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RESUMO

Neste trabalho mostramos que a integracdo de métodos in silico foram cruciais
para ajudar no levantamento de novos dados, revisdo de fundamentos da ag&o de drogas e os
experimentos in silico mostraram ser valiosas ferramentas na escolha de potenciais candidatos
pela relativa abundancia dentre de um género ou em varios géneros. Usamos uma
combinacdo de ferramentas de pesquisa estatistica dos principais compostos naturais
presentes em trés géneros de plantas indicados para uso no tratamento fitoterapico junto ao
SUS e identificamos que a quercetina e seus derivados estdo entre 0s compostos prevalentes e
abundantes, que mostraram uma forte capacidade de interacdo com a PLA2 secretdria da
cascavel. Por outro lado, n6s reexaminamos e reavaliamos dois grandes conjuntos de dados
experimentais, que mostraram resultados discrepantes em relacéo a atividade anti-inflamatéria
do Kaempferol e Quercetina em presenca da SPLA2 como agente indutor de inflamagao e em
ambos 0s casos a SPLA2 mesmo em presenca dos dois inibidores, a inflamacdo e mesmo a
mionecrose nao foram inibidas. Os resultados das analises in silico, mostraram que ambos 0s
compostos ndo mostraram um encaixe molecular capaz de se ligar ao sitio ativo, por outro
lado os dados in silico mostraram que ambos compostos foram capazes de inibir enzimas
como a PAF AH, que é uma enzima crucial para o controle da inflamagdo. Esta enzima
pertencente faz parte de uma classe de proteinas denominada de alfa beta hidrolase e as
analises também mostraram que outras enzimas da classe alfa beta hidrolase como a Acetil
colinesterase também mostraram forte interacdo com estas enzimas, junto ao seu sitio ativo e
que tiveram sua inibicdo confirmada por ensaios in vitro. Os nossos resultados, mostram que
os experimentos in silico foram valiosos para o fechamento do diagnéstico dos dois trabalhos.

Palavra de chaves: sPLA2, alfa beta hidrolase, Kaempferol, Quercetina, in silico.



ABSTRACT

In this work, we show that the integration of in silico methods was crucial to help
in the collection of new data, both the review of drug action fundamentals and the in silico
experiments proved to be valuable tools in the choice of potential candidates due to the
relative abundance within a genus or in various genres. We used a combination of statistical
research tools of the leading natural compounds present in three genders of plants indicated
for use in herbal treatment with the SUS. We identified that quercetin and its derivatives are
among the prevalent and abundant compounds, which showed a solid ability to interact with
the rattlesnake's secretory PLA2. On the other hand, we re-examined and re-evaluated two
large experimental datasets, which showed discrepant results regarding the anti-inflammatory
activity of Kaempferol and Quercetin in the presence of sSPLA2 as an inflammation-inducing
agent, and in both cases sSPLA2 even in the presence of the two inhibitors, inflammation and
even myonecrosis were not inhibited. The results of the in-silico analysis showed that both
compounds did not show a molecular fit capable of binding to the active site, on the other
hand, the in-silico data showed that both compounds were able to inhibit enzymes such as
PAF-AH, which is an enzyme crucial for controlling inflammation. This enzyme belongs to a
class of proteins called alpha-beta hydrolase and the analysis also showed that other enzymes
of the alpha-beta hydrolase class such as Acetylcholinesterase also showed strong interaction
with these enzymes, along with their active site and that they had their inhibition confirmed
by in vitro assays. Our results show that the in-silico experiments were valuable for the

conclusion of the diagnosis of the two works.

Keywords: sPLA2, alpha beta hydrolase, Kaempferol, Quercetin, in silico.
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1 INTRODUCAO

1.1 FOSFOLIPASES

A fosfolipase compreende um supergrupo de enzimas de lipases-esterases presentes em
células de diversos vertebrados, plantas e microrganismos que desempenham
enzimaticamente a hidrolise da ligacdo éster em triglicerideos. Especificamente, as
fosfolipases A (PLA) catalisam a hidrélise de glicerdis esterificados no carbono 1 e 2 (sn-1 e
sn-2, com &cidos graxos) e no carbono 3 do glicerol, a presenca de um grupo fosfodiéster
(Figura 1) (Dennis et al., 2011; Vulfius et al., 2017).

Figura 1. Estrutura béasica dos fosfolipidios com seus grupos ésteres O-C=0 e sua regido fosfodiéster O-P=0.
Fonte: Autoria Prépria

As PLAs podem ser classificadas em grupos ou classes, dependendo da estrutura
quimica do fosfoglicerideo, apresentado na Figura 1. Elas desempenham varios papéis
fisiolégicos importantes, incluindo a producdo de eicosanoides inflamatorios a partir do acido
araquidonico (Murakami; Lambeau, 2013).

Assim, as enzimas PLA2 (EC 3.1.1.4) pertencem a uma familia de esterases, ou

seja, sdo enzimas lipoliticas que catalisam especificamente a hidrolise das ligagdes ésteres nos
glicerofosfolipideos na posicdo sn-2 (Vulfius et al., 2017). A hidrolise dos
glicerofosfolipideos liberta acidos graxos livre, como o &cido araquidonico e a libertacdo dos
lisofosfolipideos, que atuam como mediadores em diversos processos biol6gicos.

Embora tenham sido formalmente classificadas em cerca de 16 grupos e
numerosos subgrupos, as PLA2s possuem seis tipos principais, incluindo: i) secretérias
(sPLAZ2), ii) citossolicas (cPLAZ2), iii) independente de Ca2+ (iPLAZ2), iv) associada a
lipoproteina (LpPLA2) também conhecida como Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase



(PAF-AH), v) lisossomal (LPLAZ2), e vi) adipose (AdPLA) (Cao et al., 2013; Fragopoulou;
Demopoulos; Antonopoulou, 2009).

1.1.1 Fung0es das PLA2s

As PLAZ2s de serpentes possuem inumeros efeitos tdxicos, mas nem todos séo
explicados pela hidrolise de fosfolipidios. As PLA2s estdo envolvidas na patogénese de varias
condi¢des inflamatorias, incluindo artrite reumatoide, aterosclerose, multiplas formas de
tumores, doencas cardiovasculares, e outras doencas inflamatorias.

Cada enzima tem uma atuacdo caracteristica. A PLA2 do veneno de Pseudechis
australis, por exemplo, apresenta atividade anticoagulante (Du et al., 2016), enquanto a
Lemnitoxina do veneno de Micrurus lemniscatus possui atividade miotoxica. Dentre tantas
funcBes que as PLA2s desempenham, a acdo de neurotoxicidade € a mais importante (Fathi;
Rowan; Harvey, 2001; Sribar; Krizaj, 2011; Casais-e-Silva et al., 2016).

A atividade de neurotoxicidade ocorre devido a um bloqueio de comunicagéo
neuromuscular em fases no organismo, iniciando em uma baixa liberacdo de acetilcolina
(ACh), até alcancar um bloqueio irreversivel (Fathi; Rowan; Harvey, 2001; Sribar, KriZaj,
2011).

Ensaios com heparina apontaram uma reducdo da atividade de neurotoxicidade da
PLA2 F16 do veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt.), demonstrando que mesmo
apresentando semelhancas com outras isoformas de PLAZ2, a atividade de neurotoxicidade da
F16 varia de acordo com a preparacdo neuromuscular para usar a crotapotina na formacéo do
complexo de crotoxina (Hossen et al., 2005). Segundo estudos de Camara et al. (2003) e
Freitas et al. (2021), a crotoxina e a PLA2 podem atuar sobre os sistemas nervosos e
desencadear varios eventos celulares, e essa ativacdo pode modular outras atividades
celulares, incluindo mastécitos, linfdcitos e células musculares (Huang et al., 2015).

Ao contrario do que se pensava, apenas uma fracdo da PLA2 tem uma atividade
neurotdxica, portanto se bem purificada for a proteina extraida de venenos, ela se encontra
com similaridade alta a PLA2 pancreética, no caso da PLA2 de Cdt., permitindo assim uma
mimetizacdo em experimentacdo animal (Toyama, 2014).

1.1.2 Sitio catalitico das PLA2s

As PLA2s podem ser divididas em dois grupos de acordo com localizacéo celular,
sendo elas as PLAZ2s citosolicas e secretorias. Em ambos os casos, a base de seu mecanismo
catalitico, seja ele dependente ou ndo de célcio, tem como base bioquimica a presenca da
triade catalitica das lipases-esterases (Takada; Fujita, 2016; Chen et al., 2016; Casais-e-Silva
et al., 2016).

O mecanismo de catalise das lipases que inclui as PLA2s citosélicas é definido
pela triade catalitica dos aminoacidos Serina (Ser), Histidina (His) e Acido Aspartico (Asp.),
substituido em alguns casos pela Glutamina (Glu). A Serina ativada adiciona



nucleofilicamente a fungdo carbonila de um substrato éster ou lactona. A Histidina, durante a
reacdo da PLA2 com um substrato, doa e recebe elétrons e, com isso, pode realizar uma auto-
oxidagéo, fazendo com que o substrato interaja apenas com uma cadeia da PLA2. No caso da
PLA2, o primeiro produto a ser liberado seria o acido graxo livre e o segundo o
lisofosfolipidio (Sharp et al., 1994; Pickard et al., 1996; Vasquez et al., 2018).

Estudos prévios revelam que a PLA2 associada a lipoproteinas mostram bem
conservada a triade catalitica das of-hidrolases constituidas pela serina, acido aspartico e
histidina. A hidrolise de grupos acila nas o/f hidrolases lipasicas é realizada por uma triade
catalitica Ser-His-Asp/Glu analoga a presente nas proteases de serina, onde o residuo de
histidina é posicionado espacialmente entre a serina e o aspartato (Dessen et al., 1999;
Dessen, 2000).

Por outro lado, as PLA2s citosolicas calcio dependentes (GIVA cPLA) e calcio
independentes (GVIA iPLA2) a His, aminoacido importantissimo nos sitios ativos das PLAZ2s,
foi substituido pela presenca de Arginina (Arg.), pois a arginina tem um grupo guanidina que
poderia desempenhar uma funcdo analoga a histidina, sendo uma troca nonsense, mantendo a
estabilidade do sitio (Pickard et al., 1996; Mouchlis et al., 2012; Muller et al., 2019).

O papel da Tirosina (Tyr) na atividade enzimatica das PLA2s esta fundamentado
no fato de que ndo somente a Tyr 52 e a Tyr 73 séo residuos que ajudam a estabilizar o sitio
ativo das PLAZ2s secretdrias, mas também por manter uma forte interacdo com a His 48, Asp.
99 e conceder as caracteristicas espaciais da proteina (Tomoo et al., 1997).

Trabalhos realizados por Salvador et al. (2019; 2021) revelam que o composto
sintético Varespladib (LY315920) estd acomodado em um local proximo a Lys 48, Gly 29,
Gly 30, onde esta situada a regido denominada “Loop de célcio”, pois esta al¢a de glicinas
mantém o calcio dentro da proteina, mantendo-a funcional, pois ela é calcio dependente.

Com base nos estudos de Davidson e Dennis (1990), Dupureur et al. (1992),
Moura-da-Silva et al. (1995), Tomoo et al. (1997), Janssen et al. (1999), Corréa et al. (2008)
e Kim et al. (2020), e utilizando dados das proteinas depositadas no PDB, criamos um modelo
tedrico de catalise da PLA2 secretdria do grupo Il de Cdt. (PDB 2Q0OG), onde os residuos de
Tyr adjacentes ao acido aspartico teriam o papel funcional de Asp. da triade catalitica das
esterases, a His central e o complexo Gly, Asp., calcio teriam o papel funcional da Ser (Figura
2), e todos estes residuos localizados no sitio ativo da PLA2 secretoria.

As enzimas of-hidrolases de forma geral, estdo amplamente distribuidas pelo
corpo humano em funcdes especificas como como a PAF-AH e Acetilcolinesterase (AchE)
que atua na Ach (Acetilcolina) (YARLA et al., 2015; Tordera; Ferrandiz; Alcaraz, 1994).
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Figura 2. Modelo teérico de catélise da PLA?2 secretdria do grupo Il de Crotalus durissus terrificus, depositada
no RCSB, sendo elas PDB 2Q42 (sPLA2 pancreética de Homo sapiens) e PDB 2Q0OG (sPLA2 de Crotalus
durissus terrificus). Imagens geradas pelo Pymol. Em verde, observamos a estrutura 3D das proteinas; em
vermelho, observamos 0s aminoacidos considerados essenciais para a estrutura das proteinas; em rosa,

observamos o célcio. Fonte: Autoria Propria

1.2 RELACAO DE PLANTAS MEDICINAIS DE INTERESSE AO SUS

Em 2007, o Ministério da Saude (MS) liberou alguns fitoterapicos para utilizacao
na rede publica. Posteriormente, em 2009, criou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Satide (RENISUS), sendo uma lista composta por 71 géneros
de plantas que possuem algum beneficio a satde, de acordo com a medicina popular ou bases
cientificas. Esta relagdo popularizou na medicina nacional a pratica e utilizacdo de plantas,
com artificios de tratamento fitoterapico e nutracéutica (Brasil, 2009).

Suas fungbes benéficas sdo anti-inflamatorias,

antidiarreicas,

diuréticas,

expectorantes, entre outras propriedades farmacoldgicas. Todas as espécies citadas pela



Relacdo estdo presentes em territdrio nacional, por serem nativas ou por serem naturalizadas e
se adaptarem nos biomas brasileiros (Correa, 2018; Costa, 2018).

No campo da nutracéutica, isso ocorreu com base na ideia de utilizar alimentos
funcionais, desencadeando assim inumeros trabalhos sobre as plantas listadas pelo RENISUS
e suas diversas formas de utilizacao.

Atualmente, percebe-se a dinamica das pesquisas com a biodiversidade brasileira,
seguindo os géneros indicados pelo RENISUS, além de ter se tornado mais simples, menos
burocratica e mais esclarecida em relacao as regras dispostas na Lei 13.123 de 20 de maio de
2015. Conhecida como o Marco da Biodiversidade, a nova legislagdo regulamentou o acesso a
biodiversidade e reparticdo de beneficios, e garantiu a seguranca juridica necessaria para
programas de inovacdo para o desenvolvimento de novos farmacos com potencial terapéutico.

1.3 FLAVONOIDES

Os flavonoides compdem uma ampla classe de compostos polifenélicos de origem
vegetal e sdo encontrados nas plantas de diferentes ecossistemas, sendo considerados
compostos relativamente estaveis por resistirem a oxidacdo. Podem se apresentar como
agliconas, glicosideos ou como parte de outros compostos quimicos (Kumar; Pandey, 2014).

Nas plantas, os flavonoides sdo metabolitos secundarios que atuam na defesa das
plantas frente a adversidades, para que consigam desempenhar seu ciclo de vida de forma
correta, crescendo, atingindo a maturacdo sexual, e gerando herdeiros com caracteristicas de
resisténcia. Alguns flavonoides atuam no transporte de substancias e na pigmentacdo do
mesmo (Prior et al., 2007; Yonekura-Sakakibara et al., 2019).

Na medicina, os compostos flavonoides ndo sdo considerados um medicamento ou
suplemento alimentar, com o objetivo de melhorar a satde, pois na literatura, diversos estudos
apontam a utilizacdo dos flavonoides e evidenciam a auséncia de efeitos colaterais
significativos, sendo usados somente em forma de alimento funcional (Prior et al., 2007,
Christen et al., 2007; Chun et al., 2020).

Estes compostos polifendlicos sdo biossintetizados pela via do &cido chiquimico,
um importante intermediario na biossintese de substancias aromaticas em plantas com pH
entre 5-9, e tém a funcdo de originar o acido cindmico e seus derivados, como 0s &cidos
cafeico, ferulico e sinaptico, com nove atomos de carbono; pela via do acetato que origina um
tricetideo com seis atomos de carbonos, seguindo a rota metabdlica das plantas, eles irdo
conjugar mais carbonos, sintetizando os flavonoides com 15 carbonos, quando necessério
para sua protecdo em relacdo as adversidades do ambiente (Kroll et al., 2003; Brudzynki,
Maldonado-Alvarez, 2015; Wang et al., 2018).

Sua estrutura quimica basica destes compostos, conhecida como flavonoide,
consiste em 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B), 0s benzenos,
interligados a uma estrutura heterociclica central, podendo ser um pirano (anel C) (Dornas et
al. 2010; Wang et al., 2018).

A grande diversidade estrutural encontrada nos flavonoides ocorre em fungdo das
pequenas modificacBes quimicas ocorridas na estrutura basica destes compostos, que podem



ser por meio de hidroxilacdo, metilacdo, acilacdo, glicosilacdo, hidrogenacdo e sulfatacéo.
Devido a essa grande diversidade quimica, a relacdo da estrutura e funcdo dos flavonoides
ainda ndo esta elucidada (Kumar, Pandey, 2013; Wanget al., 2018; Juca et al., 2020).

1.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS FLAVONOIDES

A inflamagdo é um processo normal e bioldgico em resposta a lesdo tecidual,
microbiana, infeccdo patogénica, e irritacdo quimica, iniciada pela migracdo de células
imunitarias dos vasos sanguineos e libertacdo de mediadores no local dos danos, incluindo as
PLAZ2s (Rodrigues, 2014; Toyama et al., 2019).

Este processo é seguido pelo recrutamento de células inflamatorias, libertagdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS), citocinas pro-inflamatérias para
eliminar agentes patogénicos estranhos, e reparagédo 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 acdo de varios flavonoides sobre a atividade enziméatica da PLA2
(Kumar, Pandey, 2013; Panche et al, 2016; Toyama et al., 2019).

De forma geral, os estudos indicam que os flavonoides apresentam diferentes
mecanismos de agdo, sendo eles: inibicdo da sintese de TNF—a, bloqueio das enzimas
fosfolipase, cicloxigenase (COX) 1 e 2 ou lipoxigenase (LOX), e outras enzimas envolvidas
no processo inflamatoério. Além disso, alguns flavonoides, como a Apgenina e Quercetina,
inibem a COX-2 e a NOS (Griffiths et al., 2016; Ginwala et al., 2019; Maleki et al., 2019).

A Quercetina também age reduzindo a adesdo de ceélulas inflamatorias ao
endotélio vascular, mesmo modo de agdo 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 neutrofilica humana (HNE) e as
metaloproteinases da matriz, que estdo associadas a processos anti-inflamatorios em estudos
in vitro. Por sua vez, o Kaempferol-3—O—B—d—galactosideo inibe a produ¢do de TNF-a ¢ a
NOS, exibindo 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).

Nossa experiéncia com flavonoides mostra que estas moléculas tém um grande
potencial farmacéutico, nutracéutica e podem auxiliar no uso funcional de determinados
alimentos, além de abordarmos as chaves inflamatorias por marcadores ndo convencionais
como as PLA2 e as ap-hidrolases de forma geral onde também possuimos enzimas
amplamente distribuidas pelo corpo humano como a Acetilcolinesterase (AchE), e as PLA2,
tendo énfase na PAF-AH (LpPLA2) e sPLA2. (YARLA et al., 2015; Toyama et al., 2019;
Tordera; Ferrandiz; Alcaraz, 1994).



1.5 BIOINFORMATICA

A bioinformatica consiste no uso da informatica para pesquisas biologicas. Nesse
contexto, estudos recentemente mostraram a importancia da utilizagcdo do desenho de drogas
com base em algumas caracteristicas de compostos naturais, para o desenvolvimento de
substancias com menores interacdes adversas, realizando assim uma revisdo com base nos
dados disponiveis na literatura. (Leeson et al., 2021). Este processo, chamado de in silico ou
triagem de substancias se mostra cada vez mais eficaz e viavel, devido & minimizacdo de
tempo de pesquisa e seus custos assim se tornam impulsionada na &rea de desenvolvimento de
farmacos, o protocolo de triagem utilizado neste trabalho é similar ao de Matos, Junior e
Meotti (2020).

Geralmente, as técnicas in silico sdo utilizados grandes bancos de compostos
quimicos virtuais derivados de fontes naturais ou de composi¢do orgénica disponiveis em
dominios como Pubchem, Nature e ChEMBL (Guedes et al., 2014; Moura; Halder; Cordeiro,
2019).

