidant
compounds from three Baccharis species by HPLC-UV-MS/MS with post-column derivatisation. Phytochem
Anal. 2005 Sep-Oct;16(5):307-14. doi: 10.1002/pca.826. PMID: 16223086.

SOARES A.M.; FONTES, M.R.M.; GIGLIO J.R. Phospholipase A, myotoxins from Bothrops snake venoms:
structure-function relationship. Curr. Org. Chem., v. §, p. 1-14, 2004.

SOICKE, H.; LENG-PESCHLOW, E. Characterization of flavonoids from Baccharis trimera and their
antihepatotoxic properties. Planta Med, v. 53, p. 37-39, 1987.

SOICKE, H.; LENG-PESCHLOW, E. Characterization of flavonoids from Baccharis trimera and their
antihepatotoxic properties. Planta Med, v. 53, p. 37-39, 1987.

SPRENGER, R. F. & CASS, Q. B. Characterization of four Phyllanthus species using liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 1291, p. 97-103, 2013.

SRIBAR, Jernej; KRIZAJ, Igor. Secreted Phospholipases A 2-not just Enzymes. Acta Chimica Slovenica, v. 58,
n. 4,2011.

STEFANELLO, M.E.A.; SALVADOR, M.J; ITO, 1Y., MACARI, P.A.T. Avaliagio da atividade
antimicrobiana e citotoxica de extratos de Gochnatia polymorpha ssp floccosa. Rev. Bras. Farmacogn. 16(4):
out/dez. 2006.

STRAPASSON, R.L.B. Constituintes quimicos e avaliagdo das atividades citotoxica e 64 Visdo Académica,
Curitiba, v.18, n.4, Out. - Dez./2017 - ISSN 1518-8361 antioxidante de Moquiniastrum polymorphum subsp.
floccosum (Asteraceae). Tese. Curitiba, Parana: Universidade Federal do Parana. 2014.

SUD’INA, G.F.; MIRZOEVA, O.K.; PUSHKAREVA, M.A.; KORSHUNOVA, G.A.; SUMBATYAN, N.V,;
VARFOLOMEEYV, S.D. Caffeic acid phenethyl ester as a lipoxygenase inhibitor with antioxidant properties.
FEBS Letters, 329 (1,2): 21-4, 1993.

TAKADA, Yoshikazu; FUJITA, Masaaki. Secreted phospholipase A2 type ITA (sPLA2-IIA) activates integrins
in an allosteric manner. Protein Reviews, p. 103-115, 2016.

TESKE, Sven. Achieving the Paris climate agreement goals: global and regional 100% Renewable energy
scenarios with non-energy GHG pathways for+ 1.5 C and+ 2 C. Springer Nature, 2019.

TETKO, Igor V. Computing chemistry on the web. Drug discovery today, v. 10, n. 22, p. 1497- 1499, 2005.
Tomoo K, Yamane A, Ishida T, Fujii S, Ikeda K, Iwama S, Katsumura S, Sumiya S, Miyagawa H, Kitamura K.
X-ray crystal structure determination and molecular dynamics simulation of prophospholipase A2 inhibited by

amide-type substrate analogues. Biochim Biophys Acta. 1997 Jul 18;1340(2):178-86.

Toyama, Marcos H. et al. Edema Induced by sPLA2 from Crotalus durissus terrificus involves PLC and PKC
signaling, activation of cPLA2, and Oxidative Stress. In: Edema-Diagnosis and Treatment. IntechOpen, 2019.

Trott, O.; Olson, A. J., 2010. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking with a new scoring
function, efficient optimization, and multithreading. Journal of computational chemistry, v. 31, n. 2, p. 455-461.



68

TSUBOL K.; SUGIMOTO, Y.; ICHIKAWA, A. Prostanoid receptor subtypes, Prostaglandins Other
Lipid Mediat., v. 68-69, p. 535-556, 2002.

UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research and analysis. Pettersen EF, Goddard TD, Huang
CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC, Ferrin TE. J Comput Chem. 2004 T. E.,2004. UCSF Chimera — a
visualization system for exploratory research and analysis. Journal of computational chemistry, v. 25, n. 13, p.
1605-1612. Oct;25(13):1605-12.

Vasquez AM, Mouchlis VD, Dennis EA. Review of four major distinct types of human phospholipase A2. Adv
Biol Regul. 2018 Jan; 67:212-218.

VERDI, Luiz Gonzaga; BRIGHENTE, Inés Maria Costa; PIZZOLATTI, Moacir Geraldo. Género Bacchari
(Asteraceae): aspectos quimicos, econdmicos e biologicos. Quim. Nova, Sdo Paulo, v. 28, n. 1, p. 85-94,
Feb. 2005 . Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S010040422005000100017&Ing=en&nrm=iso>.

access on 07 May 2021. https://doi.org/10.1590/S0100-40422005000100017.

VULFIUS, Catherine A. et al. Pancreatic and snake venom presynaptically active phospholipases A2 inhibit
nicotinic acetylcholine receptors. PLoS One, v. 12, n. 10, p. €0186206, 2017.

WALLACE, Andrew C.; LASKOWSKI, Roman A.; THORNTON, Janet M. LIGPLOT: a program to generate
schematic diagrams of protein-ligand interactions. Protein engineering, design and selection, v. §, n. 2, p. 127-
134, 1995.

WANG, Tian-yang; LI, Qing; BI, Kai-shun. Bioactive flavonoids in medicinal plants: Structure, activity and
biological fate. Asian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 13, n. 1, p. 12-23, 2018.

WANG, Y.M.; WANG, J.H.; PAN, F.M.; TSAI, L.H. Lys-49 phospholipase A, homologs from venoms of
Deinagkistrodon acutus and Trimeresurus mucrosquamatus have identical protein sequence. Toxicon, v. 34, p.
485-489, 1996.

YOKOMIZO A, MORIWAKI M. Transephitelial permeability of Myricitrin and its degradation by simulated
digestion in human intestinal Caco-2 cell monolayer. Biosci. Biothecnol. Biochem. 69(9);1774-6, 2005a.

Zampieri PRF, Tamayose CI, Favero OA, Romoff P, Ferreira MJP. Two New Flavonoids from the Leaves
of Baccharis  oblongifolia (Ruiz and Pav.) Pers. (Asteraceae). Molecules. 2019;  24(17):3198.
https://doi.org/10.3390/molecules24173198.53.



69

ANEXO I
Espécie Flavonoide Referéncia
Bacchari articulata Santonina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Apigenina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Luteolina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Quercetina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Genkwanina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Jaceidina Gianello; Giordano, 1984
B. articulata Jaceosidina Gianello; Giordano, 1984

Bacchari conferta

Apigenina-4',7-dimetil éter

Verdi Et Al., 2005

B. conferta Naringenina-4',7-dimetil éter Verdi Et Al., 2005
B. conferta Pectolinaringenina Verdi Et Al., 2005
B. conferta Cirsimaritina Verdi Et Al., 2005
Bacchari crispa Genkwanina Verdi Et Al., 2005
B. crispa Apigenina Verdi Et Al., 2005

B. crispa 3-O-[E]- cafeoilquinico Simoes- Pires Et Al., 2005

B. crispa 5-0O- [E]- cafeoilquinico Simoes- Pires Et Al., 2005

B. crispa 3,4-0- [E]- dicafeoilquinico Simoes- Pires Et Al., 2005

B. crispa 3,5-0- [E]- dicafeoilquinico Simoes- Pires Et Al., 2005

Bacchari genistelloides.

Acido cafeico

Marques, M. F.; Marques, M.
M.; Xavier, E. R., 2013

Bacchari notosergila Genkwanina Verdi Et Al., 2005
B. notosergila Apigenina Verdi Et Al., 2005
Bacchari Oblongifolia Oblongifoliosideo A Zampieri Et Al., 2019
B. Oblongifolia Oblongifoliosideo B Zampieri Et Al., 2019
B. Oblongifolia Rutina Zampieri Et Al., 2019

B. Oblongifolia

Quercetina-3- O- rutinosido

Zampieri Et Al., 2019

B. Oblongifolia

Acido 4,5-di- O - (E) -

cafeoilquinico

Zampieri Et Al., 2019

B. Oblongifolia

Kaempferol-3- O- rutindsido

Zampieri Et Al., 2019

B. Oblongifolia

3,5-di- O - (Acido E) —

cafeoilquinico

Zampieri Et Al., 2019

B. Oblongifolia

Acido 3,4,5-tri- O - (E) —

Zampieri Et Al., 2019
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cafeoilquinico
Bacchari. Pedunculata Pectolinarigenina Verdi Et Al., 2005
B. pedunculata Penduletina Verdi Et Al., 2005

Bacchari sarothroides

Tamarixetina-3,4'-dimetil éter

Verdi Et Al, 2005

B. sarothroides Centaureidina Verdi Et Al., 2005

Bacchari trimera Quercetina Padua Et Al., 2014
B. trimera Luteolina Soicke E Leng-Peschlow, 1987;
B. trimera Acido galico LD LB IS D b

M.; Xavier, E. R., 2013
B. trimera Acido cafeico METEL W S MER U L
M.; Xavier, E. R., 2013
B. trimera 3-O-[E]- cafeoilquinico Simdes- Pires Et Al., 2005
B. trimera O- [E]- cafeoilquinico Simdes- Pires Et Al., 2005
B. trimera 3,4-0- [E]- dicafeoilquinico Simdes- Pires Et Al., 2005
B. trimera 3,5-0- [E]- dicafeoilquinico Simdes- Pires Et Al., 2005
B. trimera Jaceosidina René Et Al.,1996
B. trimera Eupatorina René Et Al.,1996
B. trimera Nepetina Soicke E Leng-Peschlow, 1987
B. trimera Apigenina Soicke E Leng-Peschlow, 1987
B. trimera Hispidulina Soicke E Leng-Peschlow, 1987
B. trimera Rutina Verdi Et Al., 2005
B. trimera bl OO I 12 René Et Al., 1996
Trimera 55 (1—6) —glucosil

B. trimera Cirsimaritina Verdi Et Al., 2005
B. trimera Genkwanina Verdi Et Al., 2005
B. trimera Naringenina Marques, 2008
B. trimera Genisteina Marques, 2008
B. trimera Kaempferol Alonso, 2006
B. trimera Cirsiliol Alonso, 2006




Mogquiniastrum argentinum

7-O-metil-luteolina

Garcia & Guerreiro, 1988
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M. argentinum

Hispidulina

Garcia & Guerreiro, 1988

Mogquiniastrum blanchetianum

3-B-O-B-D-glicosil-canfero

Lima Et Al., 2003

M.blanchetianum

Tilirosideo

Lima Et Al., 2003

Moquiniastrum floribundum

Hispidulina

Miguel., 2020

Mogquiniastrum paniculatum

M. polymorphum

7[(3-metil-2-buten-1-il)oxi]-

3p,4°,5- triidroxi-flavanona

Genkwanina

Bohlmann Et Al., 1983

Sacilotto Et Al., 1997

M. polymorphum

Desmetoxicentaureidina

Sacilotto Et Al., 1997

M. polymorphum 3-O-metilquercetina Moreira Et Al., 2000
M. polymorphum Rutina Moreira Et Al., 2000
M. polymorphum Hyperoside Moreira Et Al., 2000