Duas abordagens sdo usadas para a triagem de compostos a partir das bibliotecas
virtuais: i) estrutura do receptor bioldgico 3D (SBVS — structure-based virtual screening, e ii)
estrutura de ligantes bioativos (LBVS - ligand-based virtual screening). Em ambos 0s casos, é
necessario ter tanto a estrutura molecular do ligante quanto do alvo conhecido (Rodrigues et
al., 2012).

A triagem virtual baseada em estruturas (SBVS) fundamenta-se em caracteristicas
fisico-quimicas (quimicas, eletrdnicas 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 simulacdo computacional amplamente utilizado que prevé os modos de
ligacdo e afinidades de pequenas moléculas no sitio de ligacdo de um complexo
receptor/ligante, onde o receptor é geralmente uma proteina ou uma molécula de &cido
nucleico e o ligante uma pequena molécula ou outra proteina, detalhando o reconhecimento
molecular envolvido nas ligacdes entre moléculas (Guedes et al., 2014).

Protocolos de ancoragem podem ser compostos por dois componentes diferentes:
algoritmos de busca e funcédo score de localizagdo aos locais de interagdo (Domingues et al.,
2012; Rodrigues et al., 2012).

O Dock molecular vem se desenvolvendo e aprimorando ao longo destes Gltimos
anos, mas sua capacidade de gerar uma droga viavel ainda é questionavel. Apesar de
controverso, atualmente existem varias drogas que foram descobertas pela técnica de Dock
molecular (Lionta et al., 2014; dos Santos et al., 2018; Moura; Halder; Cordeiro, 2019).



1.5.1 TRIAGEM E SELECAO DE FLAVONOIDES

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 interacdo ou a energia livre de interacdo
entre ligante-alvo (structure-based drug discovery ou target-based drug discovery), a exemplo
da ancoragem molecular. A segunda abordagem independe da estrutura do alvo, uma vez que
utiliza as estruturas quimicas dos compostos ativos como referéncia (ligand-based drug
discovery) (Acharya, 2011; Moura; Halder; Cordeiro, 2019).

Algumas destas ferramentas investigam a similaridade na superposicdo das
estruturas em representacGes bidimensionais e tridimensionais e avaliam a existéncia de
grupos farmacoforicos. Outras ferramentas fundamentadas decompBem as estruturas em
descritores moleculares e comparam com perfis gerados a partir das estruturas e informacoes
disponiveis das substancias ativas ja conhecidas (Li et al., 2006; Acharya, 2011).

1.5.1.1 Flavonoides selecionados

Os compostos flavonoides mais presentes nas espécies vegetais indicados pelo
RENISUS, Eugenia uniflora Leaves (Pitanga), Jatropha gossypiifolia Linn (Pinhdo-roxo),
Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-vermelha), foram a Quercetina e o0 Kaempferol

A Quercetina é um flavonoide presente em grande parte dos vegetais e compde
grande parte da dieta humana. Seu uso na industria farmacéutica e alimenticia € amplamente
investigado devido aos seus beneficios antivirais, anticancer e anti-inflamatorios.

Outros beneficios ja foram comprovados pela literatura, como a agregagdo
plaquetaria, acdo de permeabilidade capilar, peroxidacdo lipidica e aumento da biogénese
mitocondrial, diminuicdo de radicais livres entre outras funcGes, além de gama de atividades
bioldgicas para combater a neurodegeneracdo (Aguirre et al., 2011; Dabeek; Marra, 2019;
ZAPLATIC et al., 2019; KHAN et al., 2019).

Pesquisas demonstraram que a Quercetina tem a capacidade de reduzir o LDL no
organismo. O composto foi encontrado nos trés géneros selecionados para esse trabalho. Ela
pode aparecer conjugada com um ou dois agucares, se tornando quercitrina e rutina,
respectivamente. Por meio do dock molecular, foi possivel verificar que as Quercetinas
presentes nos géneros tém grande potencial de inibicdo da sSPLA2 devido a interagdo presente
no sitio catalitico da proteina (Stewart et al., 2000; Fabre et al., 2001; D’Andrea, 2015;
ISLAM et al., 2013).

O Kaempferol € um metabdlito secundario, comum do tipo flavona, encontrado
em uma grande diversidade de plantas medicinais, como Acacia nilotica (L.) Delile, Aloe vera
(L.) Burm.f., Crocus sativus L., Euphorbia pekinensis Rupr., Ginkgo biloba L., Hypericum
perforatum L., Phyllanthus emblica L., Ribes nigrum L., e Rosmarinus officinalis L (L.)
(Kotani et al., 2000; Bitis et al., 2010; Calderon et al., 2011; Devi et al., 2015). A sua forma



glicosidica € conhecida como astragalina, reconhecida devido as suas propriedades
terapéuticas, principalmente pelas ac¢Ges antioxidantes, anti-inflamatdrias (Kotani et al., 2000;
Bitis et al., 2010; Kim et al., 2017; Riaz et al., 2018) e antivirais (BIKBOV et al., 2020).

Em sua forma ndo glicosilada, ele possue a caracteristica de atuacdo na resposta
inflamatodria, estudos recentes, pré-clinicos mostraram que o Kaempferol dietético tem uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas, incluindo atividades antioxidantes, anti-
inflamatérias,  anticancerigenas,  antidepressivas,  antidiabéticas, = neuroprotetoras,
cardioprotetoras e antialérgicas (SHIN et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2016))

A inibicdo de atividade das enzimas PLAZ2 por flavonoides tem sido
demonstrado em varios entre a inibicdo depende da estrutura do Flavondide. Os flavonoides,
Kaempferol e Quercetina, inibiram quase completamente a agregacdo plaquetaria induzida
pelo &cido araquidbnico, onde se tem a atuacdo das enzimas PAF-AH e da AchE (Tzeng; Ko;
Ko; Teng, 1991; Fragopoulou; Demopoulos; Antonopoulou, 2009).
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‘Para a obtengdo de um composto bom, possivel candidato a farmaco, é preciso inUmeros
testes combinados, sendo eles in silico, in vitro e in vivo. Pois cada area é complementar a
outra. Portanto 0s processos combinados tornam-se mais eficazes, evitando o
reposicionamento errdneo de alguns farmacos.’

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificacdo e caracterizacdo de inibidores de Fosfolipase A2 provenientes de
metabolitos secundarios de plantas da Mata Atlantica listados no SUS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Triagem e Selecdo de Flavonoides com potencial contra a fosfolipase A2 usando a
mineracdo de dados com base nas caracteristicas dos compostos presentes em plantas
utilizadas no SUS, principalmente entre os géneros Eugenia spp., Schinus spp. e Jatropha
Spp.;

2.Selecdo com programas de mineracéo de dados e andlise de estruturas quimicas que incluem
bancos de dados gratuitos, em conjunto com as plataformas Molinspiration, SwisSADME e
Cocoonut;

3.Estudos de Dock molecular e selecdo dos melhores ligantes flavonoides contra a SPLA2 de
Crotalus durissus terrificus (Cdt.) e das enzimas AchE e LP PLA2 de seres humanos;

4.Comparacéo de efetividade de interagéo in silico entre os compostos selecionados frente as
enzimas alvo;

5.Avaliacdo in vitro (enzimatica, cromatografica, espectroscopica, dicroismo circular) dos
compostos em presenca da SPLA2 de Cdt;

6.Avaliacdo farmacoldgica in vivo (edematogénica, miotoxica, citotdxica).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MINERACAO DE DADOS

As estruturas quimicas dos flavonoides de plantas apresentam potencial
propriedade para inibigdo da atividade fosfolipasica A2. Obtivemos como base as moléculas
gue nosso grupo trabalhou ao longo dos ultimos anos, que tiveram sua atividade inibitéria
tanto da atividade enzimatica por si s6, mas também pela reducéo ou neutralizacdo dos efeitos
inflamatorios, citotoxicos e antioxidantes.

As moléculas desse trabalho foram selecionadas por mineracdo de dados por
caracteristicas de QSAR, que sdo caracteristicas fisico-quimicas baseadas no ligante e no
alvo. Esses parametros foram importantes na mineragdo principalmente nas plataformas
PubChem, Cocoonut e National Center for Biotechnology Information (NCBI), além de
outras plataformas abertas (Ferreira et al., 2015). Em todos os passos da mineracdo de dados
priorizamos a gratuidade dos bancos de dados e a presenca de estruturas tridimensionais
definidas.

A regra dos cinco de Lipinski indica que uma molécula, para ser uma boa
candidata a farmaco, deve ter no minimo estes parametros multiplos de 5: log P > 5, massa
molecular < 500, aceptores de ligacdao de hidrogénio < 10 e doadores de ligagao de hidrogénio
< 5 (Santos et al., 2018).

Os descritores sdo parametros utilizados para representar propriedades
moleculares, incluindo as eletrnicas, geométricas, e topoldgicas, implicitas na estrutura
quimica de cada composto, seguindo a regra dos cinco de Lipinski com auxilio de
conhecimentos e aplicagdes prévias do grupo (Acharya, 2011; Filimonov, 2014; Santos et al.,
2018; Moura; Halder; Cordeiro, 2019).

Nesta etapa foram utilizadas quatro plataformas para avaliacdo e selecdo
molecular dos compostos, sendo eles: PubChem, Cocoonut, Molinspiration e SwissADME,
além de nos basearmos em conhecimentos prévios do grupo em relacdo aos flavonoides, e
elucidou questdes encontradas durante pesquisas realizadas anteriormente.

Para visualizagdo da mineracdo de dados, foi utilizado o programa WordCloud,
técnica de contagem e parametrizacdo de palavras ou termos, onde se analisa a representacdo
significativa de termos. De acordo com o programa, quanto maior a caixa do texto da nuvem
de palavras estatisticas, maior a sua representacao dentro da pesquisa de mineracao de dados.
As nuvens de palavras tém sido utilizadas em trabalhos académicos para a realizagdo de
analises qualitativas que consistem em usar tamanhos e fontes de letras diferentes de acordo
com a frequéncia de ocorréncia das palavras no texto analisado (Carvalho, 2012).

3.2 ANALISE IN SILICO

A determinacdo da sequéncia de aminodcidos e a sequéncia parcial de
aminoacidos estdo depositadas nas bases de dados PDB (Protein Data Bank -
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https://www.rcsb.org/) e no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequéncia parcial 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.

As fosfolipases A2 sSPLA2 de Cdt e LP-PLA2 foram o selecionadas de acordo
com sua resolucao estrutural, uma estrutura molecular que acomode a maior parte dos sitios
cataliticos. O modelo cristalogréfico foi escolhido como o melhor modelo para a construgdo
do modelo estrutural tedrico de Cdt. - SPLA2 (PDB 2qgog), Acetilcolinesterase (PDB 4m0Qe) e
a Lp-PLA2 (PDB 3d59).

Os ligantes foram obtidos na plataforma PubChem em formato 3D com a extens&o
.SDF. Apds o download, os arquivos dos ligantes foram convertidos para o formato Mol2., e
os modelos em .PDB foram gerados pelo RCBS, para serem inseridos na plataforma
SwissDock.

A preparacdo das coordenadas do modelo para os procedimentos de dock
molecular foi efetuada utilizando a ferramenta Chimera 1.14, onde observamos os locais que
possuem maiores interacGes entre 0 composto e a proteina, dentre as 250 posi¢des geradas
pelo SwissDock neste dock preliminar (Pettersen et al., 2004).

Realizamos uma sobreposicao de outros modelos cristalograficos conjugados com
compostos similares para avaliar qual seria o local ideal de criacdo de grid box, no software
Autodock, que gerou 10 modelos dentro deste grid, neste segundo dock.

O AutoDock Vina foi empregado para adicionar atomos de hidrogénio polares e
agregar as cargas Kollman. Por fim, apdés todas as modificacdes, 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 dos programas AutoDock Tools e Vina. 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).

No caso da enzima PLA2 Cdt., utilizamos as coordenadas 100x70x100. Para a
AchE, foi utilizado 50x50x50, e para a LpPla2, o grid foi de 90x90x90, devido as suas
caracteristicas e tamanho de seu sitio.

As andlises dos modelos obtidos foram realizadas por trés diferentes
metodologias, e 0 melhor modelo foi selecionado com base em testes de atividade biologica,
estruturas e inibicao realizada durante o projeto. Todas as figuras resultantes desses estudos
foram construidas pelo programa PYMOL v2.4 (Seeliger, De Groot, 2010). A plataforma
Molinspiration foi utilizada para melhor visualizagdo da estrutura dos compostos (Tetko,
2005), assim como o software Discovery Studio 4.0 e LigPlot (Wallace et al., 1995; Biovita
Fundation, 2007).

3.3 DOCK MOLECULAR

O Dock molecular € um método in silico amplamente aplicado em programas
de descoberta de novas drogas, o qual prevé a ligacdo de uma determinada molécula
interagindo com um alvo biologico especifico. Neste estudo, 0s experimentos de ancoragem
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molecular foram realizados pela plataforma SwissDock (Grosdidier; Zoete; Michielin, 2011),
posteriormente utilizamos a plataforma CavityPlus (XU et al., 2018), seguindo a ideia de XU
et al., 2018, a associacao do uso das plataformas gerou um melhor resultados, para gerar uma
Grid Box mais fidedigna com a realidade, utilizando o software Autodock Vina (Goodseell;
Morris; Olson, 1996; Seeliger; de Groot, 2010). Foram gerados diversos resultados de varias
execucdes de encaixe, resumidos em uma tabela para posterior analise (Pettersen et al., 2004;
Trott et al., 2010).

As anélises dos modelos obtidos foram realizadas por diferentes metodologias,
com base em dados bibliogréaficos. 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 ligagdo, distancias e orientagdes das moléculas no microambiente do
sitio ativo de PLAZ2.

3.4 PURIFICAGCAO DA SPLA2

3.4.1 Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC

Foi utilizado 20 mg/mL do veneno total, que serd& homogeneizado em tamp&o
bicarbonato de aménio 0,1M, pH 7,9 até a sua completa dissolucdo. Posteriormente, essa
solucdo de veneno sera centrifugada a 2500xg por 5 minutos para clarificacdo da solugéo.

O sobrenadante obtido serd aplicado a coluna pré-empacotada de excluséo
molecular em coluna Superdex 75. O sistema cromatografico sera previamente equilibrado
com o tampéo bicarbonato de aménio, pH 7,9, 0,1M, 60 minutos antes da aplicacdo da
amostra. A eluicdo do material sera realizada a um fluxo constante de 0,2 ml/min e
monitorada a uma absorbancia de 280 nm. O pool de fosfolipase sera agrupado e,
posteriormente, liofilizado.

3.4.1.1 Analise do grau de pureza da toxina

O grau de homogeneidade molecular sera realizado por dois métodos, um 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 solucdo de &cido
trifluoroacético a 0,1% (TFA, 0,1%) previamente filtrado em filtro 0,22 mm. As amostras
liofilizadas serdo dissolvidas em 250 ml de TFA 0,1%, e centrifugadas a 4500xg por 5
minutos. O sobrenadante obtido sera entdo aplicado na coluna cromatografica. Para elui¢do da
fracdo, foi usado um gradiente linear continuo do solvente B (Acetonitrila 66% em solvente
A). O registro da corrida cromatografica sera realizado a 214nm.
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3.5 ENSAIOS ENZIMATICOS

A fim de avaliar o comportamento da enzima frente as diferentes concentracdes
de substrato cromogénico derivado do p-nitroanilida, 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid
(NOB), a SPLA2 (previamente purificada) foi solubilizada com solucéo salina NaCl a 0,9% na
concentracdo de 1 mg/mL e o substrato solubilizado em Acetonitrila PA em concentragfes
que variaram de 0,25 até 2 mg/mL (n=5).

Para avaliar o potencial inibitério das Quercetinas, a enzima foi solubilizada da
mesma maneira e na mesma concentracdo e incubada com os compostos por 30 minutos.
Neste segundo teste, o substrato (NOB) foi solubilizado com Acetonitrila a uma concentracao
de 1 mg/mL. Ambos foram adicionados ao tampéo Tris-HCI 0,02M, NaCl 0,15M e CaCl2
1mM (pH 8) para serem analisados com leitura em espectrofotdmetro UV-VIS SPECTRA
MAX (Molecular Devices, CA), com comprimento de onda a 405 nm. As leituras ocorreram
ao longo do tempo de incubagéo (90 minutos), com intervalos de 5 minutos entre as leituras.
Para calcular a porcentagem de inibicdo, utilizou-se a velocidade de consumo do substrato
(inclinagéo da reta) sob a férmula descrita abaixo:

{VGPLAZ — Vamrubndw) 100

Voppaz

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

3.6 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Foram utilizados animais da espécie Mus musculus de 23 a 30 g, provenientes do
Biotério Central da UNICAMP (CEMIB). Os experimentos foram realizados no laboratério
Biologia Molecular de Proteinas e Peptideos (BIOMOLPEP) da UNESP Campus do Litoral
Paulista, onde foram mantidos até o momento do teste em um gabinete biotério, climatizados
com umidade e temperatura controlada. Os animais foram tratados com &agua e racdo ad
libidum, controle do ciclo claro/escuro, e mantidos de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos experimentais
foram apresentados ao Comité de Etica da UNESP (CEUA/UNESP) para aprovacao.

Devido a pandemia de COVID-19, foram reutilizados resultados de antigos
experimentos animais aprovados pelos respectivos Comités de Etica. Todos 0s 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 CO; e, posteriormente,
eutanasiados por deslocamento cervical.
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3.6.1 Avaliagdo do edema de pata protocolo incubado

Foram realizados dois modelos experimentais in vivo para avaliacdo da inibicdo
da inflamacdo aguda causada por sPLA2 purificada, ambos utilizando camundongos fémeas
Swiss (~25g, n=5). Os protocolos de aprovacdo do Comité de Etica utilizados foram:
008/2015; 009/2015; 010/2015; 14/2016; 15/2016; 18/2016; 19/2016; 03/2019; 04/2019.

Os testes in vivo foram efetuados somente apos a averiguagdo in vitro da inibi¢éo
ou interacdo com compostos com as enzimas utilizadas no estudo, de acordo com o descrito
previamente sobre ensaios enziméticos. Os animais foram separados em oito grupos: controle
(salina), sSPLA2, Q (Quercetina), Kpf (Kaempferol), SPLA2:Kpf (Kaempferol incubada com a
SPLA2) e SPLA2:Q (Quercetina incubada com a sPLA2).

Neste primeiro experimento, foram inoculados 25 pL através de injecao
subplantar posterior direita das moléculas isoladas e/ou incubadas 30 min com PLA2. No
grupo controle negativo, foi injetado 25 pL de solucao salina (NaCl 0,9%); no controle
positivo, 10 puL de sPLA2 na concentragdo de 10,72.10 mol/L; no grupo das Quercetinas
isoladas, foi injetado 25 mg/mL de cada composto com a sPLAZ2 incubada previamente. As
concentragBes dos compostos injetados foram 8,27x10* mol/L de Quercetina e 8,73x10*
mol/L de Kaempferol.

O monitoramento do volume do edema foi realizado através de
hidropletismdmetro durante 4h ou até a diminuicdo da inflamag&o do controle chegar a 20%
da inicial. Apo6s os testes, os camundongos foram anestesiados e sacrificados via
deslocamento cervical.

3.6.2 Edema de pata

Serdo realizados modelos experimentais in vivo para avaliagdo da inflamacéo
aguda causada pelo veneno, enzimas e compostos naturais que serdo aplicados na regido
subplantar da pata direita (25 mg/mL) com solugéo salina estéril de camundongos fémeas (n =
5).

As concentragdes dos compostos injetados foram, respectivamente, 8,27x10™
mol/L de Quercetina e 8,73x10* mol/L de Kaempferol. O monitoramento do volume do
edema sera conduzido através de hidropletismdmetro nos tempos 0, 30, 60, 120, e 240
minutos de observacdo até a diminuicdo da inflamacdo do controle chegar a 20% da inicial.
Ap0s os testes, 0s camundongos serdo anestesiados e eutanasiados.