Phyllanthus niruri Vitexina-2” -O-ramnosideo Sprenger & Cass (2013)
P. niruri Quercetina-3-O-glucosideo Sprenger & Cass (2013)
Quercetin-3-O-glucuronide
P. niruri : Sprenger & Cass (2013)
Quercetrin
P. niruri Quercetina Bagalkotkar Et Al., (2006)




Tabela 1. Catalogacdo por Espécie vegetal e seus compostos presentes. A catalogagdo da tabela foi organizada
por cores, sendo organizada por variogoes de tons das seguintes cores verde, azul e vermelho e para as espécies

Bacchari spp., Moquiniastrum spp. e Phyllanthus spp., respectivamente.
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ANEXDO IT
Espécie Composto Pertencem a Propriedade Referéncias
Mata Atlantica
e ao RNISUS
B. trimera Quercetina X Antioxidante/anti-  Karam et al., 2013
inflamatorias Barnaulov et ai.,
1983
B. trimera Luteolina X Antioxidante/anti-  Pieroni et ai., 1996
inflamatorias Padua et al., 2010
B. trimera Rutina X Antioxidante/anti- La casa et al., 2000;
inflamatorias jiang et al., 2007
B. trimera Genisteina X Antioxidante/anti-  Nagem et ai., 1993;
inflamatorias asad et ai., 1998
B. trimera Apigenina X Antioxidante/anti- soicke e leng-
inflamatorias peschlow, 1987
B. trimera Hispidulina X Antioxidante/anti- Soicke e leng-
inflamatoérias peschlow, 1987.
Corciova et
al.,2018
B. Acido galico X Antioxidante/anti- Marques, m. F.;
Trimera inflamatorias marques, m. M.;
xavier, €. R., 2013
B. Acido cafeico X Antioxidante/anti- Marques, m. F.;
Trimera inflamatoérias marques, m. M.;
xavier, €. R., 2013
B. 3-0-[e]- X Antioxidante/anti-  Simoes- pires et al.,
Trimera cafeoilquinico inflamatorias 2005
B. 5-0- [e]- X Antioxidante/anti-  Simdes- pires et al.,
Trimera cafeoilquinico inflamatorias 2005
B. 3,4-0- [e]- X Antioxidante/anti- ~ Simdes- pires et al.,
Trimera  dicafeoilquinico inflamatorias 2005
B. 3,5-0- [e]- X Antioxidante/anti-  Simdes- pires et al.,




Trimera

B. trimera

B. trimera

P. Amarus

P. Amarus

P. Amarus

P. niruri

P. niruri

P. niruri

P. niruri

P. niruri

P. niruri

P. niruri

dicafeoilquinico

Cirsimaritina

Genkwanina

Kaempferol

Quercetina

Acido galico

Isoquercitrina

Acido galico

Quercetina
Kaempferol
Acido
clorogénico

Rutina

Astragalina

inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-

inflamatorias

Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-
inflamatoérias
Antioxidante/anti-
inflamatorias
Antioxidante/anti-

inflamatorias
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2005
Verdi et al., 2005

Verdi et al., 2005

Kumar et al.,2015

Pieroni et ai., 1996

Pereira et al., 2018

Calixto et al., 1998

Fernanda et
al.,2013
Marques., 2013
Fernanda et
al.,2013
Fernanda et
al.,2013
Fernanda et
al.,2013
Fernanda et
al.,2013
Bagalkotkar et al.,
(2006)

Tabela II. Catalogagdo de atividade bioldgica dos compostos que pertencem ao Renisus e sdo do bioma da Mata

Atlantica




ANEXO III
Indicados Estrutura
Composto Aplicagoes Referéncia
pelo SUS
Marques, M.
F.; Marques,
B. trimera o M. M.; Xavier,
0 /L\ E.R., 2013
. H S
P. amarus Acido \U \J/ Antioxidante/anti- Pereira Et Al.,
P. niruri Galico s inflamatorias 2018
L Fernanda Et
0" g
g Al.,2013
Marques.,
2013
0.
Sy, - Marques, M.
) F.; Marques,
B. trimera . H " H . . .
Acido [ Antioxidante/anti- M. M.; Xavier,
. cafeico N inflamatorias E.R., 2013
P. niruri [
L | Santa
H e .‘\_y:__ > -
& ‘ Maria.,2017
0
H
Kumar Et
P. amarus Antioxidante/anti- LA
Myricetin - .
P. niruri inflamatorias SPRENGER &

CASS (2013)
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mantendo o padréo de cores das Tabelas anteriores.

Tabela III: Estruturas de flavonoides encontrado em comum nas espécies selecionadas presentes no SUS,
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ANEXO IV
Aplicagoes Estrutura 2 D
Medicamento Referéncia
analgésico, anti- N
Acido inflamatorio ndo N 0
esteroide, ik J'
acetilsalicilico . e o~ T~
antitermico e J Aratjo et al., 2018
antiagregante o
, 0 0
plaquetario. h

Tabela IV. Estrutura 2D do medicamento acido acetilsalicilico que usado para comparagdo da atividade anti-

inflamatoria com os compostos encontrados em comum nas espécies selecionadas presentes no SUS e no bioma
Mata Atlantica. A estrutura foi retirada do banco de dados PubChem.




ANEXO V

Dados obtidos na plataforma SwissADME
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Q=T

Formula

Molecular weight

Mum. heawy atoms

Mum. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Mum. rotatable bonds
Mum. H-bond acceptors
Mum. H-bond donars
Molar Refractivity

TREA

Log P, (ILOGF)
Log P, (ALOGPZ)
Log P, (WLOGF)
Log Py, (MLOGP)

Log P, (SILICOE-T)

Consensus Log Py,

x

SMILES CC{=0)0Ocicocec1C{=010
Physicochemical Properties

CaHBOE

180,18 g/mol

13

]

0.1

3

4

1

4400

62.60 A°
Lipophilicity

1.30

1.18

1.31

1.51

1.10

128

Log 5 (ESOL)
Solubility

Class

Log S (Aliy
Solubility

Class

Log S (SILICOEHT)
Solubility

Class

Gl absorption

BBB permeant

P-go substrate

CYP1AZ inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2C0 inhibitor
CYP2DE inhibitor
CYF2A4 inhibitor

Log K, {skin permeation)

Lipinski

Ghosa

‘ieber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINES
Brenk
Leadlikeness

Synthetic accessibility

Viigter Solublity

-1.85

2.54e+00 mgimi ; 1.41e-02 mol
Wery soluble

212
1.36e+00 mgimi ; 7.58e-08 mol
Soluble

-1.8%

2.57e+00 mgimi ; 1.43e-02 mol
Soluble

Pharmacokinetics

High

FEFEEEG

-8.55 cmis

Druglieness
“es: 0 violation

Mao; 1 vicdation: MW<200
0.85

Medicinal Chemistry
0 alert
1 zlert phenol_sster
o; 1 viclation: MW=250
1.52

®
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e
SMILES
Formula

Molecular weight

Mum. heavy atoms

Mum. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Mum. rotatsble bonds.
Mum. H-bond acceptors
Mum. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log P,

afw

iLOGH)

Log F,,, (XLOGP3)

afw

(i

[
Log B, (WLOGP)
Log P, (MLOGF)

w (SILICOS-IT)

Consensus Log Py,

OC(=0jc1ce{O)cic(c1 )00
Physicochemical Properties.

CTHBO5

170.12 gfmnol

12

L]

000

1

il

4

3047

a7.00 Az
Lipophilicity

021

0.70

0.50

016

020

021

Log S(ESOL)
Solubility

Class

Log S (Al
Solubility

Class

Log S (SILICOSHT)
Solubility

Clace
Ldass

Gl absorption

BEE permeant

P-gp substrate

CYP1AZ inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2C8 inhibitor
CYP2DE inhibitor
CYP24A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipanski

Ghozs

ieber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brank
Leadlikeness

Synthetic accessibility

Wiater Salubility
-1.64

3.80=+00 mg/ml ; 2.28=-02 mol’
ery solubls

-2.34

7.88e-01 mg/ml ; 4.62e-03 mol/l
Soluble

0,04

1.55e+H12 mg/mi ; 8.10e-01 mol
Soluble

Pharmacokinetics

High

EEE R

G.84cm's
Druglieness
“fes: O violation
Mao; 2 vicdations: MR<40, #atoms<20
fas
es
Mo; 1 viclation: MW=-200
0.58
Medicinal Chemistry
1 alert catechol_A
1 alert catechol
o; 1 viclation: MW=250
1.22

SMILES OC(=0NC=

Formula

Molecular weight

Mum. heavy atoms

Mum. arom. heawy atoms
Fraction Csp3

Mum. rotatable bonds
Mum. H-bond acceptors
Mum. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log P, (ILOGF)
Log P, [(XLOGP3)
Log P, (WLOGF)
Log P, (MLOGF)
Log Py, (SILICOS-IT)

Consensus Log F,

L~

Cleteoc(clc1)O)0
Physicochemical Properties

CEHEO4

180.18 gfmaol

13

i}

0.00

2

4

3

47.16

77.78 Az
Lipophilicity

0.87

1.15

1.09

0.70

0.75

0.83

Log S(ESOL)
Solubility

Class

Log S (Ali)
Solubility

Class

Log 3 (SILICOS-IT)
Solubility

Class

Gl absorption

BBE permeant

P-go substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2CD inhibitor
CP2D8 inhibitor
CYP2A4 inhibitor

Log K, {skin permeation)

Lipinsk

Ghaoss

eber

Egan

Muegge
Bioawailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikenass
Synthetic accessibility

Water Saolubility
-1.80
2.32e+00 mgimi
‘wery soluble

; 1.28e-02 mol

-2.38

7.65e-01 mgéml ; 4.18e-03 moll
Soluble

0.71

3.51e+01 mg/mi
Saoluble
Pharmacokinetics

1.852-01 mol

Druglikeness
“es; 0 violation
Yes
es
Yes
Mo; 1 viclation: MW=200
0.56
Medicinal Chemistry
1 alert catechol_A
2 alerts: catechol, michasl_acceptor_1
Mo; 1 viclation: MW<250
1.81




ANEXO VI

Compostos Estrutura 3D

Acido Galico

Acido cafeico

Miricitrina

Tabela VI. Estrutura 3D dos compostos com sua respectiva nuvem eletronica. As imagens 3D com a
nuvem eletronica com a cor de acordo com suas caracteristicas de hidrofobicidade (violeta e azul) e
hidrofilicidade (laranja e vermelho), imagens geradas pela plataforma Molinspiration.
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ANEXO VII