Para as analises bioquimicas e de biologia molecular, o sangue sera 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 coletadas e congeladas em
nitrogénio liquido e, posteriormente, guardadas em um biofreezer a -80 °C até 0 momento do
ensaio. Os tecidos provenientes das patas serdo homogeneizados em um sistema “Polytron
Homogenizer” durante 15 segundos com ImL de HTAB para cada 50 mg de amostra. Apds
esta etapa, 0os homogenatos serdo agitados em vértex e centrifugados em centrifuga de
eppendorf a 4500xg por 5 minutos e o sobrenadante obtido sera submetido a anélise.
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3.6.3 Atividade miotdxica

Para avaliar a atividade miotdxica, serdo inoculados no masculo gastrocnémico
direito as proteinas e 0s compostos a serem escolhidos para 0s ensaios, numa concentracao de
10,72x1072 mol/L de PLA2, tendo o sangue coletado da calda 30 minutos apos a aplicagdo de
25 pL 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 molecular. Ao final do experimento,
amostras de 100 a 200 mg de tecido das patas serdo coletadas e congeladas em nitrogénio
liquido e, posteriormente, guardadas em um biofreezer a -80 °C até o0 momento do ensaio.

Os tecidos provenientes das patas serdo homogeneizados em um sistema
“Polytron Homogenizer” durante 15 segundos com 1mL de HTAB para cada 50mg de
amostra. Apds essa etapa, 0s homogenatos serdo agitados em vortex e centrifugados em
centrifuga de eppendorf a 4500 xg por 5 minutos e o sobrenadante obtido serd submetido a
andlises biogquimicas.

A atividade miotdxica sera quantificada pela atividade da enzima creatina cinase
(CK), determinada pelo uso de 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 340 nm
apo6s 3 minutos. A atividade da creatina cinase sera expressa em unidades/litro.

3.7 . ANALISE ESTATISTICA

Os dados serdo expressos como média * desvio padrdo da média. Os resultados
serdo analisados por analise da variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste
Dunett ou Bonferroni. Valores de p < 0,01 foram considerados significativos. Para 0 ensaio
enzimatico, sera realizada uma regressao linear, cuja angulacdo da reta sera utilizada para
encontrar a porcentagem de inibicéo, e seu erro 0s pontos de porcentagem.
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4 RESULTADOS

Foi realizada a triagem sistematizada e tabelada dos flavonoides das espécies
Eugenia spp., Schinus spp., e Jatropha spp., com base na técnica de estudo das relacdes
quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica ou alguma propriedade fisico-
quimica (QSAR/QSPR). A modelagdo quantitativa das relacfes estrutura-atividade (QSAR) é
uma técnica bem conhecida que se tem revelado extremamente Gtil em varios campos de
investigacdo, incluindo o farmacéutico, a ecotoxicidade dos produtos quimicos industriais, € a
ciéncia dos materiais. Esta técnica ndo sO 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 aos artigos com acesso aberto, para
consulta de dados concentrados nos indexadores NCBI, Google Académico e Elsevier,
gerando uma tabela com a apresentacdo por especie vegetal e seus flavonoides principais
isolados, descritos e referenciados (Anexo I). Para melhor explicagdo, apresentamos um
resumo na forma de infografico (Figura 3) baseado no programa WordCloud.

Nesta primeira fase do projeto, foi realizada uma extensa pesquisa de plantas
mencionadas, citadas e que tenham sido descritas com medicinais, seguindo basicamente as
defini¢des da OMS, que afirma que planta medicinal ¢ “[...] todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou
que sejam precursores de farmacos semissintéticos”, e do Ministério da Saude, que relata
que “[...] as plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém
tradicdo de uso como remédio em uma populagdo ou comunidade”.

Para utilizar uma planta medicinal, é preciso conhecé-la, saber onde colhé-la, e
como prepara-la. Normalmente, sdo utilizadas na forma de chas e infusbes. Junto a estes
critérios, também foi foco desta primeira triagem home office a presenca de trabalhos que, em
sistema aberto (open access) ou com um conjunto de informagdes de acesso livre, colocassem
detalhes sobre o isolamento, caracterizacdo estrutural, funcional e bioldgica de plantas
medicinais.

A selecdo dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski. Todos o0s
compostos atenderam as caracteristicas para um bom farmaco. Os resultados revelaram que 0s
compostos da classe dos flavonoides interagiram fortemente com as proteinas, sendo elas pro-
inflamatorias ou apenas outras proteinas da classe das esterases.

Ap0s a primeira catalogacdo, foi elaborada a Tabela 1l (Anexo Il), onde as plantas
foram separadas de acordo com seus respectivos biomas e comparadas ao RENISUS, com o
respectivo potencial farmacolégico (Brasil, 2009).

Devido ao nosso grupo BIOMOLPEP ter feito um extensivo uso de flavonoides
como moléculas capazes de inibir a atividade farmacoldgica induzida pela sPLA2 de Crotalus
durissus terrificus, e com base nos dados das Tabelas | e Il (Anexo | e 1), selecionamos para
a Tabela Il (Anexo I1l) os compostos polifendlicos com predominancia de flavonoides que
apareciam em comum nos trés géneros selecionados e possuiam espécies. A catalogacdo de
acordo com o RENISUS, presente na Tabela Il, prossegue com a sistematica de base da
metodologia QSAR.
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A triagem de compostos foi conduzida com base no seguinte esquema de trabalho:
busca no site pela combinacdo dos termos atividade farmacologica, estrutura molecular
definida e propriedades, e apds selecionados, os componentes foram relacionados com a
plantas medicinais usadas no SUS e propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.

Assim, seguiu-se para o Ultimo ponto da classificagdo estrutural, onde
selecionamos os compostos com propriedade anti-inflamatéria mais evidente, com base nos
estudos estruturais de Farooqui e Farooqui (2010). O estudo caracterizou regibes com maior
atividade anti-inflamatoria e outras que possuem maior atuacdo antioxidante.

ApoOs esta separagdo, prosseguimos o estudo com as estruturas moleculares dos
compostos em 3D, onde j& se inicia a preparacdo para o dock molecular. Essa etapa ocorreu
com o auxilio da plataforma Molinspiration, inserindo a nuvem eletrénica, evidenciando as
propriedades de hidrofilicidade e hidrofobicidade de cada composto e suas relacdes com a
estrutura e atividade, conforme indicado na Tabela IV (Anexo 1V).
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Figura 3: Analises da nuvem de termos ou palavras mostrando os géneros Eugenia spp., Schinus spp. e
Jatropha spp. Esta analise cruzando a mineracdo de dados com a nuvem de dados indica que 0s compostos
presentes nos trés géneros mais frequentemente isolados sdo a quercitrina, Quercetina, Apgenina e Kaempferol.

De acordo com Farooqui e Farooqui (2010), dois tipos de atividade podem ser
encontrados em flavonoides: os antioxidantes e as anti-inflamatorias. Nesse sentido, criamos
uma derivacdo da Tabela VI explicando a imagem e suas interacdes, conforme Anexo V.

Realizamos uma visualizagdo do perfil quimico dos compostos, para melhor
entendimento, indo de acordo com as caracteristicas apresentadas pela plataforma
SwissADME (Anexo VI). A selecdo dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski.
Todos os compostos atenderam as caracteristicas para um bom farmaco.

Apos esta etapa, partiu-se para os estudos de ancoragem molecular dos compostos
selecionados (Quercetina; Kaempferol), frente a Cdt. SPLA2 (PDB 2qog), conforme ilustra a
Figura 4. As estruturas foram retiradas das plataformas PubChem e NCBI.

Para melhor compreensdo deste trabalho, seguimos a realizacdo de dock com as
proteinas AchE (Acetilcolinesterase); (PDB 4m0e); e com a fosfolipase A2 associada a
lipoproteina (LpPLA2) também conhecida como Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase
(PAF-AH); (3D59).
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Figura 4: Estruturas tridimensionais das proteinas utilizadas (3D). Figura 5A: Fosfolipase A2 de Crotalus
durrissus terrificus; as esferas verdes representam o célcio. Figura 5B: Acetilcolinesterase de Homo sapiens.
Figura 5C: Fator ativador de plaquetas acetilhidrolase de Homo sapiens. A cor segue a ordem de cor do software
Pymol, sendo cadeias A (verdes), B (azuis), C (rosas), e D (amarelas).

Durante o processo de Dock molecular, foram feitos dois refinos, onde o primeiro
foi obtido por meio da plataforma SwissDock com 250 possiveis locais de ancoragem.

Seguimos para a analise de cavidades de interacdo para uma melhor comparacao,
utilizando assim a plataforma Cavity Plus, que nos gerou mdaltiplas cavidades de interacéo,
selecionamos as que apareciam com interacdes mais fortes ente a proteina e o composto
testado, com a associagdo do uso das plataformas gerou um melhor resultado, como podemos
observar na Figura 5.
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Figura 5: Representacdo do dimero da proteina PAF-AH de Homo sapiens interagindo com o composto. Na
Figura 5A, esta presente a estrutura 3D com as interages do composto Kaempferol geradas pelo SwissDock e
analisadas pelo Chimeral.14; a Figura 5B 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).

Apoés este resultado, foi feita uma segunda ancoragem com a montagem de
coordenadas para criar uma Grid Box feita pelo Autodock Tools, nos locais em que o
SwissDock sinalizou maior quantidade de interacdes. Para melhor localizacdo da Grid box,
realizamos uma pesquisa preliminar, avaliando o encaixe e sobreposicdo de PLA2 similares
provenientes de venenos de cobras. Os modelos cristalograficos ja conhecidos estdo
depositados no banco de dados RCSB-PDB.

Com o Autodock, foram gerados 10 modelos seguindo as coordenadas refinadas
da Grid box, considerando o local de maior interacdo dos compostos.

Dentre os dez, selecionamos o melhor, de acordo com o indice RMSD, onde a
melhor ancoragem deve ter um valor de 0 — 6 A. O valor mais recomendado ¢ abaixo de 1,5 A
(Bell; Zhang, 2019). Dentro deste parametro, selecionamos um modelo de cada composto, e
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avaliamos suas interacGes com a proteina. As interagdes avaliadas foram os tipos de ligacdo,
locais e a distancia do composto com a proteina. As imagens foram geradas no Discovery.

Para melhor visualizacdo das interacdes entre 0 modelo de ancoragem com a
proteina, e entre 0 modelo de Dock com a proteina, foram utilizados os softwares Discovery e
LigPlot Plus. Os softwares permitem observar os tipos de interagdo, locais de interacéo e suas
respectivas forgas.

Em um melhor entendimento e interpretacdo das interacdes dos compostos frente
as proteinas, foi montada uma tabela geral que mostra as ligaces, os tipos de ligacéo, forcas e
distancia média entre o composto e as respectivas proteinas (Anexos VII).

4.1 QUERCETINA

A Figura 6 revela que a Quercetina interage no tetrdmero da sSPLA2 de Cdt., onde
ela interage apenas com a cadeia C, sendo as ligacdes com o Acido Aspartico(D) 49 de forma
covalente e com o Calcio de forma Infavoravel, com a Histidina (H) 48, que sdo aminoacidos
do sitio catalitico da enzima. O composto também interagiu com as Isoleucinas (I) 9 e 19,
Cistina (C)29, Asparagina (N) 6, Leucina (L)2 e o Triptofano (W)31 por Van der Walls.

Os aminoacidos Fenilalanina (F)5, Alanina (A)18 e 23, e Tirosina(Y)22 se ligam
de forma Alkyl. A Glicina (G)32 faz pontes de hidrogénio de forma covalente em uma
distancia de 3,08 A e ponte de carbono com a Lisina (K) 69. A média de distancia nas
interagBes entre os aminoécidos e a proteina foi de 3,25 A.
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Figura 6: Representagdo do tetrdmero da proteina sSPLA2 de Cdt. Imagens retiradas da plataforma RCSB. Na
Figura 6A, esta presente a estrutura quimica do composto Quercetina. A Figura B ilustra a interacdo do
composto com a proteina (imagem do software Discovery). Na Figura C, estdo representadas as interacdes pelo
software Lig Plot. A Figura D foi elaborada pela plataforma RCSB, onde observamos a superficie da proteina
com as quatro subunidades destacadas por cor, o sitio da proteina e de ligacéo, respectivamente destacados por
setas. A Figura E, elaborada pela plataforma RCSB, indica apenas o mondmero de interagdo com seu sitio
destacado na cor magenta.
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Observa-se na Figura 7 os graficos obtidos no HPLC de fase reversa em coluna
Wide Pore C5, previamente calibrado com tampado A (TFA 0,1%). Seu tampdo B € de
ACNG66%. Nas Figuras 7Al1 e 7A2, a varredura de absorbancia foi realizada em 280nm e
360nm, respectivamente, com o composto Q incubado por 30 minutos com a sPLA2 de Cdt.,
onde observa-se uma diminui¢do no cume do pico (sinalizado pela seta).

Nas Figuras 7B1 e 7B2, a varredura de absorbancia foi conduzida em 280nm e
360nm, respectivamente, onde aparece apenas a SPLA2, mostrando que seu pico mais alto
ocorre sem o composto. Tal resultado demonstra uma diminui¢do no tempo de retencdo dos
picos quando incubados, tendo uma interagdo entre o composto e a proteina, onde observamos
a juncéo dos picos e reducdo da afinidade pela coluna (Figura 7C).

Na Figura 7D, observa-se que quando os picos estavam puros, foram passados no
HPLC e seus graficos ficaram sobrepostos, mostrando seus diferentes tempos de retencao de
acordo com o gradiente de tampdo B. A linha tracejada exemplifica o gradiente de tampéo B,
que se inicia aos 5 minutos de corrida e chega a 100% em 40 minutos.
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Discovery Bio Wide Pore C5 HPLC (2.1mm x 10 cm)
Bufier A: TFA 0.1%
Buffer B: Buffer A + 66% Acetonitrile
Flow rate: 1 mLf min
Column temperature: Room temperature
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Figura 7: Diagramas de perfis em HPLC de sPL2 de Cdt. e Kpf, com varreduras de absorbéancia (7A; 7B)
incubados por 30 min (7C), e puros (7D).
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No teste enzimatico, a SPLA2 mostrou que, ao degradar o substrato cromogénico
4AN3OBA em comparacdo ao composto Quercetina, possuem atividades enzimaticas
diferentes com absorbancias e intensidades distintas, pois a SPLA2 com Quercetina
apresentou uma diminuicdo de atividade da sPLA2, porém, ambas possuem comportamento
sigmoide (Figura 8A). O teste V Max demonstrou que a SPLA2 com Quercetina alterou a
atividade da sPLAZ2, potencializando sua atividade no inicio do teste e inibindo-a ao final
(Figura 8B).
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Figura 8: Ensaio de atividade enzimatica utilizando substrato cromogénico sintético 4N3OBA especifico para
PLAZ2. Reacgdo monitorada em 425 nm por 80 minutos, com intervalos de 5 minutos. Amostras das sPLA2 &cidas
com concentragdo de 1 mg/mL, concentragcdes de 4AN3OBA 2 mg/mL.




33

Observamos no ensaio de edema de pata um edema imediato apos a administracéo
da sPLAZ2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade edematogénica atingiu seu
méaximo em 15 minutos (n=3 e p<0,001).

Com o composto Quercetina incubado com a sPLA2, analisamos 0 pico m&ximo
da atividade edematogénica em 30 minutos e uma diminuigcdo significativa no edema
comparado apenas com a SPLAZ2. Percebemos no teste que a Quercetina ndo tem capacidade
de causar atividade edematogénica significante (Figura 9A).

Analisamos a atividade miotdxica da sSPLA2 pela dosagem da enzima creatina
quinase (CK), presente no plasma sanguineo dos camundongos injetados. Foi realizado
também um comparativo com a sPLA2 incubada com a Quercetina e com um controle. A
concentracdo de CK no plasma dos animais demonstrou que a SPLA2 com a Quercetina
apresentou menor atividade miotdxica comparada com a atividade da sSPLA2 sem o composto

(Figura 9B).
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Figura 9: Ensaios farmacologicos. 9A: Ensaio de volume de edema de pata quando a SPLA2 &cida é injetada via
subplantar. Analise estatistica ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori, p <0,05. 9B: Ensaio de quebra da
creatina quinase. 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. As proteinas foram administradas isoladamente, mostrando
diferencas estatisticas em relacdo a PLA2.
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Com o composto Quercetina incubado com a sPLA2, analisamos 0 pico maximo
da atividade edematogénica apds 30 minutos, tendo um aumento no edema comparado apenas
com a sPLAZ2. Percebemos no teste que o composto Quercetina reduz a afinidade da enzima
com o substrato, mas continua seu curso de agéo (Figura 10A).

A atividade miotoxica da sPLA2 foi analisada pela dosagem da enzima creatina
quinase (CK), presente no plasma sanguineo dos camundongos injetados. Foi realizado
também um comparativo com a sPLA2 incubada com a Quercetina e com um controle. A
concentracdo de CK no plasma dos animais demonstrou que a sSPLA2 com a Quercetina

apresentou menor atividade miotdxica comparada com a atividade da sPLA2 sem o composto
(Figura 10B).
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Figura 10: Ensaios farmacolégicos com avaliagdo apés 30 minutos. 10A: Ensaio de volume de edema de pata
quando a sPLA?2 4cida ¢ injetada via subplantar. Andlise estatistica ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori,
p <0,05. 10B: Ensaio de quebra da creatina quinase. 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. As proteinas foram
administradas isoladamente, mostrando diferencas estatisticas em relagdo a PLA2.
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Seguimos nossas pesquisas realizamos testes in silico com PAF-AH, caracterizada
como uma enzima estearica pertencente a inflacdo e coagulagédo, posteriormente realizamos
testes in silico com a AchE, caracterizada como uma enzima estedrica pertencente a
comunicac¢do muscular, para um melhor entendimento sistémico da atuacdo deste composto.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Q; observamos na Figura 11;
pode interagir em trés cavidades da PAF-AH por serem as cavidades do sitio optamos por
criarmos a grid box diretamente na cavidade 2 que abrange o sitio ativo da subunidade A do
dimero, j& que a proteina tem subunidades simétrica.
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Figura 11: 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).

Ap6s a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os parametros ja citados,
na figura 11, observamos as interacdes do composto com o sitio ativo da proteina, seguindo a
cavidade 2, onde o composto interage com todos os aminoacidos que formam o sitio ativo da
PAF-AH de humanos, sendo eles, Leucina (Leu) 153, Serina (Ser) 273, Fenilalanina (Phe)
274, Acido Aspartico (Asp) 296 e Histidina (His) 351. Também tiveram interacfes com
outros aminodcidos ao redor do sitio ativo como podemos observar em cinza na figura 13A,
His 272, Glutamina (GIn) 352, Phe 357, Glicina (Gly) 152 e Leu 227
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Figura 11: 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 11A, ilustra a interacdo do composto com a proteina, com os aminoécidos essenciais do sitio catalitico
com a nuvem eletrdnica destacada em verde, em cinza observa-se outros aminoacidos que interagem com o
composto representado em azul. Na Figura 11B, ilustra a interacdo do composto com a proteina.

Em uma visdo do diagrama em segunda dimensdo nos observamos as inimeras
interacfes que o composto tem com a proteina sendo em especial as interacGes covalentes
com a His 272 e Tirosina (Tyr) 100 em pontes de hidrogénio, em pontes de carbono interage
com Gly152 e GIn 352, de forma pi-stacked com Phe 357 e Alanina (Ala) 355 e Ala 155 com
0s outros amino&cidos vistos na Figura 12 tem interacdes fracas.
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Figura 12: Representacdo das interagcBes do composto com a proteina. Na Figura 12A, ilustra a intera¢do do
composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 12B, estdo representadas as
interacGes pelo software Lig Plot.

Durante os testes in silico com a AchE, caracterizada como uma enzima esteérica
pertencente @ comunicacdo muscular, para um melhor entendimento sistémico da atuacao
deste composto.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Q; observamos na Figura 13;
pode interagir em quatro cavidades da AchE por serem as cavidades do sitio optamos por
criarmos a grid box diretamente na cavidade 3 que abrange o sitio ativo da subunidade A do
dimero, ja que a proteina tem subunidades simétrica.

Cavidade1

Cavidade 3

Cavidade 4

N
A Cavidade 2

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).