Estrutura 3D

Medicamento

AAS

Tabela VII. Estrutura 3D do medicamento AAS com sua respectiva nuvem eletronica. As imagens 3D com a
nuvem eletronica com a cor de acordo com suas caracteristicas de hidrofobicidade (violeta e azul) ¢ hidrofilicidade
(laranja e vermelho), imagens geradas pela plataforma Molinspiration.
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ANEXO VIII
PLA2 -> CDT - sPLA2
AA Myrcetr
Composto -> A. Galico  A. Cafeico
S ina
Ligacoes com Asp. 3 6 2 2
van
Van der ponte de der  van der
Tipo de Ligactes com Asp. ) )
Walls hidrogénio = Wal = Walls
Is
Distancia Ligac6es com Asp. (A) 3,1 3,05 33 3,2
Ligacoes com his 5 0 0 0
Tioo de Livacs b Van der
ipo de Liga¢des comhis e e e
P 8 Walls
Distancia Liga¢des com his (A) 3,92 0 0 0
Ligacoes com Glicinas 1 3 0 0
van der
Tipo de Ligacdes com Glicinas van der Walls =~ ----- -
Walls
Distancia Ligacdes com Glicinas (A) 4 2,64 0 0
0
numero de interagdes com o sitio ativo 9 6 0
proximidade das interacoes. (A) 3,33 3,125 3,61 3,16
13::
hidrofobica VS Hidrofilica 18::09 9::10 - 9::16
Forca das ligacoes, tipos covalentes e
¢ Bae P 6 6 2 21
pontes de hidrogénio.
Ligacoes Infavoraveis 0 1 0 0
Van de Walls 21 12 11 16
Total de Ligacoes 27 19 13 37

Tabela VIII. Tabela resumida sobre as interagdes dos compostos frente a SPLA2, onde podemos notar que quanto
a maior quantidade de interagdes com o sitio ativo das proteinas o composto tem maior chance matematica de ser

um bom inibidor em testes in vitro.
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ANEXO IX

PLA2 > Lp-PLA2
Composto -> A. Galico A. Cafeico AAS
Ligagcdes com Asp. - e e

Tipo de Ligagdes com Asp. - o e

Distincia Ligacdes com Asp. (A) - e e
Ligagdoes comhis
Tipo de Liga¢dées com his ~ ——

Distancia Liga¢cdes com his (A) ~ -——

Ligacdes com Glicinas 12 - 1
Ponte de
. . van der
Tipo de Ligacdes com Glicinas hidrogénio/ --—---
Walls
van der Walls
Distancia Ligacdoes com Glicinas (A) 29 - 4
numero de interacdes com o sitio ativo 0 0 0
proximidade das interacées. (A) 3,12 3,09 3,15
hidrofobica VS Hidrofilica 11::25 8::15 6::5
Forca das ligacoes, tipos covalentes e pontes de 17 17 .
hidrogénio.
Ligacdes Infavoraveis 0 0 0
Van de Walls 19 6 4
Total de Ligacoes 36 23 11

Tabela IX: Tabela resumida sobre as interacdes dos compostos frente a LP-PLA2, onde
podemos notar que quanto a maior quantidade de interagdes com o sitio ativo das proteinas o

composto tem maior chance matematica de ser um bom inibidor em testes in vitro.
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ANEXO X
PLA2 -> AchE
AA
Composto > A. Galico A. Cafeico .
Ligacdoes com Asp. - |
N A van der
ipo de Liga¢oes com Asp.  -——— e
P 8 P Walls
Distancia Ligacoes com Asp. (A) - 4 -
Ligacoes com his 2 |
van der
Tipo de Ligacées com his vander Walls -
Walls
Distancia Ligacdes com his (A) 3 38 -
Ligacdes com Glicinas 6 10 -
ponte de van der
Tipo de Ligacées com Glicinas o
carbono Walls
Distancia Ligacoes com Glicinas (A) 3 338 -
numero de interagdes com o sitio ativo 3 2 0
proximidade das interacdes. (A) 3,02 3,13 3,24
18::
hidrofébica VS Hidrofilica 16::21 23::19 .
Forca das ligacoes, tipos covalentes e pontes de
’ . P P 27 13 17
hidrogénio.
Ligacdes Infavoraveis 0 0 0
Van de Walls 10 29 9
Total de Ligacoes 37 42 26

Tabela X. Tabela resumida sobre as interagdes dos compostos frente a AchE, onde podemos notar que quanto a
maior quantidade de interagdes com o sitio ativo das proteinas o composto tem maior chance matematica de ser
um bom inibidor em testes in vitro.
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Almiract: (1) Backgrraend: Calbe scid (0GA) bos bam chasscserined s an ssiocitve mi-indlenrmainey,
anbveram, arad promisng drsg fre therapeatic use. (2,3 Motheods s Easuls: G0 was dentibed
frean wikanaks avirect of msh pesng | E g smfors| eaves, wehich was idaniFed usieg comrmircisl
LiA. Commercial GA reuiralived the smeryvmasse sciivihe ol eAcToty FLAD (alLAZ] by imhikiting, the
m-b.ﬂumwmhmmﬂqmmm—:mmm“
amsrys shrivwd s Lk song by decresssd rodema when the compoond was perviously o buted,
with aFLAT Howarver, prios treabrment of A {39 min belomn ) s prsicanty remeased the sdirns and
mrpctoedctty mefuced by sPLAD. The mniscudar doching swuls ol GA with platebe-sctylwd ok
||'mmuuyhhm revesl thot this commpodirad Fems able i mlirss with the sctioe
wfiw of boih molkvulos, mhibueng the hyd ml veis of plrisket-scoraiing icior [P mnd sortvdchol ine
{adhl (4 Crnclusion: Cud e 3 grost poseniial spplication: hirserner, our sesalis shane thall this
compeurd can alss trd sy sd verss sffecis in previously tresivd snimals. Additioralhy, the rctoassd
i ard qnmmmhm-u-ﬂmuyhdu i T ErhuEition
o 1AF-AH and Acobvichaknadursss

Mo ol sckd eddirros, mvnlin b effect: anabke vernm: phasphalipesr A0

L introdudtion

Callic acid (i) = widely prisesd = e plant kngdirn aned can be el = ik foese
-nmtlﬁﬂun:n.pmrdnnﬂrjdlprndm;mll-ﬂ-h.ﬂ,nﬂ'lu_hni
micrebiolgacal stressors, s is stronghy sssociabed with dedenss againsl pembation by
insscts. In sddition, same shudies. stesy Ba A shibibs o menge of meberases Tepases | 1-5]
. fFhydsnlas kedd proeins sev s major supstfamily of sney=es that cebalyoe & wide resge
of muactions, featureg a comserved Ser-Hs-Aesd catalyie risd. This famdy snorespesess a
spiade hydmlases. Thery ol efain a calabytic sl composal of & sedrophils (bepacally
srrine, cocasiinally aspariaie or cysheew], s esaonic sado chesey, and an inkervening hishi-
fuld is found Brsuyghout all domaims of coganiies, cangany fross beessies o ples, bachania,
sl wven viruses [£,7] Monsrer, this cherachesistic has bren e in several anpretass an-
cymmars =y okved in edleesation, such as mirscedlulas and wxtracellular Flabbet-Actrratog

Paumacr s B 14 Sl eape ok o' |00 A0 Pl ia it 00 Tl
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Factor-sew by Bved rolese {PAF-AH ) Thes: ssacymes ane desegrabed ss ['LA L ssscaied wnth
lq-mllp-ﬂ.l'l.ﬁudphwlrdrml-lp-rd nagulaton of mdrcel=iar PAF conom-
during inflammaliie, which = mdwced by #2 phospbalipase AT caseade
ﬂ-lnﬁnﬂ-h-ﬂ-du-:.ﬁ.nd{urpu:dmnlﬂ M Cwer smportasd eneymas Bual
exhitet & sioalar prviein o) [ hysdrelass fold anehe Cholinesterase-Bhoe sneeymss |1 ] and
bests bepas of evhosolic £ PLAYS and seeviory phoesphalipase A2 (sPLAT found mocells
snake wmnm, nespectrealy [ 115 aMLAY i 2 bype of &/ bydnelse oy enevee, ane] s
siructural motsf & also Sound o smersd eeoysmess which s imolved in Bhe sdlammakony
precves nesslutinn, such as FAF-AH aodd sowblcbeel enarstesaese [11,12]
Shudsess waih natersd comparosed s ane a vesy meductive area that aims ko And podenbal
t the benoficual sificts of GA agains phosphobpaer AZachvity, Costaed ol 300 [13]
shareemad that (oA wras sble o shibi and mestaier the pharmeselgical sctvity of BHRTx-l
{eatahrbeally mactrw PLATLL Farthermees, ol these misdels, the compeunds wene aherays
]:mhlhdmﬁﬁ_ﬂmilhﬂﬁ___|u-l"],ld,n“hmmﬁuﬂ E'-'

clfects of Eus mmayme. Due b thesr bemaficial properhas lrd the apparmt lack of Eoeosty
of GA, Hus comnpeunid has bren exherssvely markelnd 2 o el serplemess e dealy
s | L, LE] Hermrves, thers & nu sty ropandiegy the effect of A noculshon on animals
priver o wFLAZ administratiom and it sfivcEs on the sresal body: Thus, the by quisian
in this shuedy was: whos sesmrals arr previcasly Evabed with GA, coudd) B

wvanres ! Himee, = this stort communicabion, wir sbowe Bl GA, when peeviossdy appliad,
uf ths crmprund with thise crucial snsyses theoegh molerular decbang, studis, an
msrnlial ool 0 understand = vilno and in vivo shudirs. Thas, we prsested g other sida
uf the coin: the expemimeni s side effocts of GA and S nowed for @ composead. 0 be used:
s dhrugg e et sl wltfaut o) presriphon or sxleatiee

1 Materals and Mrihods
LI Vircoms, Acinisls, and BEonpmnis

Crotelus darss s dtrioas (U vesarm was poochasad fnom Serpemianum
-Ih.l._'_.i- Paraley, Bracxil]. Analybeal HPLC s sequencing-rade sehils and solvmmis

Eum vareae supphees (Bio-Rad, Hercules, CA, USA; Sigma-Alkdnch, 54

|.|.H.|:|.l-,'.'|.1l:l LSA; Beschremgesr Blannheim, San Pauli, SF, Brassl s Applicod Bsys e
San Fressssces, CA, LSAL Female Sees micr [-25 g wed = the phamecological assays
werrs irhiained from e Mloltid soplinary Caser of Brodegiad Inveshgaiues {CEMTE-
LBBCARFL All arsmral ecperiments werw approred by the Ethics Commithee of St
Urmversiby of S&0 Paulo /LE. /S Yacente under Protoced nussbse: 11/ XEA8-CELA, and
Frofoon] e 10/ HHECEUA, both speooved = 19 Slanck 7010