Ap0s a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os parametros ja citados,
na figura 15, observamos as interagcdes do composto com o sitio ativo da proteina, seguindo a
cavidade 3, onde o composto interage com todos 0s aminoacidos que formam o sitio ativo da
AchE de humanos, Ser 203, His 447, Glutamina (Glu) 334. Também tiveram interacfes com
outros aminoéacidos ao redor do sitio ativo como podemos observar em cinza na figura 15A,
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B)

Oy ctin

Figura 15: Representacdo do mondmero de AchE de Homo sapiens (4MOE), em sua forma tridimensional, com
os amino4cidos de onde o composto interage. Imagens geradas pelo software Pymol. A Figura 15A, ilustra a
interacdo do composto com a proteina, com os aminoécidos essenciais do sitio catalitico com a nuvem eletrnica
destacada em verde, em cinza observa-se outros aminodcidos que interagem com o composto representado em
azul. Na Figura 15B, ilustra a interagdo do composto com a proteina.

Em uma visdo do diagrama em segunda dimensdo nos observamos as inumeras
interacfes que o composto tem com a proteina sendo em especial as interacbes Tyr 332,
Arginina (Arg.) 296, Ser 293, Tyr 124, Gln 291, Phe295 que sdo covalentes, em ponte de
hidrogénio tem uma interacdo Pi-pi Stacked com Tyr 341, o composto também interage com
o0s outros amino&cidos de forma fraca, onde podemos observar na figura 16.
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Figura 16: Representacdo das interagGes do composto com a proteina. Na Figura 16A, ilustra a interacdo do
composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 16B, estdo representadas as

interac@es pelo software Lig Plot.
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4.1 KAEMPFEROL

In silico, podemos observar que o Kaempferol interage no tetramero da sPLA2 de
Cdt (Figura 17). Com o Acido Aspartico(D) 49 um de forma covalente em ponte de
hidrogénio em uma distancia de 3.2 A, no principal aminoéacido do sitio catalitico da SPLA2
de Cdt., acreditamos que essa interagdo altere a conformacgdo da enzima, e interaja com a
Tirosina (Y) 52, que sdo importantes aminoacidos em esterases.

Além de interagir com a Glicina (G) 53 do anel do Loop de célcio e a Lisina (K)
69, também interage com a Serina (S) 113 de forma covalente em ponte de hidrogénio em
uma distancia de 3,1 A, sendo ela e o Acido aspartico (D) 122 os Unicos aminoacidos da
cadeia B. A média de distancia nas interacdes entre os aminoacidos e a proteina foi de 3,44 A.

D)

Catalytic
Pocket

Inhibitor
bindig site

Catalytic
Pocket

Figura 17: Representacdo do tetrdmero da proteina SPLA2 de Cdt. Na Figura 17A, estd presente a estrutura
quimica do composto Kaempferol; a Figura 17B ilustra a interacdo do composto com a proteina, imagem obtida
pelo software Discovery; na Figura 17C, estdo representadas as interagdes pelo software Lig Plot. A Figura 17D
foi elaborada pela plataforma RCSB, onde observamos a superficie da proteina com as quatro subunidades
destacadas por cor; o sitio da proteina e de ligacdo estdo respectivamente destacados por setas. A Figura 17E,
elaborada pela plataforma RCSB, ilustra apenas o monémero de interacdo com seu sitio destacado na cor
magenta.
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Observa-se na Figura 18 os graficos obtidos no HPLC de fase reversa em coluna
Wide Pore C5, previamente calibrado com tampdo A (TFA 0,1%). O tampédo B é de
ACNG66%. Nas Figuras 18A1 e 18A2, ilustra-se a varredura de absorbancia em 280nm e
360nm, respectivamente, com o composto Kpf incubado por 30 minutos com a sPLA2 de
Cdt., o qual registra uma diminui¢&o no cume do pico (sinalizado pela seta).

Nas Figuras 18B1 e 18B2, na varredura de absorbancia em 280nm e 360nm,
respectivamente, aparece apenas a SPLA2, mostrando que seu pico é mais alto que quando
sem o composto. Tal resultado demonstra uma reducdo no tempo de retencdo dos picos
quando incubados, tendo uma interacdo entre o composto e a proteina, onde observamos a
juncéo dos picos e menor afinidade pela coluna (Figura 18C).

Na Figura 18D, quando os picos estavam puros, foram passados no HPLC e seus
gréficos ficaram sobrepostos, mostrando seus diferentes tempos de retencdo de acordo com o
gradiente de tampdo B. Observa-se a linha tracejada exemplificando o gradiente de tampéo B
gue se inicia aos 5 minutos de corrida e chega a 100% em 40 minutos.
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Figura 18: Diagramas de perfis em HPLC de sPL2 de Cdt. e Kpf, com varreduras de absorbancia (18A; 18B)
incubados por 30 min (18C), e puros (18D).
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No teste enzimatico, a SPLA2 mostrou que, ao degradar o substrato cromogénico
4N3OBA comparada ao composto Quercetina, possuem atividades enzimaticas diferentes
com absorbancias e intensidades distintas, pois a SPLA2 com Quercetina apresentou uma
diminuicdo de atividade da sPLA2, porém ambas possuem um comportamento sigmoide
(Figura 19A). Com o teste V Max, foi possivel analisar que a SPLA2 com Quercetina alterou
a atividade da sPLAZ2, potencializando sua atividade no inicio do teste e inibindo-a ao final
(Figura 19B).

sPLA2 (2mg/mL) [-O-
sPLA2+Kpf 5

T 1 T T T T T T 1
0 20 40 hll a0
Time {min)

Buffer: Tris-HCI pH 8.0/
C2H3N 15%/Ca2+ 10mM
Temperature: 30°C
[Substrate]: 2mM
[Protein): 2mgy mL
Mix5"—5h"
B)
0.5- "
Vmax —sPLA2
— 051 —sPLA2

£ 0.4- +Kpf

0.3 4
> 0.2
> 01 -

0.0-

Ad425n

T
1 2 4 8
[NOBA, mi]
Buffer. Tns-HCI pH 8.0{

C2H3N 15%/Ca2+ 10mM
Temperature: 30°C
[Substrate]: 0.5mM - 8mb
[Protein]: 2mgf mL
Mix 5 —5"
Figura 19: Ensaio de atividade enzimatica utilizando substrato cromogénico sintético 4AN3OBA especifico para
PLAZ2. Reacdo monitorada em 425 nm por 80 minutos, com intervalos de 5 minutos. Amostras das SPLA?2 &cidas
com concentracdo de 1 mg/mL, concentracdes de 4AN3OBA 2 mg/mL.
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No ensaio de edema de pata, observou-se um edema imediato apds a administracdo
da sPLAZ2 na pata direita traseira do camundongo, onde a atividade edematogénica obteve seu
méaximo em 15 minutos (n=3 e p<0,001).

Além disso, o teste revelou que o Kaempferol com sPLA2 atrasou a atividade
edematogénica, que obteve seu maximo em 30 minutos e gerou uma diminuicdo significativa
no edema em comparacdo ao causado somente pela sPLA2. Ao analisar o composto
Kaempferol de forma isolada, notou-se a auséncia de capacidade de causar atividade
edematogénica significante (Figura 20A).

A atividade miotdxica da sSPLA2 pode ser quantificada pela dosagem da enzima
creatina quinase (CK), presente no plasma sanguineo dos camundongos injetados. Foi
realizado também um comparativo da sPLA2 com o Kaempferol e com um controle. De
acordo com os resultados, a concentragdo de CK no plasma dos animais indicou que a SPLA2
com o Kaempferol interagiram e promoveram um aumento do efeito miotdxico em torno de
50 p/L, quando comparado com a atividade miotoxica da SPLA2 (Figura 20B).
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Saline [ T T ]

Saline  sPLA2 sPLA2

0 15 30 G%m‘lez?mi;rz'go + Kpf
Method: single subplantar injection Method: measuring increase CK activity
Samples: sPLAZ from HPLC and sPLA2+Kpf incubated | | Myotoxicity in vivo: intramuscular (1.m.) injection
30°and punfied C5 HPLC Samples: sPLAZ from HPLC

Concentration: Img/ mL (sPLAZ and sPLA2+Kpf)/ 20ul. | | Concentration: 1mg/ mL (sPLA2/ 20ul)

each site injected s
Edema: Plethysmometer, paw edema (mL) each site injected

Figura 20: Ensaios Farmacolégicos. 20A: Ensaio de volume de edema de pata quando a sPLA2 &cida é injetada
via subplantar. Analise estatistica ANOVA seguida de Bonferroni a posteriori, p <0,05. 10B: Ensaio de quebra
da creatina quinase. 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. As proteinas foram administradas isoladamente, mostrando
diferencas estatisticas em relagdo a PLA2.

Para se ter um maior entendimento de nossos resultados, realizamos testes in silico
com a acetilcolinesterase (AchE), caracterizada como uma enzima estearica pertencente a
comunicacdo muscular, explicando assim os resultados de miotoxicidade.

In silico, a Figura 21 indica que o Kaempferol interage com dois importantes
aminoéacidos do sitio catalitico da AchE, sendo a Histidina (H) 447, de forma covalente em
ponte de hidrogénio, alterando a conformacgéo da enzima, e por Van der Walls com a Serina
(S) 203. Com a Serina (S) 125, o composto interage por ponte de hidrogénio de forma
covalente em uma distancia de 3.15 A, e com as Tirosinas (Y) 133, 337, 72 e 124,
respectivamente, sendo pontes de hidrogénio Y133 e Y337, Van der Walls Y72 e interagéo
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alkyl a Y24. O Kaempferol também interage com Acido Aspartico (D) 74 por Van der Walls,
com Triptofano (W)86 em Alkyl e com Glutamina (E) 220 por Van der Walls. A média de
distancia nas interagdes foi de 3,21A.

A

Figura 21: Representacéo do dimero da proteina Acetilcolinesterase (AchE) de Homo sapiens (PDB 4mOe), em
sua forma tridimensional, com os aminoécidos essenciais do sitio catalitico destacados em azul. Observamos
também a superficie tridimensional do mondmero com a representagdo de onde o composto interage. Imagens
retiradas da plataforma RCSB. A Figura 21A, retirada do software Pymol, ilustra a interagdo do composto com a
proteina. Na Figura 21B, estdo representadas as interacBes pelo software Discovery. Na Figura 21C, estdo
representadas as interacGes pelo software Lig Plot.

Seguimos nossas pesquisas realizamos testes in silico com o Fator de Agregacao
plaquetaria acetilhidrolase (PAF-AH) caracterizada como uma enzima estearica pertencente a
inflacdo e coagulacdo, para um melhor entendimento sistémico da atuacéo deste composto.

Nossos estudos in silico mostraram que o composto Kaempferol; observamos na
Figura 22; pode interagir em trés cavidades da PAF-AH por serem as cavidades do sitio
optamos por criarmos a grid box diretamente na cavidade 2 que abrange o sitio ativo da
subunidade A do dimero, ja que a proteina tem subunidades simétrica.
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Cavwdade 2

Figura 22: 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).

Apos a docagem foi selecionado o melhor dock seguindo os pardmetros ja citados, na figura
23, observamos as intera¢cdes do composto com o sitio ativo da proteina, seguindo a cavidade
2, onde 0 composto interage com todos 0s aminoacidos que formam o sitio ativo da PAF-AH
de humanos, sendo eles Leu 153, Ser 273, Phe 274, Asp 296 e His 351. Também tiveram
interacfes com outros aminoacidos ao redor do sitio ativo como podemos observar na Figura
24A, A Leu 159, Phel10, Gly 152, Phe 357, Leu 371 e GIn 352.

A)

LEU-153

PHE-274
Kaemipferol

LEU-159

PHE-357

HIs-351

B) N,

Figura 23: Representacdo 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 23A, ilustra a interagdo do composto com a proteina, com os aminodcidos essenciais do sitio catalitico
com a nuvem eletrdnica destacada em verde, em cinza observa-se outros aminoécidos que interagem com o
composto representado em azul. Na Figura 23B, ilustra a interacdo do composto com a proteina.
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Em uma visdo do diagrama em segunda dimensdo, podemos observar as inimeras
interacfes que 0 composto tem com a proteina sendo em especial as interages Tyr 160 e His
272 que sdo covalentes, em ponte de hidrogénio tem uma interacdo Pi-pi Stacked com Phe
357, ligacdes Alkyl com Ala 355 e 155, além de uma ponte de carbono com GIn 352. O
composto também interage com os outros aminodcidos de forma fraca, onde podemos
observar na figura 24.
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Figura 24: Representacdo das interagcbes do composto com a proteina. Na Figura 24A, ilustra a interacdo do
composto com a proteina, imagem obtida pelo software Discovery; na Figura 24B, estdo representadas as
interacGes pelo software Lig Plot.
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de trabalhos voltados para a
triagem de compostos naturais para inibir o virus por meio da técnica de Dock molecular
(Derosa et al., 2021). Uma dessas triagens foi realizada na China com diversos compostos
naturais, incluindo a Quercetina e 0 Kaempferol, os quais ja apresentam estudos na literatura
relacionados a outras doencas. O Flavondide Quercetina apresentou no Dock uma inibicdo
significativa do virus da COVID-19, com uma energia livre correspondente a -6,25 kcal
(Zhang et al., 2020).

Pesquisadores relatam que os flavonoides  Kaempferol, Quercetina e
TNF-a e IL-1, e através do dock molecular, percebemos que todos esses flavonoides
apresentam uma possivel forte inibicdo da sPLA2 (Costa et al., 1994; Silvan et al., 1996;
Nijveldt et al., 2001; Kim et al., 2004; Lopez- Pousadas et al., 2008; Inaba et al., 2008; De
Melo et al., 2009; De Melo et al., 2009).

Segundo Devi et al. (2015), o Kaempferol inibe inUmeras enzimas envolvidas
com a inflamac&o e seus efeitos colaterais. Porém, em nosso trabalho, foi observado que este
metabdlito ndo aboliu a atividade de PLA2, mas apenas retardou sua afinidade com a enzima,
potencializando assim sua atividade miotoxica devido a sua interagdo com outras enzimas
esteéricas (Tordera; Ferrandiz; Alcaraz, 1994).

Yarla, et al. 2015 e Tu et al. 2016, descrevem a interacdo da via das PLA2 no
desenvolvimento de neoplasias, visto que as PLA2 sdo intrinsicamente pro-inflamatorias,
acredita-se que algumas neoplasias possam ser de origem inflamatdria. Levantando-se a ideia,
de que possamos usar em breve base das caracteristicas de compostos naturais, para o
desenvolvimento de drogas antitumorais especificas a alguns tipos de tumores, visto que no
trabalho de Tu et al. (2016), onde ele nos mostra a interacdo do composto Kaempferol com a
membrana celular, aumentando o estresse oxidativo e a quantidade de peroxido de hidrogénio,
levando a desestabilizacdo da célula, reforcando nosso resultado de atividade miotdxica
aumentada, ainda se tem a ideia de que o Kaempferol além de atuar com outras enzimas da
classe das fosfolipases A2, como a cPLAZ2 ativando assim a rota intra celular para apoptose.

A interagdo do composto Kaempferol com a enzima AchE potencializou a
atividade toxica da PLA2 em decorréncia de uma reagdo organica do metabolismo. Os ensaios
in silico demonstraram que ela interage com o sitio ativo da sPLA2 de Cdt., entretanto é uma
enzima fundamentalmente dimerica, Marchi-Salvador et al. (2008), mostram que ela pode
formar tetrameros, o composto interage apenas com um dos sitios dela, justificando sua
reducédo de afinidade, mas continuando com a reagéo.

A enzima PAF-AH tem como uma de suas funcbes a formacdo de coagulos,
estudos recentes mostram a atuacdo do Kaempferol na reducdo de trombose, reforcando
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nossos resultados da atuacdo dela na via das PLA2, no caso diretamente com a SPLA2 e a
LpPLA2/PAF-AH. (Laszuk; Petelska, 2021; Ren et al., 2019).

No estudo de Laszuk & Petelska (2021), se tem outro ponto de interagdo do
Kaempferol com a rota da PAF-AH, que é no receptor de PAF (fator de agregagdo
plaquetaria), onde se tem interacdo. Por tanto, reforca a ideia das mdltiplas interacdes,
gerando efeitos colaterais com doses altas de composto, em Ren et al., 2019, nos mostra que
essas altas doses de Kaempferol o torna toxico, pois, quanto maior a dose menor sua
especificidade.

Durante o estudo, foi observado, que os compostos Kaempferol e Quercetina
apesar de interagirem com o sitio catalitico de algumas enzimas, observamos que tiveram
respostas diferentes na atuacdo da enzima, dado este resultado nos levanta a hipétese de que
0s compostos possam atuar de diferentes formas devido a posi¢do da hidroxila que difere os
dois na posicdo R3', como podemos observar na Figura 25, corroborando com os estudos de
Farooqui e Farooqui (2010), onde situam as funcdes em cada parte do flavonoide, no caso esta
diferenca torna a Quercetina mais Antioxidante, tendo assim uma atuacdo mais especifica e
estavel com algumas enzimas, pois conforme o compreendido no trabalho de Farooqui e
Farooqui (2010), um bom composto deve possuir trés ligacdes, em cada uma das regides
supra, para que possa ter boa atividade farmacologica.

3.7.4"' - Trihydroxyflavone

Nome RS R2'|R3'|RS
Quercetma OH H |OH| H
Kaempferol OH H |H | H

Figura 25: Representacdo da estrutura de flavonoide, constituido por trés anéis, sendo dois aromaticos e um
pirando, onde no anel B esta o radical (R) que se altera entre Quercetina e Kaempferol.
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Os testes com a Quercetina mostraram uma reducdo no tempo de interacdo da
sPLA2, aumentando assim o tempo para uma resposta do organismo. Porém, ela elevou a
miotoxicidade, mesmo com o edema reduzido. Este composto, devido aos grupamentos
carbonilas em sua estrutura, pde em xeque a auto-oxidacdo que alguns flavonoides podem
realizar (Hajji, 2006; Boots et. al, 2008), em nossos estudos in silico, demonstrou capacidade
de se ligar fortemente com a SPLA2 de Cdt., podendo inibi-la, e interagiu com outras enzimas
da classe das esterases. (Boots et al., 2008).

Os compostos interagem com a PAF-AH que tem uma relagdo importante com
a Arteriosclerose justificando as pesquisas de Fragopoulou; Demopoulos; Antonopoulou
(2009) e Ren et al., 2019, onde nos mostram o uso do Kaempferol e seus efeitos, porém
normalmente ndo se verificam outros pontos regulatérios do organismo que, quando se
encontram em desequilibrio geram efeitos adversos. (LASZUK et al., 2021)

Outro pronto importante de nossas pesquisas, foi verificar a é a interacdo dos
compostos com a enzima estearica AchE que é amplamente encontrada no organismo,
hemaécias, atua em dois pontos importantes na cascata de coagulacdo (Ren et al., 2019; Choi
et al., 2015). Segundo Tzeng et. al., (1991) e Shrivastava et. al. 2016, o0 Kaempferol interage
com a enzima AchE dentro e fora da Barreira Hemato Encefalica, assim como a Quercetina,
tem potencial neuroprotetor (Islam, et al, 2013; Khan, et al, 2019). Entretanto dados 0s nossos
resultados in vivo vemos que 0s compostos, obtiveram respostas diferentes no organismo dos
camundongos.

Reforcando nossas ideias de que existem mais pontos de interagdo,
principalmente no caso do Kaempferol que € pouco se encontra pouco disponivel no
metabolismo, em quantidade controlada, quanto maior a concentracdo utilizada no organismo
maiores interacdes e desregulagdes sistémicas podendo até desencadear inflamagdes indiretas
e interacBes com outros farmacos, alterando sua farmacocinética.

Analisar outras vias, como por exemplo as que envolvem os receptores de PAF ou
para o LPS (lipopolissacarieo), seria a melhor forma para a caracterizagdo correta de um
composto, minimizando assim sua gama de efeitos adversos e possiveis interacdes danosas,
pois segundo as bases da farmacocinética “quanto maior a concentragdo de certa substincia
no organismo, menor sera sua especificidade de agdo efetiva”.
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6 CONCLUSAO

Ao longo do trabalho, foi visto que a busca de anti-inflamatorios a partir de
metabdlitos secundarios de plantas pode permitir o uso de moléculas com estas caracteristicas
presentes em géneros vegetais indicados pelo Renisus-SUS (Brasil, 2009), o qual popularizou
na medicina nacional a pratica e utilizagdo de plantas, com artificios de tratamento na
fitoterapia e no campo da nutracéutica.

Pela mineracdo de dados os compostos flavonoides mais presentes nas espécies
vegetais indicados pelo RENISUS, Eugenia uniflora Leaves (Pitanga), Jatropha gossypiifolia
Linn (Pinhdo-roxo), Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-vermelha).