22 GA Lirst firatbun

In Bme vk, war wsed comremrreaal G So idesgify She prepared pilangs lest samplos
based on Bw swrthods disacnibed by | 17], sckadeg sample preparubon using, ulirasound -
msisbed exiraction il by a comeenration. The matesial w o ceaned uemg soled-phass
CIR ok (Sipmme- Aldrack, St Lososs, WHCE, US4 (2590 % 46 mm, 5 ) e moksile phass
waher {43 faorteniizile {BL GA sdmbhoiis was cmbomed by commesaal gallic aod
masker (Callic acid samobadrate, ACS %7%, Sgma-sldnc, St Linas, B0, DS5AFand the
resprelive LY saesmng of both comperoseds oo sample and stesslarnd

13 sPLAZ Parifcation, GA locuksbion, and Circadir Dickmson Spocdnsopy

sFLAT panibcatiom and 5= meubation weth GA weor partcemind ey e marthied
dioscribed by Cotzim ot sl 2H | [i6]. FLAZ pursty was confirmed theoogh HPLC and) i
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et activiby, Then, this sneyme was usad o e phamacclogeal and Bachemical
masayi. B tha Brsl shp, FLAT was swobaied wilh Sw probein, anad e product of the

24 Eroymetic anid Plairmncaksson Aoty (o ol Mgnrsrmse)
:h-:rﬂ-d.]:r'FuI-ld.d A4 [i7]. sFLAT sty s Bw G pofenhal b sksbit this
sroeves e massoned e o el plabe seay wsing 4ot by hrnasic
mad {MEA o MO, sanufsciursd by BICATH. Plysarath Mawting, PA, LSA} o= the
sulntrate. Envv=e activety, wisch was exprsesd s the instial velonity of the resctios (Vi)
= calculahald basied on e ncneass in absnrbessy afer Hmine All ssaryvs were pecfiemed
with a Spwcira e 00 sl bwell plaie omsder dolecular Devices, Sunnyvale, Ca, LS4A)
using Ha sbsiorbasee 88 435 nm.

o cemdrm B G potenisal be mhifet sFLAT moymabiclly e paw e seay was
perivrmed thermpt e samphiss sdminirabon vis righd posteser sub plankar sgecison
uring reedomby-cheren Swss male mecw (<25 g, 0= Sk The st expreeimant inchaded 2
previns incubatios of SPLAZ with GA a posibve cosml, which was e prokles with oo
saidewr slutzon, and the negetive costrl fsaline solution). Paw solumes sene seasuned
irrersarcdan hedy berfore the injectson el ot selicted me intleevals (data net sbowen), In the
mﬂ—p“mﬁpﬂhﬂﬂllﬂimmwmm
{ip-b of G dissnbred = salew inasmple dosi of 50 @l per srssra] 30 min beion: $FLAT
inphiom in S paw. Al vodusees sdssestered on esmals’ pame vy Xl absas
fod livsarrygy tha sserw conoisdrabums of B sserg b 3 " peer smomal of sPLAZ, §mbdof
G e Bl b 5

Syommcnsns wes measured by liberation of crestes keerse (0K from: desaged
musche oells wmang the same animal mocds] e Bvatments ecplased abosce. Henon, inther
Brat myisscrosts assay, A was previasly incubstnd for 0 mun with aPFLA2, and then
brmatmremnt was made Smugh the proscus GA sdsmestration = b perforesam (31 pli
A zram bafone the sFLAL Egectson g B gastnoonesreoss muscle. Control grups (o = 5]
wemr subsmitied & the same prieedtuns; herwever, Bhe cagpatnes cuntnel s maculated with
B ml el [L5% BlaC], aned 30wl {f mM pghod e punied osrpeersd, aed in the pmibise
cuanntred, 20 pl {10 mygl of isolitind sFLAD wiss acdmaredensd. The volumes apphied inks the
musch wrre 3l pl., and the coesrstmstons of rach ssenpie were disenbed = B previous
pazsgraph. Afer bl s the animais’ blessd was harvesbnd Bom the il & s hoparsesed
mroeding b the manuiscturer of tha kit (Binliqeed, Pinhais, Braxd), and the dsts wore
exprsssad inoumts prr e (LUSL)L

I5 Moot Modelig (Dackag ) and' Enzymaive Inklabion

Thw I'DVH: {Pexfirin Diaka Bank-htizes |/ { wwrwersbory soomsed on 31 Decrmnber HiX] )
s MOHL {NCBE-nbeps ¢ M wevrwenchi nbmonshgoy scomssed on H - Diecyanlber 12 i dlababasans
‘v e i this anafvss o ind the e sced seqeamasr of 6l peofetne. Informsson on the
slractere of (A was eber frorm b PebChem plathorss (hitps: / pubchem neb nlm nihoan
mrrsed on 2l Decwmber 2021 ). The crysisllographic sl chisen as the bt murdel ke
w comstruction of bw Becertscal stroctaral mesded b FLAZ fom Cdt was Zgog and
Sovty kbehnesteras: (Gmie) and PAF-AH (5055 from hessman: mesdeds, The SWIES-MODEL
platorm (Eime | s wissmedelecpary oy sconssed on 21 Deormibor AR ) sod the Climera
L34 program (Lol {hamers, HUH] wene masd boe assmible the struchural modecalar musdel
uf thar prvtes and by evaliale e gyrasral possbilibs of the profems bendergg, weith G
mutkerulsr seeboring exprmimends wane porkmmead by Aubsdock Vine  All molecules
wure prepared previously, addssy poler hydeogen alioms and agynygating the Enllman
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chargrs. Then, thie iles wem comrerted in FOBOT b periorm e caloulstsons of the mmaergy
o (Cormd Beec), That siase was. chesemy b imcloss all amino acids freen e cotaly e sihe’s
micnsrvisremen b Th results wesw biken ssmg the Socls Discorery Stadbe 4.0, LIGFLOT -,
mrad Pymiod v 24 ki evaluste e binding mirpes, distances, scad omasdations of scdculos
in the sicressyironmenl of the acteer ste of FLAL The Molinspemtaon plationm was used
i betier Tisuabor She sruchuree of e compoessds

Lo Shafsbra’ Ak

Fasulis wrre repasied as mewes = S0 of ceplicale sscpeetmenbs. The sigssficance of
diffvernces briwoen means was sssssed by an esabreis of variance, folleesed by 2 Deonetts
sk wrham sereeral enperimesial proups wene compeeed & She congmol gnup. The conbdmaor
limmit foer mi praficance was 5%
& Kesulis

Blarw sl'lAg exdvibied s macimum edama value st 30 min, with o swelling value of
A =002 ml (o =5, and p < 005 *). GA tuabrent soculatod W min befre oPMLAT ad-
munistratice, 8 condibon caled s FLATCA {1 mBd73ET, shoeed edema of 0036 £ A2 =il
in=5 ard p =805 *}at bl = of the edema rxprriment. Hence, e stng e ddesse of 50 mi-
cralsters (1 m) sdminisbered prevcusly did not decorsesr edema = this teatmesd and
nrvvakel a amiar probbe of edema sduced by FLAS vt salie. Howro, inFipse LA, iE
s prossibli ko mashow had B mas e adess prak induced by nubve sSPLAT was neached
= 4l min, whesves in S ertmals with GA prevasus hednpeoted, sdema reschesd o T
ot bl mem Addssenally, S evespound prumeinad mone presistent edema uniil the e ol
L0 mmin, bamwichos barmg e B bagher. Usaeyy Biae PAF Rt Mo PAF ELISA K=, EM 28]
Wuhan Few Binkech Co., Lid. . W, Heabm, Chinal, PAF asnomirabon was svahuablsi m
ther plesma. The sedmals treabed with saline and GA shieed valoess of @13 = UM ng /=l
in= 5, amad p Q05 “hand 205 £ 002 ng mL in = 5 and @ 2 {5 ¥}, neipectelye Samples
fram antmals tneatsed wath native PLAZ shirwesed valus of 021 £ 007 oy 'mL (o= 5. and
p o= D05 ¥} and = animals previously meabed wath the compound after FLAT sjrctan
preserdel rdema valuss oF17% ngdfml =5 and p 2 LB %L

|E mrvralia the myehc actrviby Sadeced by mative sPLAT and sPLAZ ingecied.

m B muscly afbr GA previcas tnaabment. The sxfent of damage ciweed by wPLA; b
shalrial sarscleg was chisswd by cusngilying the CK el whach are wadely used 28 an
i irec? muskorr of sesscle damage. A iotal of 8 =i afs e cabve SPLA L mpecton. = e
muscle, the CTK valo m erssals prirvious |y breated. weith the comspennd (0A 1 mid 23T
w450 = 4B UL [n =5, and p o 0005 ), wheses for animals enl exposed e any Psalmnk
| malirv 36}, CEC ol fiouened in plasma was W2 = X7 UL (n= 5, and p < (005 *| (A showed
thar sarme lnrvel found in anesdalbs under saline treatmeem. Thus, GA previously sdminsheed
pofentiaines Se myatomic effect inchucad by sfLAZ
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Figuaee 1. Evalugtion ol B G4 provicus mareni m e adema and myakiiciy eggered by sMLAT
frewm Lk I 1L e affecs oF the provisus mecion ol CA, revesling in adems poak a0 60 min, which
i i b eham the preive comiral JePLAT in = %, and * g < D). bn B sk et ot of fhe
il irested precinusly weidth CAUDRA, |1 28 6T ) seveals o raies b the DK valms whan crenpased
with the prstites and regaiys coniels o= %, and " p £ 02N