A selecdo dos compostos seguiu a regra dos cinco de Lipinski. Todos o0s
compostos atenderam as caracteristicas para um bom farmaco. Os flavonoides Kaempferol e
Quercetina foram o0s que mais se correlacionaram em nossos quesitos durante a mineragéo e
refino de dados, principalmente quando colocados frente a PLA2.

Ao longo deste trabalho, observamos que o uso de apenas um modelo
inflamatorio ndo mostra de forma fidedigna a real interacdo de um composto no organismo
devido as diferentes complexidades metabdlicas. Assim, sugerimos 0 uso de mais que um
modelo inflamatério a fim de gerar mais resultados conclusivos em futuros testes de
substancias com potencial anti-inflamatorio.

Ambos 0s compostos in vitro interagiram fortemente com a sSPLA2 mostrando
assim uma alteracdo de afinidade da proteina pelo seu substrato, mesmo que ambos chegaram
ao plato e fim da reacéo.

Quando testado in vivo, em decorréncia dos mdltiplos sistemas organicos
presentes nos animais, ocorreram reacdes danosas aos animais que diferem da cascata
inflamatoria, atuando inclusive em AchE e PAF-AH, importante enzimas presente em muitas
células do organismo, e crucial para a comunicacdo do sistema nervoso e coagulacdo
sanguinea, respectivamente.

Dentre os compostos analisados, a Quercetina demonstrou ser o melhor composto
em interacdo, tanto in silico quanto in vitro e in vivo, pois reduziu o tempo de interacao da
PLA2, aumentando assim o tempo para uma resposta do organismo, de farmaco, porém
futuramente precisara passar por um processo de melhoramento, com a utilizacdo de
ferramentas de drug design, por ela apresentar mais pontos favoraveis para se tornar um

farmaco proveniente de bases naturais.
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Contudo, devemos analisar outras rotas que nao sdo tidas como convencionais
para a propagacdo inflamatoria, para que assim possamos caracterizar devidamente um
composto, sintético ou ndo, para sua fungéo e utilizacdo, evitando a gama de efeitos adversos
e possiveis interacdes danosas, que possam causar outras doencas no individuo, a curto médio
e longo prazo e as devidas doses de exposicdo. Portanto a associacdo de metodologias
multidisciplinares, que agregam informacgfes importantes, associada as multiplas-etapas de
pesquisa e desenvolvimento utilizando, fazem assim uma melhor cria¢do ou reposicionamento

de farmacos.
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ANEXO |

Tabela | - Apresentacdo por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e

referenciados.

Espécie Flavondide Referéncia

Eugenia selloi B.D. Jacks Apiagin-7-Glicosidade Lazarini, 2020
Tenfen, 2017

Eugenia brasiliensis Apigenin

Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Caffeic acid Baliga, 2011
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Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Delphinidin Baliga, 2011

Eugenia calycina Cambess Epicatechin Ferreira, 2014
Eugenia pyriformis Cambess Epicatechin Sganzerla, 2018
Eugenia brasilienses Lam.
(Grumixama) Epicatechind Teixeira, 2015
Eugenia brasilienses Lam.
(Grumixama) Epigallocatechin gallated Teixeira, 2015

Eugenia aurata Gallic acid Costa, 2016

Eugenia punicifolia Gallic acid Costa, 2016

Schinus molle Gallic acid Marzouk, 2006
Schinus lentiscifolius Gallic acid Gehrke, 2013

Eugenia brasiliensis Tenfen, 2017

Schinus molle Isoquercitrin Marzouk, 2006
Marzouk, 2006

Schinus molle Isoquercitrin 6”-gallate

Eugenia brasiliensis Kaempferol Tenfen, 2017
Infante, 2016

Eugenia myrcianthes Kaempferol

Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Kaempherol Baliga, 2011

Eugenia pyriformis Cambess Kampoferol Sganzerla, 2018
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Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Malvidin Baliga, 2011
Schinus molle Methyl gallate Marzouk, 2006
Eugenia pyriformis Cambess Myrhicerin Sganzerla, 2018
Eugenia brasiliensis Myricetin Tenfen, 2017
Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Myricetin Baliga, 2011
Eugenia myrcianthes Myricetin Infante, 2016

Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Petunidin Baliga, 2011
Eugenia aurata Quercitin Costa, 2016
Eugenia brasiliensis Quercitin Tenfen, 2017
Eugenia Involucrata Quercitin Infante, 2016
Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Quercitin Baliga, 2011
Eugenia myrcianthes Quercitin Infante, 2016
Eugenia punicifolia Quercitin Costa, 2016
Eugenia pyriformis Cambess Quercitin Sganzerla, 2018

schinus lentiscifolius Gehrke, 2013

Eugenia calycina Cambess Quercitrin Ferreira, 2014

Eugenia jambolana Lam. (black
plum) Quercitrin Baliga, 2011
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Eugenia brasiliensis Tenfen, 2017

Eugenia florida DC. (Myrtaceae) Bastos, 2019

Tabela I: Apresentacdo por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e referenciados. A
catalogacdo da tabela estd organizada por cores: Laranja, Azul e Verde sdo referentes as espécies Euginia spp.,
Jatropha spp. e Schinus spp., respectivamente. Nesta paleta de cores, 0s tons mais escuros do azul, laranja ou
verde referem-se as espécies medicinais que estdo no catdlogo de espécies pertencentes ao SUS. As cores mais
claras referem-se as demais espécies do género.
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ANEXO II

Tabela I1: Apresentacdo por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e
referenciados.

Pertence Bioma
Espécie Composto ao Brasileiro Atividade Biolégica Referéncias
RENISUS
Eugenia . N Mata Anti-inflamatorio,
brasiliensis Apgenina Nao Atlantica antioxidante Tenfen, 2017
Eugenia Cerrado e
. g Apgenina Sim Mata Antioxidante Celli, 2011
uniflora Leaves .
Atlantica

Eugenia
[ENISBlENE) Caffeic acid Nao s Anti-inflamatério Baliga, 2011
Lam. (black Atlantica ga

plum)

Eugenia Cerrado e
. g Caffeic acid Sim Mata Antioxidante da Cunha, 2016

uniflora Leaves ..
Atlantica

Eug(-anla_ Catechin Nio MAaté Ant,omdante,, .Antl_ Tenfen, 2017
brasiliensis Atlantica inflamatoéria
Eugenia Chlorogenic CETELDC
. g _g Sim Mata Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves acid AL
Atlantica

Eugenia Cerrado e
. g Cyanidin Sim Mata Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves o
Atlantica
. Eugenia Delphinidin Sim Cerrado e Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves Mata




Atlantica

Eugenia
uniflora Leaves

Ellagic acid

Sim

Cerrado e
Mata
Atlantica

Antioxidante

da Cunha, 2016

Schinus molle | Gallic acid m

Mata

P

Atlantica

. Caatinga, L .
Eu_ggnlg Gallic acid Néo Cerrado, Mata Ant!OX|dante,, .Antl_ Costa, 2016
punicifolia o inflamatdria
Atlantica.
Eugenia Cerrado e
. g Gallic acid Sim Mata Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves A
Atlantica

Antioxidante Marzouk, 2006

S?h'.n us_ Gallic acid Néo Mat? Ar}tlgxmapte, Gehrke, 2013
lentiscifolius Atlantica antimicrobiano
. Cerrado e . .
. Eugenia Hesperidin Sim Mata Ant!oxmant(?, Ant" Bakr, 2017
uniflora Leaves .- inflamatoria
Atlantica
Eugenia Cerrado e
. g Isoquercitrin Sim Mata Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves A
Atlantica

Eugenia
pyriformis
Cambess

Kampoferol

Nao

Cerrado e
Mata

Atlantica

Antioxidante

Mata
Eugenla T Nio Atlantica, Antl-lpfla}matorlo, Infante, 2016
Myrcianthes Pampa, antioxidante
Cerrado
Eugenia . Cerrado e Antioxidante, Anti- da Cunha, 2016;
. Kaempferol Sim Mata . .- .
uniflora Leaves Atlantica inflamatoria de Oliveira, 2018

Sganzerla, 2018

Eugenia
uniflora Leaves

Luteolina

Sim

Cerrado e

Mata

Antioxidante

da Cunha, 2016




Atlantica

Eugenia Mvricetin- Cerrado e Antimicrobiano,
. g y_ . Sim Mata Antioxidantes; Anti- Rattman, 2012
uniflora Leaves | arabinoside A . L
Atlantica inflamatorias
Eugenia Mvricetin- Cerrado e Antimicrobiano,
. g y . Sim Mata Antioxidantes; Anti- Rattman, 2012
uniflora Leaves | hexoside .. . L.
Atlantica inflamatdrias
. Cerrado e . o
Eugenia Myricitin Sim Mata Antioxidantes; Anti- | Oliveira, 2018
uniflora Leaves A inflamatdrias
Atlantica
Eugenia T @ Antioxidantes; Anti-
_=ug Naringin Sim Mata . - Bakr, 2017
uniflora Leaves . inflamatorias
Atlantica

Schinus
lentiscifolius

Quercetina

Mata
Atlantica

. . . Mata Antioxidantes; Anti-
Eugenia aurata | Quercetina Nao . . . Costa, 2016
Atlantica inflamatorias
Eugeni . N M Antioxidantes; Anti-
ugg |a_ Quercetina Nao Aat? t!OXIda e’s_ t Tenfen, 2017
brasiliensis Atlantica inflamatdrias
Eugenia . . Mata Antioxidantes; Anti-
g Quercetina |  Néo ata : S Infante, 2016
Involucrata Atlantica inflamatorias
Eugenia
jambolana . . Mata Antioxidantes; Anti- .
uercetina Nao . . L . Baliga, 2011
Lam. (black Q Atlantica inflamatorias g
plum)
Mata
Eugenia . . Atlantica, Antioxidantes; Anti-
9 Quercetina Nao . L. Infante, 2016
myrcianthes Pampa, inflamatorias
Cerrado
. Caatinga .. .
Eugenia . . ' Antioxidantes; Anti-
u_g_ '. Quercetina Nao Cerrado, Mata ' X .. ! Costa, 2016
punicifolia A inflamatdrias
Atlantica
Eugenia Cerrado e
pyriformis Quercetina N&o Mata Antioxidante Sganzerla, 2018
Cambess Atlantica
. Cerrado e .. . da Cunha, 2016;
Eugen . . An ntes; Anti- ’ ’
uniflourgeL:azves Quercetina Sim Mata t;sl)‘(lfriafcgiias t Bakr, 2017; de
Atlantica Oliveira, 2018
Jatropha . . . .. L. Drumond, 2016;
curcas Linn Quercetina Néo Caatinga Anti-inflamatorio Salim, 2018

Antioxidantes; Anti-
inflamatorias

Gehrke, 2013




=

Eugenia S Cerrado e Antimicrobiano;
. g . Sim Mata Antioxidantes; Anti- Rattman, 2012
uniflora Leaves | rhamnoside A . L
Atlantica inflamatorias
Eugenia Quercitin- Cerrado e Antimicrobiano;
. g rhamnosy|- Sim Mata Antioxidantes; Anti- Rattman, 2012
uniflora Leaves A . L
gallate Atlantica inflamatorias
Eugenia Quercitin- Cerrado e Antimicrobiano;
. g rhamnosy|- Sim Mata Antioxidantes; Anti- Rattman, 2012
uniflora Leaves . A . L
hexoside Atlantica inflamatdrias
Eugenia Cerrado e
. g Quercetina Sim Mata Antioxidante Da Cunha, 2016
uniflora Leaves A
Atlantica
Eugenia Cerrado e Antimicrobiano;
. g Quercetina Sim Mata Antioxidantes; Anti- De Oliveira, 2018
uniflora Leaves .- . ..
Atlantica inflamatorias

o

Eugenia CEELDE Antimicrobianos
. g Quercitrina i Mata .. ' Bakr, 2017
uniflora Leaves . Antioxidantes
Atlantica
. Cerrado e
Eugeni . . L. nha, 2016;
. ugenia Rutin Mata Antioxidante da Cunha, 2016
uniflora Leaves .- Bakr, 2017
Atlantica

Eugenia . . Mata Antimicrobianos,
N Rutin N N L Tenfen, 2017

Tabela Il: Apresentacdo por espécie vegetal e seus flavonoides principais isolados, descritos e referenciados. A
catalogacdo da tabela estd organizada por cores: Laranja, Azul e Verde sdo referentes as espécies Euginia spp.,
Jatropha spp. e Schinus spp., respectivamente. Nesta paleta de cores, os tons mais escuros do azul, laranja ou
verde referem-se as espécies medicinais que estdo no catalogo de espécies pertencentes ao SUS. As cores mais
claras referem-se as demais espécies do género.
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Tabela I1I: Estruturas de flavonoides encontrados em comum nas espécies selecionadas

pertencentes ao RENISUS.

Indicados pelo SUS

Composto

Aplicagdes

Referéncia

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Eugenia uniflora Leaves

Apgenina

Antioxidante e Anti-inflamatério

Celli, 2011;
Carvalho, 2013;
Uliana, 2016;
Silveira et al., 2020

Kaempferol

Antioxidante e Anti-inflamatério

Carvalho, 2013
da Cunha, 2016;
de Oliveira, 2018;
Silveira et al., 2020

Luteolina

Antioxidante e Anti-inflamatério

Carvalho, 2013

da Cunha, 2016;

da Silva, 2018;
Silveira et al., 2020

Quercetina

Antioxidante e Anti-inflamatério

Carvalho, 2013;
Da Silva, 2017,
De Oliveira, 2018;
Silveira et al., 2020

Quercitrina

Antimicrobianos, Antioxidantes,
Anti-inflamatéria

da Cunha, 2016;
Bakr, 2017;
de Oliveira, 2018;
Silveira et al., 2020

Rutin

Anti-inflamatério

Carvalho, 2013;
da Cunha, 2016;
Bakr, 2017

Caffeic Acid

Anti-inflamatério

Carvalho, 2013;
da Cunha, 2016;
Uliana, 2016;
Silveira et al., 2020

Chlorogenic
Acid

Antioxidante

Carvalho, 2013;
da Cunha, 2016;
Uliana, 2016;
Silveira et al., 2020

Tabela I11: Estruturas de flavonoides encontrados em comum nas espécies selecionadas presentes no SUS,
mantendo o padréo de cores das tabelas anteriores.
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Tabela 1V: Estrutura 3D dos compostos com sua respectiva nuvem eletronica.

83

Compostos

Estrutura 3D

Referéncia

Quercetina

Carvalho, 2013
da Silva, 2017
de Oliveira, 2018
Silveira et al., 2020

Quercitrina

-

Da Cunha, 2016;
Bakr, 2017;
De Oliveira, 2018;
Silveira et al., 2020

Kaempferol

2

Carvalho, 2013;
da Cunha, 2016;
de Oliveira, 2018;
Silveira et al., 2020

Tabela 1V: Estrutura 3D dos compostos com sua respectiva nuvem eletrénica. As imagens I mostram a nuvem

eletrdnica de cor de acordo com suas caracteristicas de hidrofobicidade (violeta eazul) e hidrofilicidade
(laranja e vermelho). Imagens geradas pela plataforma Molinspiration.
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ANEXO V
Composto Atividade Antioxidante Atividade Anti-inflamatéria
— - - e T
Kaempferol 1 ligacdo no grupo hidroxila no carbono 3 do 1 ligacdo dupla no grupo carbonila no
anel C carbono 3;4 do anel C;
1 ligacdo no grupo hidroxila no carbono 4 do Ligacdo no 5 e 7 do carbono A um grupo de
anel B hidroxila.

Composto Atividade Antioxidante Atividade Anti-inflamatéria

1 ligag@o no grupo hidroxila no carbono 3 do

anel C; 1 ligagéo dupla no grupo carbonila no
Quercetina 1 ligacdo no grupo hidroxila no carbono 3 do carbono 3;4 do anel C;
anel B;
1 ligacéo no grupo di-hidroxil no carbono 4 do 5 e 7 do carbono A um grupo de hidroxila.
anel B.

Figura: Caracterizacdo dos compostos Kaempferol e Quercetina segundo Farooqui e Farooqui (2010). Na
imagem acima, vemos o quadrado amarelo, com setas que sinalizam a regido anti-inflamatéria do Flavondide, e
na seta em destaque na cor vermelha, observamos a regido antioxidante.
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Dados obtidos na plataforma SwissADME

Ocles{D)eefe)oc|c(c2=0)0[C@@H]10[C@EH

SMILES  [c@HIIC@HI10)0I0]c1onicie1)0)0
Physicochemical Properties

Formula C21H20011

Molecular weight 443 35 g/mal

Mum. heavy atoms 2

Mum. arom. heavy atoms 15

Fraction Csp3 0.20

MNum. rotatable bonds 3

Mum. H-bond acceptors 1

MNurm. H-bond donars T

Molar Refractivity 108.00

TPSA 190.28 A2

Lipaphilicity

Log P, (iLOGF) 1.60

Log P, (XLOGP3) 0.85

Log F, (WLOGF) 0.40

Log Py, (MLOGF) 184

Log Py, (SILICOSHT) 0.0

Consensus Log P, 0.z2

POLAR

Log S{ESOL)
Solubility

Class

Log S {Al)
Solubility

Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility

Class

Gl absorption
BEB permeant
P-gp substrate
CYP1AZ inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2CQ inhibitor
CYPZDE inhibitor
CYP2A4 inhibitor

Log K, {skin permeation)

Lipinski
Ghosa
Veber

Egan
Muegge

Bioavailability Score

PAINS
Brenk
Leadlikeness

Synthetic accessibility

Wiater Solubility
-2.23

2.08e-01 mgiml ; 4.64e-04 mol/

Soluble

4.44
1.63e-02 mg/ml ; 3.63e-0:5 mol
Moderately soluble
-2.08
3.68e+00 mg/mi ; 8.22e-03 molf
Soluble
Pharmacokinetics
Low
Mo
Mo
No
Mo
No
Mo
Mo
-£.42 cmis
Druglikenass
MNo; 2 violations: NorO=10. NHorOH=5
Yes
No; 1 violation: TPSA=140
MNao; 1 violation: TPSA>131.8

Mo; 3 violations: TPSA=150, H-acc=10, H-
don=5

017
Medicinal Chemistry
1 slert catechol_A
1 alert catechol
No: 1 violation: MvW=350
528

®

o0&

SMILES Oclec{OlcZoi{ci)oc(c{c2=0)0)cicceicic1)O)0
Physicochemical Properties

Formula CI5H1007

Meolecular weight 202.24 g/mol

Mum. heavy atoms 2

Mum. arom. heavy atoms 18

Fraction Csp3 0.00

MNum. rotatable bonds 1

Murm. H-bond acceptors T

Mum. H-bond donors 5

Meolar Refractivity TE.04

TPSA 121.36 Az
Lipophilicity

Log P, (iLOGF) 183

Log Py (XLOGP3) 154

Log P, (WLOGF) 1.00

Log Py, (MLOGF) -0.58

Log Py, (SILICOS-T) 154

Consensus Log Py, 123

Log S(ESOL)
Solubility

Class

Log 5 {Al)
Solubility

Class

Log S {SILICOS-IT)
Solubility

Class

Gl absorption

BEB permeant
P-gp substrate
CYP1AZ inhibitor
CYP2C10 inhibitor
CYP2C8 inhibitor
CYP2D4 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, {skin permeation]

Lipinsk

Ghose

ieber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brenk
Leadlikeness.

Synthedic accessibility

Wiater Solubility

-3.18

2.11e-01 mgiml ; 6.88e-04 molll
Soluble

281

3.74e-02 mg/ml ; 1.242-04 mol
Soluble

224

1.72e-01 mg/ml ; 5.73=-04 mol/
Soluble
Pharmmacokinetics

High

]

Mo

Yes

No

Mo

Yes

Yes

-7.05 cmis

Druglikenass
“Yes; (1 violaion
Yes

Yas

Yes
0.55

Medicinal Chemistry
1 alert catechaol_A
1 alert: catechol
Yes

323

fQercing ———————————————————————————————————J&
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SMILES Oclcoco{eci)clocoo{O)ec{c2o(=0)c1 00
Physicochemical Properties.