Thar LAY incubaied weth GA previous B0 the sdministrabon. on mior sharee an
ey b, sdemabespmic, amd myhoss inhibibion by B cepeund (daka ned dbeswn),
mncr pdema neveals a vohume of [LEFE-2 G008 ml e = 5, and p < 005 % ot & prak, and TK
lirewls erachad. vadases of 167 = 3L UL (= Soand p < 005 %) Dhicking neealbs nermd o sthng
miraler inferaction of e comporasd wall the encyvese achve sai, inderacting, with cruoal
e poid rewcdenes located = e Bl-lerminad rogsen (F5) wail Blistidine (HEE) Aspartic
scnd (¥ In Fgrure 1A, simulaisons pesformed with, the Descovery: program abo soggesi
= indereisen, with the cilenes iom. Alkes, resulis Srem the LipProl: propress suggest thal
G Bpdrusyl prowps: (OH) svderact with the side cian of Asparctic Aod (048] and wath
ther s claren of Cysivin 45 (Cyed) bescdos e presrnoe of srveral cther sfersctions with
Hesimirar 48 (HHE] and with BM-beeminal Peeswy lalasane (F3} {Figuoe TH}. Thus, n Fgune 20,
ww persimt & prssble inlerackosn ste of A with sFLAL eshibiling dae invnboed eesidms
Eat ary crucial e Bw ormabc sty of aMA2 foen Cdi. The mbeschion wath the
calcium-beeaing o, s shiven = Fguoe 204, ool smoplae the sneyers inhibeben mduond
by gallic ac=d. sFLAZL wilbeut {18 mxuhabon sherwed a0 Yeam of 4425 nes/ min = [L18/=an
in Absprbance unibs (4425 mml and 8 Km of 2 45 mM mdabve 80 the ROBA sobobraie
A = 1 anad g < 0L 65 *) e afber incubation, the posifoed SPLALCA complers shinaed 2
highaer vake of both = VW max and K=, which wene, naipactivedy, 8405 res fmin = [L3%,/=n
in Absorhanor aeats A4 omj el s Em value of 573 =0 {6 = 18, s p < 085 ¥). Thase
neiaits sephusid e e caise = Eom vadiae For G incubatied widh FLAD, wiach soggests thai
the ce=preundd decrrases e mucyme affiniby with. the eebstrate. In addition, the change m
Wrmax vahes gt el the inhibesom of GA dows oot heppmn moa oy Sinor
sFLAT activiby aban digemnads en the Melerminal or short Mo erminal sep=emi of B alpha
hedoy, thes change = e alpha boli is oondemed by cinoolar dichmism daks (Figam 2E},
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o B dexcking, sesults reveal thet GA exhibils an oeesversibls shibilion acheily agsine

the pruiian. The sMAD punifasd o Ot venom (Figue 20 was usad i ind use the
inflammuatery provss in sl segurmenibs stafed abewve, anad the sferacsm betwomn the
prodee el G cenbe cheereed in Fguee IE

A <y Bl

bog ety ¥
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Fignere 1. | AE) shene ithe micdecalar mieraction medels o (A weith the actve sile of MLAT using
Lhssimary ans LigFr proegrams, sepactivele The Hiunes owkabet the rreen gredps e the ks and
peekrira msporside S the e cion wih the schive siie of sPLAT from Coleu deesss Sordios.
h-|||:_.|:|-;-.||.u|=4-u.|.b|.rh1m+nhmuumwmmwm-umm:
in mamceTeric A esamere form. [E] revesks s al"LAT anlemastional danges of the scoondey
s tas befoere ard afor treaimond wikh {od, iy circuar Schanem, (1 suhibsis Bocreeree phas
HIPLE profie ol sPlAT beies and afier misd Sicstion weith G, [G) shesrs tha brsciee 08 PRGE of
AFLAS b Crole’us dansus Eﬂnh’u.lﬂ:hpn..rrhrldummpllﬂﬂlﬂ'rﬂl:«ﬂndl'ﬂ.l
SUH Codrin ot el 30TE [14]



Pl rarys 35E 14, L

90

Tl

4 Discussion

Tharre is @ consersus thet galse arsd could bove wneral brreficial sffecks. Bisa
pressmsing candsdale ko the disvlop=renit of e drugs for experimmeal ase, and there
15 call ferr ibs erar as o nubnbeonal soppbaremnt Oifwir Bleratare data show that GA s a
pinweriul mhilwice of Ee pharmocologiea) sctrvsty of PLAY fnom o vonisms [1L,08]. This,
B rruggenr uasion was what effocts of GA would be obssrvod when the cvenpeoused was
previnesly admemsbived = animals oo the develiopmemit of sdema and mystossby mduond
by &FLAL U data comdermind e feadings revealing that GA, when smeabated weith the
wanim FLAL, was able o reuiraler the eifect of the prisheen. O B other hand, wor s
o] that the appleatzn of G bedeee the LA L inpction: neither mhiteied the edema
mexr the =y ety nduced by b mayme. Addgkmally, S isperammibsl data shire that
the animals bxaied with G behoew and alies the mpcbom od FLAZ slen shownd an coreass
in the lrvwls of FAF whes companed wnith the conieald groug.

PAF prosents & wide memge of actiims and may sinmply contriboio b the cownee of
pathepEgyminkge rvcbs vhsrrred durmg, sculy infammabon, including the memeass of
nxidagrre ek and micosasaid pesdocton [ 19-21]. Pervious sk shosed thad CdisPLAT
inducis & muoderaby acuby sdesra that involves 8 rapsd mebsirabon of A, incud=y the
phosphaiypas C {PLC) pevdeim kmnase O {FEC mgnabing s the sctivabom of cPLAZT, ples
s masseyve procdiuction of BAF, which is a Binlogacally schive phasspiaolipid peonidesd from
e e ymnabe achosy of sPEAD and cPLAT [ 20,21 Thus, FAF and AA sre crucial for the
odinmia mmad the pathnlogcal damape sadaced b s FLAT feom Gt [ 1122 PAF degradation
repuines b swrhy] gresap rererval al the =1 prssteon o the gly oeeod back boese, am acten
caiabymed by FAF-AH, aral this is a crucal Brst sbep foe neutrakzabon of FAF bideg o PAF-
rerpdoer b ek e capeity of B acube sflammassry prooss by PAF |1920] These
FAF-AH rewymes are Cal+—indeperalant which belong o groep ¥l of phospholsase
A2 Teos group of ensymes s inboth eviracelisbar avd svssce lhular foees i ranous
nrgaes, el the smeyee extrsorllulsr PAF-AH is the mosl impaoriant way by oonénal
e ixiracelinlar FAF levels [22-26]. Thus, e sxperimenial dads from GA-treateed
aramads corakd supset thad e incrvased plasma koo of PAF ceuld be dew foinbakrbon ol
tar e racel luler FAF-AH moymie. The msalis srgacding e inbersctom brbveesn {4 and
FAF-AH wrse pericemed ssing in sy analyss with modeling, lools. Figuee 3 oeveals thal
Lol pbnmghy tnhimacts wnbh oot crucial s sid. eesiduss firund in She eatracelluler
FAF-AH eneyme, nssdoes G345, OITL, and HA2S, whach anr crucsal for s smayeratic
scEvity [24,15]. Furthermom, wssg 2w kit iPAF Aosvihydmilass nbsbrhor Scraening Assay
Eib {ab1INEL |Abcan iscovery D, Cambredge Biomedical Campus, Casbndge,
CH2 0AK, UEY and Bowing the muthod descetbed by the mser sanual of shae ki, we
wwre able i s that Bw standesd inhibnlor Sty Aorscbadeenyd F
NLAFF showed an 50 od 250 08 and GA shewird an K58 value of 135 084 Eus DA s
Fwicw s el ininhdbeisg, the skandasd inhibstor itseli. Furthermaone, te compaound
vxhibits & high abiliby b inbesct st the scvs site of sortylchsdinesherme, baudssg with
5115, HEHT, ard EXI2 that fem the catalvbc ooet of these eooymes [15]. The sFLAT
v CIFT can: induor e ema o prripheral serre scinvation, o process. thal mvelves:

scwiylrhoine partcspation. Thes fact oonbribeabes 0 the s, sdemape, syyofiooo,
ared imsulirednupic sctivaties of sSPLAT in an ssfoect munner [ 1n-29).
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k= this ssticle, wir tdsamved a oipmehcantly semrased syvolcoscsly = ammals pre-trealed
wth GA, acad this neeol was ssmewchat useecpiched anoe the ibzatune skooegly sogpests
that eafural compuunds wirald be able 8 neutrales the syrtoic sl induced by secre-
brry vemom. LAL This propssty could meohoe B esbaevod and capacity of the compaorased s
ms il = e alulsty S0 mngralios prives inmbved inothe inflesenahry process, and
vreem LAl Sl & also affecied by cafursd oespounds [L5 100 17] Brides that, conssdes-
ing, simmar whudies | 27], we performed clher sabcular suxdeling shidies #ai sogpesied thal
AL coulkd mhiba the scrty kol inestirase froms pergpernal neraw endings, which weoald bs
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sbredard srdababor (Donepeal), which oosees with thae kat, showed an O of 31 edd and
Lot wiwrwad as BOS0 value of 135 nf]. GA sbhoewed & higher vahie of mhibstios dan the
Exmepaead combnad proreadieed by tha b, it thes covmpousad s sislla; pofential mhibsior thal
cam conbrbube sbnmpghe B e sovobeecicrty, In addston, thises reacits segpest B
FAF coukl alsn bean impostan! fsctor = the stabishment of rrelosssty [22.25] B,
irur ixgweramimbal dada with the ssppord of the = alice daks sugpest Heet A worsld mhakat,
in divierse digzews, the PAF-AH and Acefylchobnes erase. The phasmecclogaeal schios of
FLAT and other venem Eeecins alss imvabe e eneymatc swsbilizsbos of FLAS and in-
cressrd ex prossio of COK-L Additioeally, =iore rroen | dorta st that e actios of CO-L
senmres B b cruciald for the edema courss | 250,12-30]. Other studios [ 4] suggest thal G
muay alss potengsally mhebik the COK-2 actavity andl incrvos A% levels. Thes fact may be an
impesriard Sscior for increased oxidabive stnees, rasing e HI00 and BOS, wiach can keasl
b A prrossdabon, membrane destracion, and serewsed edema, for exaesgle [20,2],54]

k= sddibios, FAF casi indioor edoma. by other paiowavs that do ned depend on ghe mokn-
ltattiom of cytosofic PLAZ, and that mcludes, for meample, PLC [3637] O thi other hand,
i medicl usualbe s feer ants-edlammatry assays = bassd on the Bpaspidvsasccharide
{LES v s an mflammaiesy agend, which acks darmctly on CON-2 ol s scoosspanid by tha
procluctiom and sl of pro-srileessaiory: oyiokmes, wock as mhebrukos (TR IR, L6 mnd
Tezmurr nucremis Eactor-alpha (THF-a) | 1559 and which is net the same pathway of inflam-
rabon e by wPLAL from Crobibo derds terrgicas. Thus, the o medels soe dfmi

& Conclusions

Caalbe poad can be o v adusble comspound m e OF e maierial and = Bee the abibiy
bt ot ms an ardi-inflasermiory molescube mhubbing e sFLAZ, a8 e anbccadant agsnt,
el s w OO mdabbor [ LLLE 4551 Inaddeeson, (A also ichabbs ofher sctivaties suck as
andmracrinal, anbicancer, candio-prodectior, gastre-profecky o, reunspeolecker sffachs |2
The purposs of B sl was nnd o dispoie the studivs applaed = (s beweees GA I
vxperimen bl condstons inpecimd 35 men befiore the application of 34D poten haied the
inflammatery emad rrpeiexis eifects of the FLAZ of ratthsnake. The use of molocaiar decking
treods weas crucial o orvwal that Gk was alss able o inhibet PAF-AH sced that & ind uoed an
incrvasy = PAF conovedration that may heve played 8 key role in ther mifammasery and
mytnmic action of sSFLAZ. Un S other hand, the sdahibon of Aodyicholines e many
hanrw alss conletbied i he incnease n spobrsscsty TRguoe 3 Thess, anothes importani
conclusios of the work s that GA dioss met inhibe only one sncyme, such as SFLAZ,
buk also srveral stiesr slpba-beta byadredases Bl cholinestoraes, FAF-AH, arad prdhably
inther sterrases Mlipwers. Finally, o stabed in the bthe, GA has fee sides or espucts Hal
cump et sach cbbwer, oow cordummung that GA = o cenpoased with gread therapoubic
app hicabon mainly for inflesemation, and the other srevaling thal the use of ghis natural
compound s 2 drug without side sffects or 02 conomtrabad way shoudd e aroidid
Mo resanch is nissary Ror b saiv use of GA o ol compoesds, mcheding, e s of
ePLAD aw s inflemmatioe-saloeey apen] mest by LIPS, b sxample
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Evaluation of kaempferol against
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Introduction.

Flavonoids mre bicactive compoesads which balong o the polyphencls, o group tha cam be
foemed in all plains. These compoends are imown & secondary metnboliles responsible for
prosecting plomts against oxsdizing agesss such a5 whrnviolet rays, deemical compounds o
polluncs. In addinon, they reveal s mmexidant, anti-inflammaory, and Enmunekegical
wetivites, and some siudies demonsore o relationship betwesn dietary flavonoid inmke ond
reductiogs in the nsk of sevemal chronic dissases, including comeer o diabetes (Fakaryan =t al
2017, Rodnigues-Asce o al., 2020 ). Moy of these beneficial effecis of flovessids are cenmed on
ther anneondani propenies dai sioeghy help o nesralize the rescove oaygen spocics (ROS)
fermation besides w0 complement the amioxidam defence sysiems  generated by vanioes
paidscdegis | Sanms ef al, 200 1 Tamayose e al., 30017 In the cose of Brazil, meny plans are
calnbxpesd as sansble for medicingl purposes, in mos cases for eee as teas and imfusions with
hernative thermgies , this cataloguing is knows as the Motional Plant Lisc.

Among these plams we have soane from the Brewilian Addsnve Forest, which
are Phyllanthus simr, Expenin seilona, Schinns  esehinnhifolss, fovropha poanpiifislis and
athers ((Hiveina et el 2002, Siqueira @ al., 3018 & Ribsiro, 30019, These species have @@ common
the eompound Ksempderol (KPFL this flavonoid compound heve snpcosdant, ssm-indlsvenaiory
nemnprotecior chamcienstes: much shown m metnceurcs siudies (Thas et al, 30X Sudhesran
et al Wik Gamioies-Turre et al., 200 8) These spedies hove deseribed the benefleinl effecis of
diet in they reduce the nsk of chroes: diseases, especially cmeer [Silva dos Semtes en al., 2021

(hher sudies reveal & possibde anti-inflammatory potential by inhibiong the enzyme ACE
|Angietensin Converting Eseyme) sctivity, in ogpenmenial derspies (Kin e ol 3000)
keemplerel bas alvesdy shown m mioxidess seed a pro-oxidant sctviny d=pending on the type of
cells used in the siudies. For exmmple, KPF proteciad HT-22 MLM | {neurl cells), KPF aguime
oxidmive sivess ond covidanve peremidation. However, the compaoend does not peolect Cooco-2
differentisted cells from colon sdenocwrcinoms. a model ofien used for normal imestinal
emperecyies. Koemplerol also shows pro-oxident seoviry @ cellalar or seclluler in viro assay
sysicmns {Hestwick el al, Do),

Another smdy showed thai Ksempderol and other flavonoids under expen mesaal condinioes
ol as mm esteovidant and newwalize sesctive oxygem species [ROS) i viro, more reactive BAOS
species and leading 1o noreased envihrocyie membmse dessuction [Rebeglo Vellosa e el
H1BL Smdies with smificiel membranes show dat KPF wgether with Oreereetin sirosgly
intermots with sgmificent ervieocyie pesciraion during the chrosie obsimeciive palmosary
disease process, in the mosolayer and promncsess changes in celll membrane fluidicy [ Samver eial
2016 These spadies reveal thai KPF could poiestally produce ROS, mdrecily demonsiraiing o
pro-inflansaiory property by scting on the plasma membome of some cell types, such o
enyihresyies and umour cells

This waork shevwed thar KPP potestised the planmacological effects induced by secreiony
phosphadipase A2 [sPLAZ) purified from Cromalus dunsees perificus (Cdi.), therefore, the resuls
suggest that KPF did mot inhibit de enmymatic setiviny of fPLA2 mor e cnmymatic aotivicy of
Cdr. KPF mbibiied the enzymaiic activity of Acetylcalinesperase (AchE) and Plmelet-aciivating
facuor ncetylhydrodase (PAF-AH)L which may bave been fundamenial for the increase m Edema
e nypooeicity induced by Cdi sPLAZ
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2. Materials and Methods

L1 Vempms, Animals. and Reagenis
Croaadiis st enss ) vemoEn Wi hed from Eio- is LM
| Bataie, Sk Paulo, hﬂ%m I-IPLIi'n.n-duq_PtuL:ning-gmd-t nhn‘ﬂndm
Ell.l'lﬂll:iﬂd [ Ve :uppheu (Bio-Rad. Hercules, Ca, USA; Sigma-Aldrch, 51 Louis, MO,
SA; Bochmnger Mannhewm, 530 Poalo, SP, Erﬂ.n!md.ﬂ.ppiﬂdﬂmjmm?mtk
UsSaL Ferrukimmhﬂ-g_]usﬂnd& were obained fem the
Mulndecipliney Cener of Hudogical Invesiganoss (CEMIB-UNKCAMPL All animal
expenments were approved by the Ethies Commames of Sie University of 530 Peala) LB/ 582
Vicemae under Proaccol mesber: 102001 8-CELA, and Protocel n® 107200 8-CELUA both approved
in 19052019, Keempderol (BPF) (60010-25M0:, Sigma-Aldnch, =9%7%) was purchasad from
Sigmna-Aldnich 3o Hrazil

L1 sPLAZ purification, KIFF incubation.

sPLAZ punification asd iis incebation with KPP were performed usisg she method
desenbed by Corim e al 2001 (1) Hn_guylumn&mﬂdduauﬂhlmlﬂ-iiu
engymate: sctiviey. Thes, this enrymee was wsed for the phamacological seed biochemical assays.
[ e firs mep, sPLAD wos incwbated with dee progcin, osd de prodect of de sPFLA2: KPF
inoebaiion was purifled 1o clear the sbend gallic sod complex.

1}, Enzymatic and pharmacological .ﬁ.ll:hi'l]lEpl:kl:l:- l.ll:lhl]ulnmlihl.

Enzymaiic and phanmacolegiesl n.:-r.i'l.'jliul'ﬂtﬁ'(n thie mreethod desenibed
by Toyama e al., QDII:ITLLH_A..'!.::il.'i:}n.m:lh:- il this enzyvme were
measured Ltnn a Yh-well #mmnqi-mu.n-n hqmuﬂﬂmﬂﬂ. or MO,
mlluil'l.':m.rﬂd Y EI'L:.I.'HfIIL u:fﬂ-ﬂﬂa. Pa, I.IS-.H.: a6 the sebarae Eu.':}utn:lhu].',
which wes expreseesd as the iniiial velosity of the resction (Vo) was caloulaisd based on the
increase in sheorbance witer 30 min. All assays were performed with a Specra®dax 380 muliple
well plaie resder (Molesalar Deviees, Sunnyvale, CA, USA using the absorbamee ai 225 nmm.

To confiem the KFF poienoal o inhibit sPLAZ enzymancally, the paw Edema Witk
mﬁﬂmm”ﬁEMmtu@;mr:uhLmﬁumg
randomly chosen Swiss female mice (~25 g, # = 4} The first expenment incheded o previous
incubaticn of sPLA2 with KPF, a posinve costrol, whick was the protwin with o salse sobabios,
e the segaaive oomned (salise sobatiea). Paw vobemes were measured immmedinely before the
injocion mmd ai selected lime inerveks (dmanot shown) s e sevond assay, we investigated the
effect of the previous inoculution by istrepernoneal sout (Lp ) of KPF disolved in salise in a
single dose of 30 gl per animal 30 min before sPLA2 injection in the paw. All wolume
wdwimisiered on menals” paws were 20 pl, abways following the sawme concentratioss of the
samngdes: 10 ' per animal of sPLAZ, | md of KFF and NaCl mod 9%

yoneonss wis measured by liberaiion of creatine kinase (CK) from damaged

muscle cells wsing e same onimel model and treamens eoplained sbove. Hemce, in the frst
myoneciosis sssny, KPF was previously incebated for 30 mis with sPLA2, aed then the samples
were mjected imio the giewocsemius mescle (dain not shown) The second megimo was made

the previcas KPF adminisirabion s the periteseum |30 pl] 30 muisetes before e sPLAZ
injeznen o the gasimoenemiss muscle. Conrol groeps (n = 5) were submitied 1o the same
procedure; however, the segarive conrol was inocalaied with 20 p L of 0.9% NaCl, asd 20
meg:ﬂ'lh:pmﬁﬁimmpami,nndmdupﬂannmi 20 Wl (10 ug) of olited sPLAZ
was adminisiered. The volumes gpplied imio the muscle wese 30 pl, md the off
each sample were described in the previoes parogropl. After &0 mum, de animals” blood was
harvested from the il in 8 heparnized pobe, which wes cemnifuged snd frorem Senie creming
kinmee (UK} levels were detemised scconding to the manufscurer of de kit (Bioligeid, Pinhais,
Hrazil), and the dais were expressed im mnis per liver (VL)

2.3, Biochemical Determinations.
Tl wein blood was colleciel into wbes, and samples were centri

rpn for 20 min an 4“0 sern were colle: niphm.nwnsep.mdhymfug.mtl?[ﬁg
1imin, 40 and swored at S0P uniil biechemical deserminations. F‘u:b.unlmu:lntu'nun.umn

for cPLA2 thm was performed Cviesolic Phospholipase A2 Assay Kin (abI350490), for
quasrnanve mesremenl of Mmelst Activating Factor concenmatioss we weed Plomels Acuvarsg
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Factor (PAF) (Hevan placler acovanng factor, PAF ELISA Kiy, CSB-BOT29h, CUSABI.
FAF-AH sctivity wis anslysed ecmg dee colonmewe method with & commnercial kil sccording 1o
instructiose provided by the manufscturer {Caymes Chemical) aned sheorbance readings at 410
nm and enrvmatc sctivicy were expresses s Voo (dlinm). For the messuremes of
mum activity inhibition, we used o MAK 33L1KT kit (Acetvicholinesemss

ior Scveening Kic Sigma-Aldrich] ssd enrywane sclivity was measured shsodbance
readimgs ai 410 nm and eseymate soiiviy were expresses as Vo (41 0nm).