Formula C15H1006

Molecular weight 288.24 g/mal

Mum. heavy stoms 21

Mum. arom. heavy atoms 15

Fraction Csp3 0.00

Murn. retatable bonds 1

Mum. H-bond acceptors [+

Mum. H-bond donors 4

Molar Refractivity T6.01

TRSA 11.13 Az
Lipophilicity

Log Py, (ILOGF) 1.70

Log By, (¥LOGF2) 1.90

Log F,,, (WLOGF) 228

Log P, (MLOGF) 003

Log P, (SILICOS-T) 203

Consensus Log P, 158

Log S {Ali)
Solubility

Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility

Class

Gl absorption
BBEB permeant
P-gp substrate
CYP1AZ inhibitor
CYP2C18 inhibitor
CYP2CD inhibitor
CYP2D45 inhibitor
CYP2A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski

Gheose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brenk
Leadlikenass

Synthetic sccessibility

Wiater Solubility
2.3
1.40e-01 mg/ml ; 4.00=-04 mol
Soluble
-3.88
3.88e-02 mgiml ; 1.38e-04 maol
Soluble
=382
4.20e-02 mg'ml ; 1.50e-04 mol
Soluble
Pharmacokinetics
High
MNo
Mo
s
Mo
Mo
Yes
s
-6.70 cmis
Druglikeness
ves; 0 viclation

Yes

Yas
0.55

Medicinal Chemistry
0 slert
0 slert
Yes

314
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Tabela V: Interpretacéo e resultados de Dock de compostos frente as proteinas, parte |

Proteina

AchE - Homo sapiens

Lp-PLA2 -
Homo sapiens

SPLA2 — Cdt.

Composto

KP

Q

KP Q

KP

Q

Ligacdes com
Asp.

6

2

6

5

Tipo de
ligagBes com
Asp.

Van der Walls

Van Der
Walls

Van der Walls
Ponte de
Hidrogénio

Favoravel Aceptor,
aceptor.
Pi Anion

Distancia
ligagBes com
Asp. (a)

2,92

3,3

3,1

3,24

LigacBes com
His

Tipo de
ligagBes com
His

Ponte de Carbono

Van Der
Walls
Ponte De
Hidrogénio

Van Der
Walls

4,6

Van der Walls

Distancia
ligagBes com
His (a)

3,05

3,5 3,23

Van der Walls

2,84

Ligacdes com
Gly.

Tipo de
ligagBes com
Gly.

Van der Walls

Van Der
Walls

Ponte De
Carbono

Ponte de Carbono

Ponte de Hidrogénio

Distancia
ligagBes com
Gly. (a)

3,12

3,2 3,6

3,3

3,08

Numero de

interacdes

com o sitio
ativo

13 10

10

Proximidade
das
interacgdes.

(@)

3,21

2,86

4,18 3,5

3,44

3,25

Hidrofébica
VS hidrofilica

44::19

24::17

66::2 6::31

08:07

15:30

Forca das
ligagGes, tipos
covalentes e
pontes de
hidrogénio

34

19

33 14

14

Ligacoes
Infavoraveis

Van der
Walls

29

22

35 23

10

16

Total de
ligaces

63

41

68 37

17

32
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Communaatn

Gallic Acid as a Non-Selective Inhibitor of o/-Hydrolase Fold
Enzymes Involved in the Inflammatory Process: The Two Sides
of the Same Coin

Marcos Hikar Toyama %, Airam Rogero !, Laila Lucy ane Ferrvira de Moraes !, Guatave Anténio Fernandes *,

Caroline Ramos da Cruz Costa %, Marisna Nove Belchar ** 7, Agatha Manei De Carli *
and Marcos Antinio de Oliveira ' 7
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Abstract: (1) Background: Calbc acsd 1LA) has bam chasacserined as an stioctive sntiinflanmatory,
antvercm, and promisng drag foo theeapeutic uee. (2/ 3 Mothods and Kesube: GA was identitied
fromn witanabc estract of fresh ptangs | Exgems sefons) beaves, which was identifiod udng commenciad
GA Commercial GA seutralioed fhe ensymatic activity of secretory FLAD (aI"LAZ) by inhibiting the
active b and nductng changes In the wondary sructuoe of the ecoyme. Mharmacologacal edema
amsarys shorwed that GA stmong ly decroosed sdema when the compound was poeviousdy Incubated
with aFLA2. However, prioe treatment of GA (0 mun belooe) sl priicantly increased the ederna and
myctoodctty madaced by slMLAL. The molecutar docking sevuls of GA with platslet-acety lhwdrolve
IPAF-AH) and acety kholineterase rovwal that this compound was able o Etteract with the active
w0 of both molecules, mbibiting the hydrolveis of platelet-activating factor (A1) and acetyikcholine
IACh) (4 Comcluon: GA has 3 groat poamitial applicaticen: however, our seealis show that this
compound can alw induce adverse effects 1 previousy treated sntomale. Additionally, the increased
edoma and myoanckcity obseered mperirentaly in CA-trasted animals may be dus 1o e inhiSition
of FAF-AH and Acstvichakneserane

Keyworde: galhe ackd edema, mryotonck vfact: anabe venom; phospholipas A2

1 Introduction

Gallic acd {GA) = widely prisest = the plant kngdom and can be fosed = it froe
hmmwﬂhmmhmhmmummﬁdmh The
ammount of this compound can vary depending on extermal s, such as chesracal and
microbologacal stresson, and i strongly ssociated with dedense against peedation by
twects. In addition, some studios show that CA shubity a sange of estersses Tpaees | -5
a/ fhydeolaw fold protemns sow 2 magor superfamily of erceymues that catalyze a wide range
of reactions, featureg & comserved Ser-Ha-Acd catalyse triad. This famedy encomspasses 2
varsty of encymes, inchading exteraes, proteases, lipases, dehalogemeses, pesoridases, and
opnui-lwdmh-u. They all comtain a catalytic tnad composed of 2 ssacdeophile (typacally
werine, occcassonally or cyshraw ), s amsonic sade cham, and an inlervening histi-

dine from Sw catalysc tnad, located Between the core and cap domaine. Thas inxyenatic
fuld is found throughout all domains of coganies, rangny froms hases o plaets, bactoria,
and even viruses [4,7] Momover, this characterniatic has bown fioend in several snportant en-
symes mwvohved in sdlesmation, such as stracellular and extracellular Phoelet-Actvatiog
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Factor-Acotylwd rolase (PAF-AH). These esccymes anv desegnated s PLA2 seocuted with
lipopectein (Lp-FLAL) and play a rede in $w special nagulation of extraceBalar PAF conom-
tratamn peodoced during mflammation, which = nduced by e phospbolipase A2 cascade
that includes Arachadorse Acid (AA) prodaction [5-10] Owr spoctant eneymes that
wxhibet a similar prowein a/ P hydrolaw fold are the Cholinesterase-Ske mmueyms ||| and
botis types of cytosclic £PLAY) and secrvtory phospholipese A2 (WPLAZ) found o celle and
snzke venom, mapectively [ 1215 aPLAL is 2 type of o/ § Bydrolase fulding eneyme, and e
structural motsf » also Sound in several eeceyvenes which e imvolvd in the sflammatory
procws nsolution, such as PAF-AH and scetvicholimesterse [11,12]

Studien with natural compossds ane a very seductive ana that aims to find potential
drugs that can be used to syethesize new molecades. Several artaclos in the Bwrature
suggest the bineficial effects of GA againe phospholipase A2 activity. Costa ot al, 2001 [13]
showed that CA was sble o whibit and sestralicee the pharmacological actevity of BthTx-l
{catalytcally mactve PLALL Farthermors, in alll thew models, the compounds were abways
preincubated with PLA2 isolated from venoms [14-17], and, as we have confarmed, the
preincabation lkeads to the complite seatralization of S eurymatic and pharmacalogical
eiiocts of thas enzyme. Duw o these bemwsficial properties and the appanmt lack of ooty
of GA, this compound has been extemsevedy marketed 2 a Sood sopplement for dady
use [ 13,15 Howeves, there i no stady regardenyg the effect of GA inoculabion on animals
prior to xFLA2 administration and its efficts on the ssamal body. Thus, the bag queston
in this study was: when sssmals are previcudy troated with GA, could thas
venom? Henee, = this short communication, we show that GA, when peevicasdy spplind,
of this compound with thew crucial encymes through molecular dockang studien, an
mssential fool 1o understand = vitro and in vive studies. Thas, we presestod e other side
of the coun: the expenimental side effocts of CA and $he newed for $w composd to be used
= a drug snd not sold without 2 prescription or sxdacation

2 Materials 2nd Methods

21 Viowwe, Avinsals, ind Bexpents

{Batatens, Sao Paalo, Braxil). Andyhdlm-!-qmg—p-ﬁ-ﬂubmddvmh

Louts, MO, USA; Bovhrager Munnheim, Sao Paulo, SP, hddApplud&-yno-:
San Framcswo, CA, USA) Female Swae mice (-25 g) wed = the

ththmMCdeW{M

UNICAMPL All amemal experiments wirw appeoved by the Ethios Commuttee of State

Unsvemity of Sao Paulo /LE /Sio Vicente under Protocol nussber: 11/ 208-CEUA, and

Protocol ' 10/ 2018 CEUA, both sppeoved = 19 Manch 219,

22 GA Mestficatum

In o work, we used comeercial GA o idemtify the prepared pitanga leaf samples
I-dmﬁ—ﬂnbcha“byllluhhwm“w
wedvied extraction follinwed by 2 conoentration. The material was ceaned using solad-phase
extractson cartridges poicor o fractonation on neversed-phase HPLC using an analytical
CI18 cobumn (Sigme-Aldrach, St Lows, MO, USA) (250 » 46 mm, 5 s and mobile phase
water (A)/acetonitrile (Bl GA sdentification was confirmed by commueaal gallic acd
marker (CGallic acid monolydrate, ACS %%, Sagma-Aldnch, St Louis, MO, USA) and the
respective UV scammmny of both comporsnds froem sample and stasdand.

23 sPLA2 Partfcation, GA Incubstion, and Circaler Dackrosee Specinsapy

wPLAZ punification and #» sacubation with CA were perfoemed ssamg the method
described by Cotrim et ol 2011 [in]. PLA2 purty was confirmed theomgh HPLC and s
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moayx. In the Gest stup, WPLAT was scobated with S protein, and the product of the
SPLAZ: CA =cubation was purified to cear the unbound gallic acd coemplex. Semglos of
sPLAZ: GA were also subpectod to arcalar dichrotem assayvs

24 Enzymstic and Plarvacalopionl Actioaty (Edawe snd Myonecroses)
dincribed by Toyama ef al., 2014 [17]. #PLA2 activaty and the GA potential to st this
srceymrae vy mussosned sayg 2 96wl plate soay wsing 4-owtro-3-octanoy key-berecic
ncad (NOBA or NOB, sunufactured by BIOMOL, Plymoath Meeting, PA, USA) ax the
subntrate. Ercyvee activety, whach was exprisacd as the instial vedoaty of the neactum (Vo
was calculatud based on e incrvaw in absorbance after 20 min. All seays were performed
with a SpectraMax 30 saltivell plate rvader (Malecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
using the absorbesce at 425 nm.

To comérm the GA potwnsal to sshidet oPLA2 encymatically, the paw edma sseay was
performed theoagh e samples administration via right postersor sub plantar sgectson
using randomly-chosen Swae female mace (<25 g, n = 5). The find experiment incladed 2
previoss incubation of 'LA2 with GA, 2 positive comtrol, which was $w protess with 2
sakew solutson, and the negative control (saline solution). Paw volumes were snsasured
immedsabdy before the injectson amd at selocted time inturvals (data not sbhown). In the
second oy, we investigated the effect of the peevicus inoculaton by straperitoneal rout
(i.p.) of GA dissclved = salew in 2 single dowr of 30 wl. per amemal 30 min befone $PLA2
injection in $w paw. Al volumws adeumdderod on ssmals’ paws were 20 gl always
followsyg the s concemtrations of the saseplex: 1) sag/ por amamal of SPLAZ, 1§ mM of
CA aond NaCl at 09%

Mycswcrosts was measuned by liberation of createw ke (CK) from dasaged
muscle colls sing the same animal model and tvatments explamed sbove. Hence, in the
first mycewcrosis asmay, GA was peevioasdy incubwted foe 30 mun with sPLA2, and then
thw samples were sgected into the gastrocmemius muscle (data not shown). The second
trvatment was made Souugh the previous GA adeuinstration & the perstocsam (30 pl)
30 mam before the sPLA2 smgectson mito Sw gastrocnesrsos muscle. Comtrol groups (v = 5)
were submittod % the same procedurne; however, the sngstive control was inoculated with
) sl of 0.9% NaCl, and 20 gl (1 mM ug) of the punfed composed, end in the positive
control, 20 uL {10 ug) of isolated sFLA2 wis admemsdered. The volumes spplied into the
muscle were 20 ul, and the comcontrations of rach sample wene descnbed = the previcus
pasagraph. Afser 60 s, the animaly’ blood was harvested from the tail = & heparsesed
tube, which was amtrifuged and fuem. Senic ovatow kinaw (CK) levels were deterssined
sccoeding to the sanufacturer of the kit (Bioliquad, Pinhais, Beaxnl), and the data were

rxprseed in umsts per liter (U/L)
25 Molecsder Modelivg (Doackang) and Evcyvestic [ndalation

Thw DB (Prosvin Data Bank-bityee |/ wewwstabory acomsed om 21 Decvanber 2021)
sond NCHIINCBE 2/ /wowrw bl nlen seh gov accessed on 21 Decvmber 2021 ) databases
wvee sod in this analves $o find the amese acd sequancr of all peoteins. Informascn on the
stroctare of GA was teken from the PabChem platforss (hitps/ / pubchem nebonlm nibh gon
scoresed on 21 December 2021). The crystallographic saoded chosen as the bost model for
the construction of the thevevtscal structural snoded to PLA2 from Cdt was 2gog and
Acetylcholineteras (dme) and PAF-AH (3D5%) from hassas moduls. The SWISS.MODEL
platfoem (Bttpw | Sawisemedelexpary urg accessed on 21 Dvormber 2121 ) and the Chimera
1.34 program (Ucf Chamsera, 2004) were swad to assemsble the structural modecaler model
of the protes and to evaluale the gemwral possbilitans of the proteins bandeng with GA
After & previous stady of the mecharsams and the essentzal nesidues of these protess,
maobecular sewchoring experiments wene performead by Autodock Vine  All molecules
were prepared previowsly, addsny polar hydrogen atoms and aggegating the Kollman
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charges. Then, the files were comrented in FDBQT o perform the calculations of the eergy
g (Grad Booc). The stze was chosen bo enclose all amino acids from the catalytic site’s
micrervisvermnt. The nesults werw taken ssimg the Sools Discovery Seadbo 41, LIGPLOT .,
and Pymad v 2.4 w0 evaluate e binding enurgam, didtances, aoud orestations of ssolecules
in the ssicroesw ronment of the actwve wte of PLAZ The Molinspesatzon platform was used
to butter visualoe the structure of the composesd

26 Statsteal Anakpes

Results were reportied as messw = SD of replicate experiments. The sigmaficance of
diffesences between means was ssewsed by an ssabysis of variance, followed by 2 Desnett's
tent when several experimemtal groups wene compased o the control gnp. The conbdencs
lirmuit for xigmaficance was 5%

5 Rewulis
Prevass Iejrction of GA and Ity Effects

Nasvw al'LA; exiabited & maximum edema value ot 30 min, with a swelling value of
02 =003 ml (v =35, and p < 0.05%). GA trcatzmert moculated M) min beforw sPLA2 ad-
rmunistratioey, a condition called sPLAZCA (1| mM /), showed odema of 026 = 00412 sl
{n =5, and p <045 *) at 6 mem of the edema experiment. Hence, thw single dose of 50 mi-
crolters (1 mM) administered provicusly did not decressw edema = this teatment and
neveaked a umilar profile of edema sduced by PLA2 welh saline. However, in Figsse LA, it
is posibile to nobice that the maxissess wdesa peak induced by native sPLAZ was neached
# 30 min, wherves in e acimals with CA previously impected, edema reachod 2 mascmsass
st o) mvm. Addstsonally, Shes cvempound promoted more pessistent edema until the s of
240 min, bewdes berg two tmes Righer. Useng the PAF kit (Mo PAF ELISA K, EM 1281
Wuhan Fewe Biotech Co, Lid., Wadan, Hube, China), PAF concmiratson was evalusted m
the plasena. The asimals treated with saline and CA showed valom of 013 = (UM ng /=l
n=5,md p<005°)and 015 = 002 ng/ml (v = 5 and p <0 (5 %), Samples
from animals tresbed weth native PLA2 showed values of 021 £ 000 o /mL (v = 5, and
p < 005 *) and = animals prsviously treated with the compound after LA sgection
presented edoma valuw of 078 ng/ml fr = 5, and p < (105 *).

1B seveals the myotioe actovity mduced by nutive sPLAL and «PLA2 imocted

in the muscle after CA peevious tneatment. The extent of damage caused by »PLA; to
sheletal muoclos was obtaswd by quantifying the CK knvels, whach are widedy used 20 2n
indirect marker of mescie damage. A total of 60 min after the mative SPLA} ecton = the
muscle, the CK valae = srsmals priviously trvated with the compound (CA, 1| mM /)
wan 450 £ 46 U/L (n = 5, and p < 005 *), wherwas for antmals mot exposed 1o any treatment
(salirve 30}, CK Joveld found in plaema was 362 = 27U /L (n = 5, and p < (05 *). GA showed
the same brvwd found in anssals under saline treatment. Thus, GA previouddy sdminstened
potentialines $w myotonis effect induced by WPLA2
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Piguee 1. Evalustion of the CA parvious ivatmment on the adema and myokocktty tnggered by oA
fram CdL In (A the effect of the previous Egecton of GA, revealing an edema peak 3t 60 min, which
e Mgher thun the posttve control (LAY (n = 5, and * » < D29). In (8], myukock: vifoct omadts of the
arterod treated powvioasly with CAUGA (1 mM /N ) seveals 2 ratee in the CK valoss whm compamed
with the positive and negatve contools (1 = 5, and * p < 0.09)

The »I"LAZ incubated with CA provious 2o the adminitration on mice show an
enrymatic, edematogenic, and myotow inhibition by the compound (data not shown),
sincw odermna reveals a volume of (LM = Q08 ml (v » 5, and p < 005 *) at $w peak, and CK
levels reached valom of 167 = 32 U/L (a» 5, and p < 005 *). Docking reselts nevead 2 strng
maolvcallar inferaction of the componnd with the encyew active sy, inferacting with crucal
s scid noadors located = the N-terminal regon (F5), wath Histidine (H38), Aspartic
scd (D4¥). In Fagure A, smulatsons performed with the Discovery program abo saggest
= interacson with the calcums iom. Aba, results from the LigProts prograss suggest that
GA bydruxyl groups (OH) ssteract with the side chan of Aspartic Aad (1D49) and with
the sade chun of Cystuan 45 (CyadS) beades the poesence of several other mteractions with
Hastadow 48 (H4R) and with N-terminal Pherwylalasine (F5) (Fagure 2B). Thus, n Fagune 2C,
we presint a posable interaction ste of GA with wPLAZ, exhibiting the involved residums
that are crucial for $w enxymabic activity of aPLA2 from Cdt. The interaction wath the
caliium-binding loop, as shown = Fgue 2A, coldd inplam the enzymmw inhilstson sduced
by gallic acd +PLA2 wahout GA scubabion showed 2 Veax of AA25 nee/min = (L18/2un
in Absorbance units (A425 nm) and a Km of 1. 45 mM ndative 20 the NOBA sbodrate
(n =16, and p < (L 5 *) end after incubation, the pesified SPLAZCA complex showed 2
highur vakee of both = Vemax and Ka, which were, napectively, AL25 e /zain = (L36,/20n
in Abworbunce semts (A425 om) end & Km value of 573 =M (0 » 16, and p < 005 7). Thewe
newalits emphasdow the raove = Km vabae for GA incubated with PLA2, whach soggests that
the compound decroases the muryme affinity with the scbstrate. In addition, the change m
Vimax values sagpeds that the inhibstion of GA does mot happen = 8 specific way Since
sPLA2 activity also depends on the N-terminal ar shoet N-terminal sogmwnt of e alpha
hulcx, thos change = $w alpha holix is condermed by cincalar dichrooem data (Figumw 2E),
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snd the dockang sesults reveal that GA exhibits an ereversible smhibition activily agaimnst
thas protuin. The »PLA2 punified from Cdt venom (Figure 20C) was used to induce the
inflammatory proces in all expersments stated above, and the seracton betwoen the
protes and CA can be obwerved in Faguee 2F.