24, In silico Annlyses

The PDH  (Prowcin  Dats  Bank-hipateww sesboorg)  and  RCBL (NCBL-
hirpsc woww sz binlne ni 1 daibases were used in this malysis w find de smine acid
seguence of all proteins. ronation on e srucosre of KFF was wken from the PubChem
plotform (hips:Cpubchem.nchinbm sdb gov). The eryvsallographic medel chosen as the bes
mﬂdﬁrﬁmﬂlafﬂﬁmﬂ]m@mﬂ:lnﬂﬂbﬂmtﬁww afsd
Acervicholisestonme (4mie] and PAF-AH (3059 from beman models The SWISS.
latfiemm o Sewissmodel ey .org ) and de Chimern 1,14 progmm |(Uesl Chimera, 200d4)
hm%ﬁm&ﬁﬁmlum&mpmmmwmuym
possibilities of the proleiss binding with KPF. After o previous study of the mechsiens end tae
esentinl pesidwes of these protemns, mobscular ing experiments were perfonmed by
Amodeck Visa and Cavity Progrem Pabcage. All molerales were prepared previceshy, addsg
| atvms, a5l aggregarisg ihe Kollman charges. Them, the files werne cosveniead in
Fﬂ mq:ﬁ:mﬁ:ﬁ;ﬂﬁmﬂﬂmmgm[ﬂidhhThhwudmu
emclose all aminge seids fron the ic ite's micreenvinement. The resahs were mken usisg
the wols Dscovery Sudic 4.0, LIGFLOT+, and Pvmaol v 2.4 10 evabaaie the binding esergies,
distmme e, and onemiatioes of molscules in the meereenyiroseneni of e active sne of PLAT The
Molinspiratis plafonm wirs esed 1o beter visualize the stnectune of e conmgomd.

15, Seatistical analyses
Resulis were reporicd os memss £ S50 of replicste expenmenis. The significance of
differences betwern mems wis sssessed by an malysis of vananee, fallowed by a "% hest

wheen several evpenimental growps wiere companad 1o the conrol groep, The confldence limi for
significance was 5%

3 Results and Diseussion.

PLAZs wre usually s the mce b components of snake vesoms it has several
tonic and plarmacelegieal effecis including acee Edema, proinflammatory, myoisxic,
newroionic and platele sggregmion activity and other expenmenisl aceeal sctoss sech 2
amarumoral and beciencidal (Casnara e al., 3003 Ximeses o ol 2002, Cedro et ol 20008 and
Toyema & al, 2009) Since sake venom PLA2S oo set dissedy or indirectly on phospholipid
merrbrmes, they should be able o promote alverations in Liped bicaymthesis mad dvsregulation of
lipogenesis thm could bave o sigmificant imgact on the mewbolsn and formaies of lipid
mediators dexived from machidonic seid, which perform esential roles in sl svmnatos (Cedro
etal.. 200 and Toyema et al., 2009).

In additien, sneke vemom PLAZ are potent agesas capable of inducig o sigsificant increase
in oxidmive siress plosgside the pro-milammesory effect and thus either the direct or indirect
wction of PLAY wia the recepior can increase lipid peroxidation (Al-(ursishy et ol 2014, Dos
Samios Junior et al, 2000 med Moreims et sl 3021 ).

Thus, altkough KPF did soa imbdbit dhe enrymatic sctivity of sPLA2, as showm in fgure 1A
show sinsciure of the comgaomnd KFF, ot fpere 1B mnd 10 mnd which shows thar KPF was able
1o Eteraet with residess of Y452, G55, TSR snd K69 and that it could ke pesociated with a
moleculer region of SPLAZ that cosld be impomant for mseraction with the sPLAZ2 secepior, which
shows o be m exmemely irgonine clement for the eourse of pharmacelogical scnvities of
raitlesnake sFLAZ. Figere 10} and 1E displays dar KFF was nod able o sigmificantdy inhibit the
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empyman aeiviny of sPLAZ from Cdr. ssd the modellig dais demonsirie dai the compound is
unade 1o insern properly inio the active site of the secretory phospholipase A2 enryme.

The capabiliy of sPLAZ 0 mierae with the pecepior or the enrymaiic shilicy of sPLAZ
wias not affeced wd KPF, that facn suggest who the comgsesd not e sdibitor of phoeaphaolipase
A acivity.

Framhemeore, Figure I & shows tan sPLAD previcssly incubmteal with KPF, sgsifleandy
declined the Edema volume valuess, univeaied sPLA2. The Edema peak of sPLAZHKPF ai the 13-
minuie foe poist was (002 = 0003 (e mmd *P<0lid) mmd the other Edema valess were alen
much amaller than the native oo -sduced Edema valuss.

Thus, prior restment of sPLAT with KPF woald bave decressed dhe edematogenic seoviny
aof sPLA2 but wis nol able o comsteract the acuie inflammiory effect of the toxin. Figere 24
reveals sPL A nducal o pesk of soure Edema in the mouse prw of (0342 £ 0052 ml (n=% md
* o0l ) and retumed o lower valoes after 240 minupes of e experiment. Figure 28 on e other
hamd, sheovwed that the animals were previossly memed with KFF 30 min befone the injecton of
sfLal

The resuls presented is fpare 28, show that KPF polentialized the pro-inflamsnaiory effect
af sPLAL from Calt, where de peak Edema valee wis sPLAZKPFIY of 0.574 = 0000 ml (n=3
e *P0004 ) ol remvained elevated daoughout the firs 30 minmes.

The presence of inflamavaiory stimuli or facoors thal can bead 1o structerd changes in the
mennbrnse such os ubrmviolet radistion in gencral can lesd o hipid peroxidation and in de case of
sPLAZ, from sneke wemom two ficiors com increase these changes can bead 1o e actnanos off
cvieasadic PLAY throwegh the reactions of the Lands eyele, respoasible for the remodeling resctions
e repair of the plasma membrane.

Durigeg the remodelliog med repair process, of e membrane by the Losds eyele daough
cytosolic PLAZ are the polyussaiumied fiany scids oxidized or st 85 & the cose of Arachidonie
i md PAF, which is o poten medimor of inflamimation and the concentration of PAF is bept
o bow levels by the setion of the enzvme PAFAH (Wo en sl 3016, Low ot al., 3019, Ashraf e
wl, el O Donnel e el 2002, Furdsemmorne, sPLAT from snake venom is an BEdema-msdecing
agernit and om activaieg agent of cPLA2 and the dain presenisd
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Figuezl: Figure 1A, demwasirale (ke melacilar @nwdune of Eecmpfensd | KPFL En Fynee LH, the
resulis of molorube docking sudees of KFF o the cavily of sPFLAZ dhowed e best molocubar B Figore
1T, shows Lhe molecube dockmg sile of KPF That docs ol sslerac! wath he active sile of sSPLAT and Tigans

10, reveal the

peall uf remiam proding] prostastion over e For the: mtree carymes and toese previomsly

incuhaled Wk KPF amd Gpiee 1E, we demorsiraie the cffoct of sbsirsle conimiinion dharscicrizny
champes of Km ansl Vinax of The nahve aFLAZ amd previously incubaicd with KFF amd m beth cascs, ao
dmificant bmctic chamges, were vheervod for the aalive s3PLAT and with the sPLAT ircubated wah KFF.



Figure 1. Fagiee TA. demossiraic Edomne indiced by dPLAT previcimly imshsisd wih KPF, Figoes
IH shorws the <fext ol pre-trcatmesd of KPF 10 mustilcs befone applictam of iPLAZ [u < 5, sl " p <
008} Fuygere 20 snd 0L sl the setiviny ol e PAF-AH meyme and e levels of PAF Boem the aramals

el m e caperssienls Fagire A and B {a = 15, sad * p= LOSL In Ggue JE rcsalts of e PAF-AH
Wudciay sl Diesdl amady with KFF
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Boecemly Wu @ al., 2030 sheowy ad ths secretory PLAZ from other ssakes during the Edema
proscess also increasad PAF concenrations m addinos w mereassd THF -alpha and expression of
severnl other pro-inflamengiory signalling pedmuys. This imcresse involvess the sctivation of
cyieendic cPLAY which & stimulased by sPLAY cPLAY meresses the generation of Amchidonic
Acid. mmed hydregen peronide (Fomseh e al., 3000, Han e ol 30035 Monein e ol 3814). Our dain
show tha the presence of PAF-AH is cracial for the resolation of Bdema in-induced by sPLA2
firom Cale

Figure 3A amd 3B display the resuls of svetense sctiviry induced by PLAZ from Odr. The
resulis of figere 34 presemt that KPF previously incubmed wish sPLAZ aleo decrensed ihe
mycixic activity of sPLAZ and tha this sctivity seems o be unpelmed v the seymstic scovity
e mist invobee the sbility of midesnake sP A2 10 recognize sPLA Y recepiors. Figere 3B shows
the effisct of the carlier spplication of EPF & anisals 500 minoies before the applicaon of
raithesnake sPLAZ and compansg it with another groep of snimals previously injectal with
Saline, md afier 30 minuies dhe sPLAY samples were applied. The eseyme appliad with or withow
jprior mcubarios with salime showed o Crete Kimase value of 400 UL and in the case of simnals
iremed with KPF, the valees wene 935 + 5348 (UVL; n~4 and * p < 003),

In general, it is & pharmacological consessus thm phospholipess A2 ensyme-induced
myelsxiciy imvelves the inberaction of veson sPLAZ on the mvescle cell membrane sl thas it
leads w local changes m muscle fibres e some swadies segges the presence of o recepior
responsible for the imseraction of venom sPLAY with muscle fibees {Lomneme and Curémez, 2011
amd Salvndor enal, 200 T

In our imvestigations, o resulis demonsrate that dere is another imponant physicdogical
elememt, which his s beren considerad in the myoloxic scvem of venom PLAY monlssneke
seereiony PLAZ s & sPLAY with a cherestenstic seurotenic and nesrostimelamr setiviny
I Mogueim & al., 30 and Beghis et ol , 2006,

Myowoxicity induced by PLA2 from Estyalring solinons revealed thal when sPLAT is
expenmmeninlly applied inrayvessesly, this ioxin mdeced an increrse in nesroransnymer liberabion
amed thai it bad o myonecrosis (Brook e gl 1997 Gallacei snd Covaleanie e el 30109, The
increased myonscross @ mimals expermnenmlly reated with KPF may be dee 1o o evess, one
due o the symergistic sciion of PAF that can cosse muscle ischemin (Silver et al., 1996 Loucks e
wl, 1997).

However, another imponant fact that we Evestigmied in this project wis the abilicy of KFP
i kbl the enzvene scetylcholmessiorase (AchE) throsgh moloelar docking sedies and
enyman: dssays. Using the Cavity Ples program, we saw thst EPF was able oo msermo sirosgly
with the cavity wihene de active site of AchE & found (Figure 30 and e resahs of ather in silico
amalyses demonsirmie that KFF was oble o memo sirosghy with H447, which is pan of the
caialytic mnd.