Faguoe 2. (AB) shaw the molecular inleraction madels of GA with the actve sile of '"LAZ using
Disconvery and Lighnot poograns, sspectivels The fgunos exkibet the mamn groups of the kgaod and
pootetrs mepornible for the inlecacton with the active atie of sI"LA2 from Colsie derssss fomsicas.
In (CD), it is posabie tn notionr the Interacton sitm of the compoand with the active sile of A"LAZ
In monomeric and emameric form. (B reveahs the al'LAZ anfoemational changss of the secondey
wractzoes befow and ater treatmuent with CA, seing aradar Schaniemn. (1) sahibets o svverw phaswe
HIFLC protie of sl"LAZ befooe and after modtficsion with GA. [G) shosos the trictne SUS-PACE of
LA troen Crotas daness Aoriicar. Soth protocols of the srvene phase HILL snalyvede and PACE
SO Cotrim ot o, 20018 [10)
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4 Discussion

Tharw is a0 consersus that galsc acad could have woveral borwhicial effects. Bt is 2

Mm&hMIdw&whmuz-ﬂh
1 2 call for its e as 2 nuintonal sopplanent. Ofwr Bleratuow data show that CA s a

powerful mhibwior of the pharmacological activaty of PLA2 from venoms [13,05] Thus,
the magor quewson was what effecss of GA would be cbwrvad when the commpound was

' admeistered = animals oo the development of edema and myotosxity mduced
venom PLAZ, was able 8o neutralioe the offect of the protesn. On the other hand, we abo
observed that the applicatson of GA before the PLA2 ingection neither mhibuted the edema
the animals tacated with CA befiew and after the mpction of PLA2 s showed an ocrease
in the kevels of PAF when comparned with the contanl group.

PAF prosents a wide ramge of actions and may strungly contribate to the coune of
oxidatve burst and sicosanoid poodaction [ 19-21] Parvious work showed that Cdi aPLA2
inducs a moderaty acuty edema that involves a rapid mobslczation of AA, incdudasy the
phespholpaw C (PLC) pootein kinase C (PKC) signaling sed the activation of <PLAZ, ples
a massave production of PAF, M.-thmwwﬁm
the eneymabic actiom of sWPEAZ2 and PLAZ [20.21] Thus, PAF and AA arw crucial for the
oduma snd the pathological damage sduced by WPLAZ froen Cdit [ 21,22 PAF degradation
rexquines the scety] growp removal at the -2 posstion of the glyorol backboow, 20 acton
catalyred by PAF-AH, acud this i» a crucal Best step for neutrakeation of PAF bideg to PAF-
rcoptor to mbdbet the capacty of the aculy sflammatory process by PAF [19.21]. These
PAF-AH erueymes sw Cal+-independent which belong to group VI of phospholpase
A2 Thow group of enzymes sxods in both extraceliclar snd svtracellular forme in vanous
ongamers, and the enxy=w extracellular PAF-AH 1 the most important way o comtrol
plaera extracolisdar PAF levels [22-26] Thus, the experimental data from GA-treated
aramaly cold suggest that the incrvased plasma kevel of PAF could be duw % inbdsetion of
the extracelular PAF-AH mxyme. The nesults seggarding the interaction between GA and
PAF-AH wese perioemed ssng in ssixo analysts with modeding tools. Figure 1 roveals that
GA strongly interacts with certam crucial smeno scid sesidues found in the extracellular
PAF-AH enzyme, rwadoes 5248, D271, and HI2S, whach are crucaal for s enxymatic
actvity [24,25]. Furthermon, using $w kit (PAF Acstyhhydmlase Inbdbitor Sorvening Away
Kit (ab13391), (Abcam Discovery Drve, Cambradge Biomedical Campus, Cambnidge,
CB2 0AX, UK)) and Sollowing the muthod described by the wwr ssanual of the kit, we
wwre able 10 siwon that the standand inhibitor (Methyd Arachadoenyd Fluorophasphosate,
MAFP) showed an 3050 of 250 nM and GA showed an K050 value of 125 nM; thus GA was
twicw am effective in inksbatng the standasd inhibstor itself. Furthermore, the compound
exhibits 2 high ability to interact st the active site of acetylcholinesturmes, baudang with
S135, H&T, and EX2 that foem the catalyhic st of thowe emeymes [15]. The »PLA2
oo CDT can induce edema thamgh peripheral serve activation, 2 procss that invelves
sovtylchoine partiopation. Thes fact contribatees o the meessrotooc, edematopee, ssyotonoc,
and imulinotrupic activatios of APLA2 in an sademwct muasnner [16-29).
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Figuoe 3 Moseble actons of GA thae lod 2o increased Sovelds of PAT and AA. The compound sxderach
with a'LAZ 3 the actve site, Dinding with sssental aminog ackd resiciaes located In the N-termirald
royzon (1Y) and with Hebidine [HEN and Aspartic acid (D). Thw compound was able 0 band wih
the catalyii dtr of I'LAZ ascciated wih Upopectetn (PAY Acetylbidrolase eatracelialar | mcdudng

SerddS and M X208 and Ser 129 and Ive1XT of the cataivix <t of Acetykholinesteras

I this asticle, we obwerved a ngraicantly moneased swwotooacty = anmimals pro-treated
with CA, and this rowalt was somerwhat usecpectod snce the Blerature stromgly saagpests
that matural compounds woald be able to neutzaliiee the svyoloxic effect induced by secre-
tory venom PLAL This property could svolve the sntsonad et capacity of the comporand s
s weull o Swir abelty to nesstralize protoss involved in the inflesmmatory process, and
vernom LAZ el o aleo sffected by saturad compounds [ L5, 20-20] Besedes that, consade-
ing somw studies | 27], we perfocmed other snlecular modeling studies St sagpested that
GA could mhibat the acetykcholinestirase from periplwral nezve endings, which wodd be
stinulated by wPLAL from CIDT, 2 potent ssumtoxin | 2531 To confirm $w mhibitory ef-
foct of GA, wv used an Acetylcholnestirase Inhbdor Scrvening Kat Collorzmetnic (ab283363
Abcam Discovery Drive, Cambridge Biceredical Campus, Cambaidge, CB2 0AX, UK)
Following the method descnbed by the kit swer manual, we were able to show that the
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stanclard sbabetor (Donepeeil), which comas with the kit, showed an 1C50 of 31 aM and
GA showed an IC50 value of 125 nM). GA showed a higher value of inhibstion than the
Donepend control provided by the ko, bat thes aurgpound ie stsll 2 potential inhibutor that
cam contribule strongly to incressed savotexicaty. In addsson, these it st that
PAF could also be an important factor = the establshment of aryotosscty [22,23] Henes,
our experznental data with the sspport of the e silico daba sugpest that CA wosldd inhibit,
in diverse dugees, the PAF-AH and Acetyicholinesterase. The pharmacologacal acthion of
PLAZ and other venom toxine abo invalve $w enezymatx sobilization of FLA2 and in-
creawed wxpresasdon of COX-L Additiceully, mone recent duata show that the action of COX-2
sevmma %0 be crucial for the edema course | 20,72-30]. Other studies [ 1] suggest that GA
mvnbwuﬂﬁ!ﬂncm-lmuydebnhn-fmmyhm
factor for increesed axidative stres, rasang S H202 and ROS, whach can lead
0 AA perosadation, membrane destraction, and sxressed odema, for examgple [ 20,21 ).
I addition, PAF cam indacr edema by other patheays that do not depend on the mobs-
lzation of cytosolic PLA2, and that includes, for example, PLC [36,37] On the other hand,
the moded waally wsed for antsendlammatory asays & based on the Epopolysaccharide
(LFS) use & an inflammatory agent, which acts directly on COX-2 and ts acoompanied by the
production and selesse of pro-eflemmatory cytokines, wach as mberleuka (IL-18, IL-6 and
Temor nucrosds factor-alpha (TNF-a) [ 45,59] and which is not the same pathway of inflam-
mabion indwoed by 2PLA2 from Crstabo darsus terrificas. Thus, the two models ase dfermnt
A Conclusions

Galbe scad can be a valusble compound i terms of raw material and 2 bas the abilty
to act s an eti-inflasseratory molecule inhibiting the sPLA2, as an antscoadant agent,
s o n CONX2 mbabtor [ 115 5,55] In additon, GA also echabts other activation such as
antiacrobual, anticances, cardio-peotective, gastro-peotectve, neuropeotectave offects | 2]
ﬂumd&--ﬁwumhhyubd-tuduw-n(tmmm

condstons impcted 3 mem before the application of sPLA2 potentiated the
inflammatury ssd myoloxis effucts of the PLA2 of rattlesnake. The uw of mollecalar docking
toods was crucial fo reveal that CA was alo able 1o inhibet PAF-AH and that 2 induced an
incressw = PAF concumtration that may have played 2 key role in the mfammasoey and
myotoxic action of sPLAZ. On $hw other hand, the sddbibon of Acstyicholinestoraoe may
havv also contribeted to the incrsase in syotosscety (Rgure %) Thas, another impartant
conclusion of the work is that CA does mot inhibet only one enxyme, such as JPLAZ,
but also several cther alpba-beta bydrodases Bhe cholinestermes, PAF-AH, and probably
other exterases /lipesses. Fmﬂy.-nﬂmhmmhm-hnwu
comploment each othwr, orw comfirmung that CA = a comnpoasd with great
apphicsbon mainly for inflesenation, and the other sevealing that the use of this natural
compound ax 2 drug without side effects or in 2 conamtrated way should be svoided
More rescanch is necessary for the safe use of CA or other composnds, including the uw of
sPLA2 a0 s inflammaticevend ucemg agent et to LPS, Sor example
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Introduction.

Flavonoids mne beosctive coomgeosads which belong 1o the polyphenols, o group tho cas ke
foemed in 2l plans. These compossds are kmown e secondary meinboliies responsible for
prosecting plimts against onsdizing agesss such as whroviolet rays, dhemical compounds md
pollutics. In additon,  they reveal s mwieaidant, ami-inflammesory, and Eamunedogical
wctivitees, and some siudies demonsorese o relaticnship benwess dietary flavonoid inmke and
reductiogs in the nsk of several chronic disesces, including comcer md diabeses (Zakaryan et ol
2017, Rodngues- Asce et al., 2021 ) MMosy of these beneficia efferis of flovossids are cenmed on
ther antenidant propenies dal sirosgly help o nesmlize the rescive oxygen species (ROS)
formution besides to complement the amioxidam defence sysiems generabed by vanse
padadogies (Santos o ol 2001 Tamayose e al., 300T) In the e of Brazil, meny plans are
culnbrpesd os sensble for medicinal purpoess, in e coses for e as teas ond isfusions with
ahernative therupies | this caaloguing is knows as the Notional Plant Lise.

Among these plns we have some from the Browilion Adsne Foeest, which
are Phyllandius sdrurd, Sspenio sedfona, Schinng  rerebinriolies, forrapda  poenpiifilie and
arthirs | Oliveira et el 20002, Siqueiras = al., 2018 ¢ Ribeira, 201%). These species have @ comaman
the compound Ksempderol | KFF), this flavonoid compound have antieovdant, ss-indlssomatory
nieaopnoecd chamsienstes; much shown @ setnceutes stidies | Uyvas et al, 20X Sudhesran
et al, 30k, Giemotea-Turme i al., 200 B These spsdiss have desenibed the beneflzial effecs of
die in they reduce the nsk of chross: diseases, esperially cameer (Silva dos Semtes et al., B2

Oiher studies reveal @ poseible anti-inflammssory patential by inhibitng tee enzyme ACE
|Angiotensin Converting Esgyme) eotiviy, in openseenial deerspies (Kin o sl 3000)
keemplerol bas aeeady shown o mtioxidest wed o pro-oxidant scuvity depending on the oype of
waells used in the siudies. For exmmple, KPP protected HT-XF MLM 1 {neural cells), KPF aguiss
atidmive swess md oxpanve peronedaton. However, the comgpomd does not prolect Ceoo-2
differentisted cells from colon sdenocwrcinome o model ofien used for normal imestinal
emterocyies. K eemplenol also shows pro-axident seovity m cellalar or scelluler in viro assay
aystcns | Ehasiwick e el h0H).

Another sady showed dut Koempderol and other flavonoids under experimessl condinioes
ol g6 o atoident and neswalize reactive oy species (ROS) @ viro. more resctive ROS
spevies ind keafieg 1o increased ennhrocyie membnse desuction [Rebeglo Vellosa e ol
2018y Smdies with sificia]l membranes show da KPF wgether with OQeercetin sirosgly
inrncts with sSgmificent envllwocye pesciration during the chromie obstnective palomosany
discase process, in the monsloyer and promotes changes in cell membrane fluidicy (Samver etal
20161 These spadies reveal that KFF could polemally produce ROS, mdrenily demonsiraling o
pro-inflamsngiory property by sciing om the plasma membrme of some cell ypes, such =
enyihneszyies and tumour cells.

This work showed that KPP poiestised the planmacological effecs induced by seoreiony
phosphalipese A2 (sPLAZ) purified from Cromalus dunseess werificus (Cdi. ), therefore, the resule
suggest that KPF did sot inhibit fe enmymatic sstiviny of ¢PLA2 mor de enmymatic aetivity of
Cde. KPF mdabiited the enzvenatic activity of Aocstylcolinesterase {AchE) and Plmdel-activating
facncer seety hpdrodese (PAF-AH), which may bave been fundememal for the incrense im Edema
e ooty induced by CdisPLAT
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2. Materials and Methods

LI YVenoms, Animals. and Reagenis
ol daatinas JCdR) vemomn Wi hied from Hio- is T
| Baraink, S Paulo, mm HFLC and m:lp'ul:.:il:lg-gmd-e sa-hnﬂnd m
El.LnﬂiHﬂd fram v Eriois lu_ppllﬂiﬂh:l-\ﬂ.ﬂ. Herculies, CA, USA; Sigma-Aldrich, 5. Lonis, M0,
SA; Bochrnger Mannheim, S50 Poalo, 5P, Hmn]mdﬁ.ppiﬂdﬂmjmm?m-ﬂn.
UsSalL Ferrul:immeqnﬂ-g]u:.ﬂndu were obained Sem the
Mulndsciplinagy Cener of Hoslogical Investigsnoss (CEMIB-UNKCAMPL All animal
expenments wese approved by the Eihies Commanes of Siate University of 530 Poala' LB 580
Vicemte under Prosccol mesaber: 102001 8-CELA, asd Protocad n® 102005-CELUA both approved
in 19052019, Keempderol (BPF) (H0010-25M0z, Sigme-Aldnech, =979} was purchasad from
Simraa- A bdnich do Brawil

L1 sPLAZ purificatisn. KFF imcubation.

sPLA2 puniflcation amd iis incebation with KPF were perfonmed usisg e method
deseribed by Comim e al 2011 (16 Hﬂ&.‘i}ll‘umn&mﬂddﬂmﬂhlﬂlﬂ.ﬂiiﬂ
engrymate: sctiviey. Thes, dhis enzyme was wsed tor the phammacologicall s boochemical assays.
[ e firsn step, sPLAD was incebated with dee proscin, oed e prodect of de sPLAZ: KPF
inoabaiion wis purifled 1o clear the wboend gallic soid complex.

12, Encrymnatic and pharmncobogical hﬁiii]lElhll l..l:lhl]ulnml-ﬁl.

Enzymatic and phanmacolegicsl n:-r.i'l.'jl:iul'ﬂ'eﬁl'(n thie method desenibed
by Toyama e al., illl-ll:ITL.iPl..luI.::il.'iq-n.mii: il this enzvme were
micasined Ltnn a Sf-well S i r0- -0 Rani hqmuﬂﬂmﬂﬂ. o MO,
mﬂ:l'-:'n.l.rﬂd y EI'L:.I.'HfIIL u:fﬁu:-;. Pa, Uiﬂ.:l a5 the sebcrme. EI:L'!}'IIIE'.:II'!I}'.,
which wis expreseesd as the iniial velesity of the resction (Vo) was caloulaisd based on the
increase in shsorbance miter 20 min. All sssays were performed with a Specraos 380 mouliple
welll plaie reader (Modesslar Deviess, Sunnyvale, CA, USA ) using the absorbamee ai 225 rmm.

To confiom te KPF poiennial s inhibic sPLAZ the paw Edemna Wik
perfiormed threegh the mF;H mdEigITalon vik r:a;-f}“pc:ruuﬂf:uh FH.IF nﬁmm?umg
randomly choses Swiss female mice (~25 g, 0 = 3L The first expenmeni incheded a previous
incwbaticn of sPLA2 with KPF, a posinve comtrol, which was the protwin with o salse sobavios,
s the megative soninad (salise sobatvs). Pew volemes were measured imenediosely before the
injocion md ai selected time inerveks (dmanot shown) s e sevond assay, we investigated the
effecn of the previous inoculution by iswepernoneal sou (Lp ) of KPF disolved in salise in a
single dose of 30 gl per animal 30 min before sPLAY injection in the pew. All wolume
wdmimisiered on menals” paws were 20 pl, always following the same conceniratioss of the
samngdes: 10 ' per animal of sPLAZ, |mdd of KPF and RNal ;095

yonooias wis measured by liberation of ceeating kinase (CK) from damagad

muscle cells wsing e same animel model and trestmens eoplained sbove. Hemce, in the frst
myoneciosis sssny, KPF was previously incebaed for 30 mis with <PLA2, aed then the saples
were Ejected imio the grewocsemius mvescle (dan not shown) The second meaimon was made

the previows KPF adminisimrios s the penisoseum |30 pl] 50 nusees before e sPFLAT
injeznon meo the gasimoenemis muscle. Conmrol groeps (v = 5) were submitied 1o the same
procedure: however, the segative conrol was inocalaied with 20 L of 0.9% NeCl, asd 20 pl (1
mbd pghof the perified compousd, and in the pocitive contol, H:Ipl.[ll:lpg_]nfmha:l Lat
was administered. The volumes gpplied imio the muscle wese 30 pl, md the of
each sample were describad in the previoe: parogroph. Afler S0 muim, de animals” blood was
harvested from the il in o heparnized pobe, which wes cemnifugel and frorem Senic cremine
kinmse (UK} levels were detemised scconding to the manuficurer of e kit (Bioligeid, Pinhais,
Hrazill, and the dais were expressed im mnit per liter (LVL)

u.ﬂhrht-inlllrlu'l:li.ul:hn:.

Tail vein blood was collecied inm tubes, and samples were centrifisged ai
rpan for 20 min ar 4“0 sera were colle: niphm:wnsep.mdh_l.':ﬂnfug.mtl?[ﬁg
10min, S0 and sored it -B0PC umil bochemical determinmions. For beechensics] determinmion

for cPLA2 thm was performed Cviesolic Phospholipase A2 Assay Kin (abI35040), for
quasbitative megsuremen of Floedet Activating Factor concenimations we ssed Plmele Activarieg
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Factor (PAF) (Hevan plaeled sctivanng fector. PAF ELISA Kl CSH-BOT92%h, CUSABION.
PAF-AH scivity wie anabysed g e colonimeme method with & commercial kot sccording 1o
||:.u:r|.h:-n|:l:: provided by the manufscturer {Caymos Chemical) ased shsorbance readings at 410

and enzyiatic sctivity were expresses s Vo (dlnm). For the messuremest of

mﬁ-ﬂw activity imhibitios, we used a MAK 3M-1KT kit (Acetyicholinesemse
r Soreening Kic Sigma-Aldrich] sed enzywane sclivity was measured shsofbance
resdimgs ai 410 nm end eseymate sotiviy were expresses as Vo (41 0nm).

24, In silico Annlyses

The PDH  (Prowin  Deta  Beok-hipetewwsesboorg)  esd  BMCBEL (NCBL-
b w2 b i ni 1 dmsbases were used in this malysis w find de smine acid
segeence of all proteins. renaiion on e srucoere of KPF was mbken from the PubChem
plotform (hogs:‘pubchem nchinlm sib gov). The ervsallographic model chosen as the bea
mﬂdﬁrﬁmmafﬁtﬂm&]wmlnﬂﬂﬁmtﬁwﬁ
Acervicholisesiomnme (4] and PAF-AH (3045%) from bevan models. The SWIES &I}.EI.
|mtioem rwissmodel ex boand e Chimemn 1. 14 progranm {Lesl Chimera, 2004)
ﬂﬂuﬂdm&:-mm;-ﬁrﬁﬂulrmﬂln{dupmmdmwﬂuuh nerel
possibilities of the proleiss binding with KPF. After o previous study of the mechasions snd the
emeemiin] pesadees of these proteins, mobscular cxperiments were perfonmed by

mﬂmmdtnvlqmFMHlmkmhmwmd previcshy, sddisg
lar regarigg the Kollman charges. Them, the files were comvenied in
B‘a ﬁ:uﬂumdﬂum&gm[ﬁdhhTfeﬁmwudmn

-ﬂnhﬁtdlmmuldﬁﬁmmﬁ ic sie's miereenvinament. The resalis were mken usisg
the wols Discovery Sudio 40, LIGFLOT+, and Pymool v 24 10 evabaate the binding esergies,
i stommsz ==, and oneniatios of molecules in the mocreenyiromment of e acive sne of FLAY The
Molinspiratios plarfom wis esed 1o bemer visualize the stnectune of de congomds.

15, Seavistical analyses

Resulis were reporied os memes £ 50 of replicste expenmenis. The
dlﬁﬂcnﬂﬂhﬁ#ﬂﬂt‘i“ﬂiﬂﬂdhjﬂ‘ﬂ?‘ﬂﬂflmﬂbﬁﬂ“ﬁdh}'ﬂn

wheen several enpenimental groeps were companad 1o the conmol growp, The confldence hl:u:fn-l
significance was 5%

J.Results and Discussion

PLAZS re usually s the enoe pbosad o componenis of snake vesoms i has several
tonic and plarmacedsgieal effects including some Edema, proinflammatory, mypoioxic,
newsoioxic and platels sggregamon activity and other expenmenisl sctesl sctooss sech s
amaumdaral and bectencidal (Cssnars o ol 3000 Mimeses o ol 2002, Cedoo o ol 2008 and
Toyema e ol 20049} Since ssake venom PLA2s com act disectly or indirectly on phospholipid
mcrrdames, they should be able o promone alveralions in biped bicayetbe sis md dvsregulation of
lipogesesis thm could bave o sigmificent imgact on the meabolon and formavies of lipid
mediawes denived from srachidenic seid, which perform cecential roles in sl sosnenes | Cedro
etal.. 2008 and Toyems et al., 2009)

In addition, snake vesom PLAZ ane potent agesas capable of inducies o sigmificant inceease
in oxidmive siress losgside the pro-mflammesory effect and thus either the direct or indirect
action of PLAY via the recepior can increase lipid peroxidation (Al-Qursishy et all |, 2014, Dos
Samios Junior et ol 2000 med Moveizs i ol 3021 ).

Thus, sifkough KPF did st imbobin the e neyvonatic sctivity of sPLAZ, as showm in fgure 14
show sineciure of the comgaend KPF, m fpaere 1B o 10 o which shows thar KPF wes able
i mderwe with ressdess of Y52, G55, TEX and K% and that it could Be mssocisted with a
muileculor region of sPLA2 that coeld be impomant for mteraction with the sPLA2 secepior, whick
shows v be o exmemely imponm clemest for the course of pharmacological seiviies of
raitlesniske sPLA2. Figese 10 and 1E displavs dar KPF was not sble o sigaificanty inhibit dhe
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exrymare seivity of sPFLAZS from Cdr. s the modelling dais demonsiraie dai the compound is
unabde 1 insen properly inio the active site of the secretory phospholipase A2 enryme.

The capabiliny of sPLAZ i0 mieracy with the recepior or the enrymaiic shilicg of sPLA2
was not affecied med KPF, that facn suggest who the comgsesd not e mbibitor of phoegphaolipase
A2 acuivity.

Fanhenmmose, Figure X A shows tal sPLA2 previcsly incubmed with KPF, sigmificandy
dexlined the Edema volunee values, unmreaied sPLAZ. The Edema peak of sPLA2+HKPF ai the 15-
minuie oo point was (0021 = 0003 (e md *P<0i0d) md the other Edema valess were alen
much smaller than the native oo -sduced Edema valuss.

Thus, pricr treatmeni of sPLA& T with KPF woald bave decressed dee e ematogenic scovity
of sPLAZ2 but wis nol able io cowsteract the scuie inflammaiony effect of the joxin. Fipare 24,
reveals sPLAZY inducal o pesk of soure Edema in the mouse prw of (0342 £ 0052 ml (n=% md
* 0 pand retumed o lower valoes after 240 minupes of de experiment. Figure 28 on e other
hamd, shevwed that the animals were previossly memed with KFF 30 min befone the injecton of
sPLAZ.

The results presented im fpare 2H, show thar KIPF poientialized the pro- inflamsagiory effec
of SPLAZ from Cale, whisre de peak Edema vals: wis sPLAZK PRI of 0.574 2 00000 ml (n=3
el * P03 ) e remained elevaied dwoughout the firs 30 minnes.

The presence of inflamsasiory stimuli or fectors dhat can lead o srucpsnsd changes in the
mcanbrnse such s ubraviolet radistion in gencral can lesd o hipid peroxidation and in e case of
sFLAZ, from snake vesom two facors com increase these changes can lend io fe scovanoms of
cynosalic PLAZY throwgh the reactions of the Lands cycle, respoacible (or the remodeling reactions
amd repair of the plasma membrane.

Durizg the remodelliog wed repair process, of de nembrane by the Losds eycle daough
cyiemolic PLA2 are the pohyussaiummied fainy scid ooidized or st s & the case of Arachidonic
acid md PAF, which is o potent medimor of inflammation and the concenration of PAF is kept
o bow levels by the setion of the enzyme PAFAH (Wo et el 3016, Low ei al., 30019, Ashraf e
&l 2, O Donnedl @t el 2002). Pundemoone, sPLAT from snake venom is an Edema-imdecing
aggent and m activansg agent of cPLAZ2 and the dain preseniod.
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Figurel: Figure 1A, domcastrate the molecular structure of kascsspferol (KPF) In Fanee 18, the
roults of moloculie docking sudecy of KPF = the cavity of sPLA2 showed the best molocubar B Figure
1C, sorws the maolecube dockag sile of KPF that doos nol ssleract with the active sile of sPLAZ and figure
1D, reveuls the spoed of sesctaon product prodiactios over lime for the satnve cadymes snd these previoly
incuhaled with KPF and Sgure 1E, we demorstrage the effect of subirslc conconlrSon characicrizng
charges of Km and Vinax of the native aPLA2 and previcasly incubaled with KPF and o both cascs, a0
significant kasctic changes were obuerved for the mative sPEAT snd with the sPLAY incubuted wih KPF.
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Figure 2. Fygire JA. demosaire Edong induced by aPLAZ previomly iscubated wilh KPF, Figuee
28 shows the effect of pre-treutmest of KPF 30 mislos before applicatoon of sPFLA2 (2 « S, md ¥ p <
0.08). Figere 2C snd 2D, aborws the activity of the PAF-AH cwyme and Bie levels of PAF Bom the ansmuals
wod @ e cypormnonts Fygure A and B (= < 15, sad * p < 005) In figure 2E resulls of the PAF-AH
Modciag sd Dock study with KPF.



Becemly Wu @ al., 2020 show ad ths secretory PLAZ from other ssakes during the Edema
proscess also inoreasad PAF concenmrations m addinos w e reassd THF -alpha and expression of
severnl other pro-inflamengiory signalling pedmuys. This imcresse involves the sctivation of
cyieenlic cPLAY which & stimulaed by sPLAY cPLAY meresses the generation of Amchidonic
Acid. mmed hydregen peronide (Fomseh e al., 2000, 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 sPLAZ
firom Ol

Figure 1A mmd 3B display the resuls of svetense sctiviry induced by PLAZ from Odr. The
results of figere 34 presemt that KPF previously incubmed wish sPLAZ aleo decrensed the
myocixic activity of sPLAZ and tha this sctivity seems o be unpelmed v the seymstic scovity
e mist invobve the sbility of midesnake sPLA2 10 recognize sPLA Y recepiors. Figere 3B shows
the effisct of the carlier spplication of EPF & anisals 500 minoies before the applicaton of
raitheenake sPLAZ and compansg it with another groep of snimale peeviously injected with
Saline, md afier 30 minuies dhe sPLAY samples were applied. The eseyme appliad with or withom
jprior mcubarios with salime showed o Crete Kimase value of 400 UL and in the case of simnals
iremed with KPF, the valses were 935 + 5348 (UL; n~% and * p < 003)

In general, it is & pharmacological consessus thm phospholipess A2 enyme-induced
myelegiciy isvelves the inberaction of vesom sPLAZ on the mvescle cell membrane sl thas it
leads w local changes m muoscle fibres e soone swadies segges the presence of o recepion
responsible for the imseraction of venom sPLA Y with muscle fibres | Lomosse and Cursémez, 3011
amd Salvndor enal, 200 T

In our imvesti gations, o resulis demonsrate that dere is another imponant physickogical
elememt, which his moa been considerad in the myoloxic scvem of venom PLAY monlssneke
seereiony PLAZ s & sPLAY with a cherestenstic seurotenic and neerostiselamr setiviny
I Mogueim & al., 38 and Beghis et ol , 2006,

Myotoxicity induced by PLA2 from Estyalring solinons revealed that when sPLAT is
expenmmeninlly applied inravessesly, this ioxin mdeced an increrse in nesroransnymer liberabion
amed thai it bad 0 myonecrosis (Broeok e gl 1997 Gallacei snd Covaleanie e gl 30109, The
increased myonecrosis @ mimals expermenmlly reated with KPF may be dee 1o o eves, one
due o the sysergistic sciion of PAF that can cosse muscle ischemin (Silver et al., 1996 Loucks e
wl, 1997).

However, another imponant fact tha we @vesigmied in this project was the abilicg of KPP
i kbl the enzvene scetylcholmesicrase (AchE) throsgh moloalar docking sedies mnd
encyman: dssays. Using the Cavity Ples program, we saw thst EPF was able oo e sirosgly
with the cavity whene de active site of AchE & found (Figure 50 and e resahs of ather in silica
amalyses demonsirmie that KFF was oble o memo sirosghy with H447, which is pan of the
caialytic mnd.

KPF was able o interact with several other amino acid residues found in the active sise of
the enzyme and so inkibiling s esrymatic activity (Figere 3D) & the insent Figure 3B we
demmoacarme how KFF ai @ coneemrmtion of 1mgmL with 3% DMS0 was able wo strongly inhibic
the acuvity of the Acetyldbalinesterase enzyme. This, KPF sdmisdsiration can potemiste the
phesmscological sctivities of sPLAY from Cab. by inhibinsg PAF-AH and AchE.
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Figure 3. Frgure 3A, is show the myotoxic activaly of aative sPLAT comparal to sPLA2 prevansly
tratied with KPF and Gguee 3B e offoct of the previvns moculation of KPF in g group of caperencatd
amenah 30 muimsics before bson of raftlcumle PLAZ Mystotic offod rouls frum the sl
prevaously eaiad with KPF (L smM30 me ) revead 4 rase in the CK valucs when compueed with the posilive
and ncgative conlrols (2 « 5, snd * p < 005) ke Sgure 3C, it shuws the rouks of the preliminary stady
wang the Cavity program o discover the potortaal siles of inleraction of KPFF wilh Acctykbolincsloruse
and in Ggure 3D the el of fie molocular docking udy of e KPF interaction snd the calymata: sieay
1o cvalusic the wbility of the KXPF = inkibitsy Acctylchols sctrvily und JE demoasirste the spead
of won product production over lime foe e cnzymes AchE with KPF

Figure 4 summarizes most of our findings, and our resulss show that dearly KPF wis
not able 10 sholish or sigmificantly inhibit ®e cdematogenic and myosace actuvity of PLA2
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iscloted from Crosales dwniora rerrificen. KPF indeod is o molecule with snni-isdlaveasiony
potential, when the mflenmatics-isducing agent is Llpopolysacchanide (LPS), which & o
molecule composed of teer mam components (O-aniigen. B. Core polyssccharsde. ©. Lipsd A).
Im figure 44, we show et in gesseral, LPS imerscts with Toll Like secepuor asd dai leads 1o the
wetivation of o seres of kinsses such s Syk, Sre, [BAK 1 and that st io stimolaie e i
of THF-a, COX.-2, Miric Oxide synibace and vanoes proinflassmatery interdeukins (Kim et al.,
2015, Mogilles et o, 2015, Mair e al, 2009 ¢ Abead o al,, 2090) Modeling ssedies and
exmFymane assays bave clesrly shown that the mode of anti-inflammaiony sction of EPF ageiss
the seton of LPS is pelaied oo the abdlity of this comgpound o mbiba dee setivity of sevenl beaces
by siroeg msemotion with the setive siie of this peotem (Bim e el 20035, Noailles e al, 201Z)

Cvimeolic Pleapbolipases A2 enzyemes (cPLAY) pamcipsses in the inflavanatory
resction in severnl diverse ways, iscluding libesstion of free fuiry scids and |ysophospholipids by
thier enzymatic ydrohaic sotion on phospholipids teal are foend in membranes and dunsg
inflammation stmvuli, Arschidoade Acd (AA) is the key ity acid liberated fSrom pheapholipids
by cPLA:. This renction regalaies the svuilobiliy of Ad which, m wm. & the mie liting
precersor for de formation of prosiglandins. On e other band, snake venom secrelory FLAZ
such as PLAZ purified from wosal Crosslus durissus rerrifess venom & another fype of pro-
inflammaiory agesd that keads to PLA2 setivation ssd arschidosse scid geseration md with
Ccomsnmile mereiss in hydoges peroside production, which is & poletistieg agent of cousdative
siress. Already, PA.F‘Fm:imm:l during e inflammmery process esder the seuon of FLAZ (sPLAZ
el ¢PLAZ) is & knows snd potent inflamsnaiory sgent (Camara ot ol, 2003, Temepose o al,
2017, Toyoma e all, 2009, Des Sanios et | 3000 ped Toymma eqal . H1232)

PAF is an nflamenaiory lipid mediaior that is peodeced by mes cells, monocytes,
mocropdages, beumophik,  endothelill  cells, sl plaseles.  Phospholipase A2 and
weetyhmnsferase are rogarsd for i svatesis. Cytosolic pheapholipase A2 constibetes & groep of
inflammatony lipud enzvenes that act on celbalar phospholipids 10 geserale free famy sids (2.9
Pﬂiuﬂlyﬂpﬂtﬁphﬂmlﬂimﬂnhﬂlﬂnmﬁ.ﬂﬂt imflemnmatory pesponse. [n
wddinion, both s creory pleapbaodipase A2 (sPLAZ pend cyioplmemc ploapdaolipase A2 are knows
i generte and regulaie FAF synthesis, and both ore prodeced by mast cells. endotbelinl cells,
hepaincytes, monocytes aod many types of epithelial cells md are degraded upon bisding 1w
specific binding progzins. The setiviey of ePLAZ and sPLAY is also induced by indl
cyioloim=s such as THFa. IL-1p. omd 1L (Jeewsndarms e al., 20006, Toyema MH =i al., 20350 In
sddimon, recent studies dhow tho plareler-scovaiing facsor | PAF ] is o ploapholipid inflamanatory
signalling molerale implicared im synagaic plosticity, learmning and memory, msd neuroioxiciny and
FAF can alier synapie plastcity and may feel nesroinflammation asd thus play svaliple ol m
newsodegenemiyve diseose [Hammond e el 2006,

Our enzveatic, phamscological md in silico expenmenial dats chearly show tha
inhibities of PAF AH, which is an eaeyme thi acts on PAF, potentiased both the phomacological
effiects induced by ranfdlesnake sPLAZ, Edema and myowsiciy. Thus, in addition o de enzyme
wctiviry, the presence of o recepior for PAF genemtion secens o e orucial elemesa for the souie
inflammaiory scoivity asd oxidative siress indeced by randesnale sFLAZ.

In e rewah presenicd in figure 2C and 20 @ & shown thai e flovosodd KPF
significamly inhibitesd the PAF AH enFvme m dhe ensymatic sssays and this resulied s o
significant imcresse im PAF in the momals previously mesied wah the KPF compound and how
this event promoted s mcresce i@ the scute inflamsagiory effect induced by the subsegeeni
appliconion of the secvesory PLAD fromn Crovales slanionus rerrifives vesom (Fipare 4 B Thus,
what we can concbeds is dat the conral of the resoluton of de inflammmory prosess induced by
raithsnake sPLAZ actively imvelves the activity of both eyresolic and comce lluler PAF-AH.
Flaielet-scivaiing fscior (FAF) is one of the most poseni lipid medissors invedved i inflamsaiony
Everils. MM#mukapmﬂugijﬂufhukhuu“uiﬁrubm@m
sctivity. Deacetylation induces the Samation of @ inactive metabolite lyso-PAF.

Fumctional impest of BGILA expression (humes seoreory phospholipese A2) & highly
dependent on eell and neoee type and vones subsimstially dependizg on e biochemical contex
of s expression. o o plysiological coniewt, BGIA bas o well described role in host defence
mediated by ils catalytic setivity and substraie preference for bacienal membrane phospholipids

phosphaidvigheerol and phosphatdyviethanodamine.
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However, recent stsdies show that this group [l PLA2 enmyme, despite not being
mobilized & the beginning of e inflovensrory prooess, hes the function of amplifving the
inflammation precess fai b beoen immsted, snd therem lies the problem thar we obecnved when
we experimentally used de secrepory group [ PLA2 from remlesnakes. KPF & an anii-
inflammaiory thar mbibits the synthesis of pro-iadl sveastory facers bur dees not imflussee PAF
signalling md the scnon of sPLA2 enher from sake or hums. KPF bas also been showm o be
am mbibior of esperase and lipases thar depend on the presemee of the alphe-Betha bydrolese
strsctural sl found in several oher enzvemes such as senne peolease.

The alphafsin-hydmolsse fmnily of folding enzveees is one of the largest groups of
sinseirally related enyynes with diverse coelnie functioss Members of his family imelode
wetvicholinesense, PAF AH. lipase, thiocsers, senine carboayvpepiidiss, proline iminopepidss,
prodine cligopeprides. haloalkmse dehabogensse, baloperoxidies, epoxy ydrolese, hydrooymimle
I:.-uen.ndci.:s Recently, .inad:.ujwbﬂ.lhj'dmhntnul:mﬂmm'ufmmd.n:ﬂu
involved in cell signalling such &= cyclic AMP-activaied proscin bmace & (PEA) md omber
kineezs. All enzymes have a Mucleophilic-His-Acid catalynie trisd desigged 1o operaie efficiendy
an substralss with differend chemscal compositios or physicschemmeal propoics and is vanoes
hinlogicsl comtexts. Thus, KPF would be o poies mosiulator of enzymes with this alpds-bem
hypdrolase domain and thus its sctivity is nonspecifle.

4. Conclusion.

Chir results clearly show tht the wreamben of animals with KPF promated & significam
inorease im the mvodonie ectivity of malesabe PLAZ and dese dos show dan there is o
relmionship berwesn the increase im PAF that could enbance the myoioxic effest besides the PAFP
iself can modulse the conimactle scovity of muscle fres. Seveml exponmenis have shown tho
FAF induces not caly the aggregation and scovation of plaielets and leukocyies bt aleo momy
various biological sstivities including modelsrics of dose depondent eadance mssels contracton
L et al., 323, however the mechanism of PAF indecad commotion is s vet fully clonfied .
Im the case of myoteocity, we also oheerved Sl KPF was also able to inhibit the activiry of the
mretvicholinesiense meyme and thus the abilicy of KPF o modelae the meressed myoioxic
wectiviy of ratlesnake sPLA2 is due to KPFs mbibiion of the PAF AH o acetylchalinestense
excymes [ Fipare 4 B
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Figure 4. Schematic of the pro-flasmatory action of LPS via activation of kinases and
signalling for the activation of vanious sflammation factors, especially those activaned by MyDSE
facsor and the role of de TOLL-L&e receptor, which also stimulases production (Figare 4 A).
Frgare 48, proposed possidde mechanism of actios of KPF and increased Edemas mad myotoxicaty
induced by rmttlessake sPLA2.
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