KPF was able 1o interact with several other amino acid residues found in the active sine of
the enzyme and so inkibiling iis esymatic activity (Figere 3D} & the inseri Figure 3B we
demmoacarme how KFF ai @ comcenrmmion of 1mgmL with 5% DMS0 was able wo strongly inhibi
the acuvity of the Acetyldbalinesterase enzyme. This, KPF sdmisdsiration can potemiste the
phesmscological sctivities of sPLAY from CaY. by inhibinsg PAF-AH and AchE.
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Figure 1. Fagure 34, is shaorw the mapolexic activaty of aalve sPLAT I.qu.ll'ﬂll'l.llFLL prevansly
treziead Witk KFF and Gjiec 3B e ol of the previoos mocalalion of KPF in o jroilp of caporencnial
armhak M) gimiles befrr modibizon of rllcimle FLAZ Mydotic cllod rools fruom e siml
prevasusly oalad with EFF | LedvE30 mm ) revedl o s o the CK valocs when compeend with the posilive
l.rllu-l:u.llivl:-wu.l.ruh (m= 5, end ®p - ROSH I Ggiee 30, il shues e ks off the preliminey sy
wiing lhe Cavily program e discover The polonizl gz of inlzreten of EFF wilh Acdyvkaolincsicras:
l.rll:nEl!'l.l.rr]-]'.lII.'rnl.h-nTll:nﬂmhd@qﬂvdhﬂflhmun'ﬂﬂtﬂmmv
to cvaliiile The dbiliny of the KPF @ inkibiimy Acclylcholnosleroe sotivily anl 1E demongieale the speal
ol reatien product. produclion wivor lime Fl.:ﬂr:lu'rnn.ﬁ.-:EE wilh EFF

Figune 4 summarizes most of ser findings, and our resulss show that olesly KPF win
noi ahle 10 sbolish or sgmiflcently inhibit de cdemstogenic asd myosooie acoviy of PFLAZ



isolmied from Crovalen dvnloss reewiffons. KPF indead is o molecule wilh anti-imd]

poicetial, when the milemmacon-isducing sgeni is lipopolysacchanide (LFS)L which & o
midecule composed of tees maim components (O-aniiges. B. Core polyssecharide. C. Ligad A).
Im figure 44, we show g ngﬂ-ﬂ'ﬂLLPﬁJmuﬂhTﬁﬂL&tnﬂpﬂr-jiﬂlﬁkmm
wetivation of o series of kinsses such o Syk, Sre, [BAKTY and that act 1o stimulate dee

of THF-a, (0X-2, Miric Onde synibace and vanoes proinflasmsatory interdeukins (Kim et al.,
2014, Mogilles et al, 2015, Mair et al, 20019 ¢ Abavad et al, 200K, Modeling ssedies and
empymate nssays bave clearly shown thm the mode of ami-inflammaiory action of KPF ageise
thi setion of LPS is reliied o the sbility of this comgound 1o imbiba te actnvity of severl bisaces
by siroeg macmotion with the sciive siie of this peoiem (Kin e el 2003, Koaill=s e al., 2015}

Cyicsolic Pheapholipases A2 enrvmes (cPLAY) pamticipates in the inflovenatory
reaction in sevemml diverse ways, imcluding liberation of free ity acids and Iysophospholipids by
ther enmymaiic hydrohtic scuon on phospholipids ta wre foesd in membranes and dunsg
inflammation suuli, Arachidonde Acid (AA) is the key fary acid liberated from pheapholipids
by cPLA;. This rescion regalaes the svailobiling of A& which, m um, & the e lissiting
precersor for de formation of prosisglandins. On de other band, snake venom seereiory FLAZ
such as PLA2 purified from romal Creselus durissus rerrfess venom & enother type of pro-
inflamimaiory agest that kads o oPLA2 sciivation md arachbdomic scid gemeration md with
Comeomiln meremse in hydrogen paroxide producnon, which is & potestisteg agent of oxidative
siress. Already, PAF produced during e inflammmeny process ssder the scton of FLAZ GsPFLAZ
el ePLAD) is & knows mnd poient inflamenatory sgent (Camara o ol 20035, Tenepose o ol
2017, Toyuma et all, 2009, Des Sanios et el 000 o Tty e al., 3023

PAF is an inflamsvaiory lipid medisior that is prodeced by mes cells, monocyues,
mocroplages, weumophik,  endothelild  cells, omd  placies.  Phespholipase A2 and
ety hmnsferase are rogared for s systhesis. Cyosolic phoapholipase A2 consiipmes & groep of
inflamumaiory lipid enzyenes that act on cellalar phospholipids 1o geseraie free famy scids (&g
E'.ﬂ.l'bn.n-dl:fmphﬁ_ph:llpl:k and ase knowm w enhmee the sysiemae inflenmatory response. (5
wddinion, both seoreony phoeaphaodipase A2 (sPLAY) and cytoplesmic pheapbadipase A2 are knows
1o generte and regulaie PAF synthesis, and both ore prodeced by mos cells, endotbeliol cells,
hepalocytes, monocytes and many types of epithelial cells mad are degrnded upon Bimding w
spezific binding predeins. The sctiviey of ¢PLA2 and sPLA2 is also induced by indl
cytokomes such as ThIFa, IL-1f, mud IL-& (Jeewsndorn et al., 2006, Toyema BMH et al., 2029 In
wddman, Fezent siudies dow that plaele-seovaing Goor {PAF ) s o phoapholipid inflamsnaiony
signalling molecale implicated i synagtic plasticiny, bearning and memony, d neuroloxiciny and
FAF can alier synapi: plastcity and may feel newoinflammaiicn asd thus plaoy svaliple ol @
nemrndegenemive disexse (Hammond e all, 2006,

Our enzyealic, pharmecological md in silico expenmmenial dam cleasly show tha
inhibivios of PAF AH, which is an meryme tha scrson PAF, poventimed both dee phamacologicsl
effects induced by ratlesnake sPLAZ, Fdema and myyowxicity. Thus, in sddition o de enzyme
wetivity, the presence of o receptor for PAF gencrtion seems 1o be o crucial elemesa for the sone
inflammaiory scoivity asd oxidative snes indeced by ranlesnake sFLAZ.

In e resal presemicd in figure 2C and 3D & & shown dai e flovescdd KPF
significanmly inhibited the PAF AH enzyme @ She enrywaiic assays end this resulied s o
significan imcresse im PAF in the mamals previously megied with the KPF compound and how
this event promoted oo Eerease in the soute inflamsaiory effect induced by the subsagesm
application of the secvetory PLA2 from Crovsles diwnissus rersificss vesom (Figare 4 Bl Thus,
what we can concleds is dat the conirel of the resolution of de inflammstory prooess induced by
raithzsnake sPLAZ aotively imvolhies the amivigy of both oytesclic and comcelluler PAF-AH.
Plaiclet-aeiivating fesion (FAF] is one of the most poteni lipid medissors invodved i@ inflamsnaiony
evenis. The acei gﬂqﬂkmipﬂmﬂnﬂjﬂ;hﬁihﬂ-ﬂ“tﬂﬁrﬂbﬂm
wetivity. Deacetylation induces the formation of e insctive metmbaolile lyso-PAF.

Femctional impest of bGILA evprescion (humes secrewory phospholipese A2) & highly
dependent on ol and nevee type and vones subsimaially dependisg on de bicckemical contex
of s expression. [n o physiclogical comext, bGUA bas & well deseribed role in host defience
mdiatsd by ils cambytic sctivity and subsimaie preference for becienal membrane phospholipuds

phosphandyleheerol aed phosphandylethanolnine.
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However, recent swdies show that this group [l PLAZ enzyme, despite nol being
mobilized & the beginning of e ooy prooess, has the finction of amplifying the
inflamumaiion proe e dal b been mmaed, snd therem lies de problem thar we ebeered when
we experimentally used e secrepory group I PLAZ from renlesnakes. KPF & an ami-
inflammaiory that mbabits the synihesis of pro-isdlemnewry faoors bur dees not isdlusee PAF
signalling mmed the scton of sPLAZ enher from ssake or hummm. KPF bas also been shown o be
am mbibiior of esterase and lipases that depend on the presemce of the alphs-Beths bydrolase
sinezryd moail, found in several ather enzyenes such a5 sefine peoicase.

The alphsbeim-hydrolise fawily of folding enmvmes is one of the largest groups of
sinsmurally relared enzvenes with diverse coahuic funcooss. Members of dhas Ihrrul:rll-:luu.‘t
meetykcholinesense, PAF AH, lipuse, thivesters, senne carbwonypepiidase, proline iminopepudes,
proline chgopeptides. hakalkas: dehakgenise, baloperonidise, epoxy hvdrolse, hydiexynitnke
I]-'utnnd-:i.:ﬁ Recenily, .in:d:.uj?ﬂﬂ.bﬂ.lhydmhunﬂ:mnlmdufmmd.u:ﬁmﬂ
involved in cell signalling such as oyclic AMP-actvaied prowein mace & (PEA] o oder
kinsees. All enrymes have a Nucleophalic-His- Acid carabyne misd desigmed 1o operate efficienty
on subsiraies with diferest chemacal compositioss or physicechesmeal propenies and s vanoss
biological comtexs. Thus, KPF would be a poiest modulaior of enzymes with this alpha-bem
hydrolase domain and thus its sctivity is nonspec fe.

4. Conclusion.

Our resuls clearly show tha the weameent of animaks wish KPF prososed & significam
increase im e myoloe activity of malesake PLAZ and these dma show dhai there s o
relmionship berween the increase im PAF that could enbance the myoioxic efiest besdes the PAF
isell can modulme the conmactle scovity of muscle fbres. Severn| expenmenis heve shown thm
FAF induces not oaly the aggregaiion and scovation of plaielets and leukocyies beat also mamy
vazious biological sctivines including modelacs of dose depemdeni endance o le contracton
i Limm et al., H022), however the mechanism of PAF indeced contmoion is mot vet fully clonfied.
Im the case of mivotoxezity, we also oheerved i KPF was also able to inhibit dee activiey of the
meetyicholinesiens: meyme and thus the abilicy of KPF o modelae the meressed myoloxic
wetiviny of rerlesnake sFLAZ is due to KPF's mbabition of the PAF AH sd acetyldbalinesterase
encrymes | Figare 4 B).
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Figure 4. Schematic of the pro-sdlesmarony acokos of LPS vie activerion of kdnises and
signalling for the sz ovaiion of varioos ilemmaton fecvors, especial by those sctivmed by MyDER
fiactor and the robe of e TOLL-Lie recepror, which also stimulstes prodection (Fipare 4 A).

Figrare 4B, proposed possible mechanism of sonos of KIPF and incregsed Edemia mad mpoioicay
induced by rottlessake JFLAT
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