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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 10

ENSAIO DE AGREGACAO PLAQUETARIA COM SORO
DO LATEX DE HIMATANTHUS SUCUUBA

Janeth Silva Pinheiro Marciano
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) — Sao Paulo

Renan Goncalves da Silva
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(UNESP) — Sao Paulo

Juliana da Silva Coppede
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) — Sdo Paulo

Sonia Marli Zingaretti
Unidade de Biotecnologia (UNAERP) — Sao Paulo

RESUMO: A aplicagdo tépica de plantas
medicinais tem sido utilizada na medicina
popular para a cicatrizagdao de feridas, no
entanto, o mecanismo exato do processo de
cicatrizagdo ndo é muito bem esclarecido.
O latex de Himatanthus sucuuba apresenta
alguns compostos de interesse farmacologico e
pode ser empregado em diversos tratamentos.
O objetivo do estudo foi realizar um teste de
agregacao plaquetaria com o soro do latex
de H. sucuuba, para a compreenséo inicial da
presenca de atividade proteolitica. 50 mL de
sangue foram coletados e centrifugado para
separacéo do plasma. Realizou-se o ensaio de
agregacao plaquetaria pela adicdo do agonista
fisiologico vitamina K e pela adicdo do soro de
H. sucuuba em duas concentragdes (70 e 350
pg/mL). A agregacéo foi determinada quando o
plasma apresentou caracteristicas de turbidez
ou coagulacdo. O tempo de coagulagéo foi
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mensurado. A analise foi feita em ftriplicata e a
comparacao de médiasrealizadapelo programa
estatistico Agroestat. O soro do latex de H.
Sucuuba promoveu a agregacao plaquetaria no
plasma humano nas concentrag¢des utilizadas.
A concentracéo de 350 pyg/mL do soro foi mais
eficiente, com tempo de médio de coagulagcao
de 5 minutos. As proteinas presentes no soro
do latex de H. sucuuba podem interferir no
sistema hemostatico. O presente trabalho é o
primeiro estudo que relata a possivel presenca
de proteinas coagulantes no soro do latex
dessa espécie.

PALAVRAS-CHAVE: coagulagao, latex, planta
medicinal, proteinas.

ABSTRACT: The topical application of medicinal
plants has been used in folk medicine for wound
healing, however, the exact mechanism of the
healing process is not very well understood.
Latex of Himatanthus sucuuba presents some
compounds of pharmacological interest and can
be used in several treatments. The objective of
the study was to perform a platelet aggregation
test with the serum of H. sucuuba latex, for
the initial understanding of the presence of
proteolytic activity. 50 mL of blood were collected
and centrifuged for separation from the plasma.
The platelet aggregation assay was performed
by addition of the physiological vitamin K
agonist and the addition of H. sucuuba serum
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at two concentrations (70 and 350 pg/mL). Aggregation was determined when plasma
showed turbidity or coagulation characteristics. Coagulation time was measured. The
analysis was done in triplicate and the comparison of means performed by the statistical
program Agroestat. The latex serum of H. sucuuba promoted platelet aggregation in
human plasma at the concentrations used. The serum concentration of 350 pg/mL was
more efficient, with coagulation mean time of 5 minutes. The proteins present in the
serum of H. sucuuba latex may interfere with the hemostatic system. The present work
is the first study that reports the possible presence of coagulant proteins in the latex
serum of this species.

KEYWORDS: coagulation, latex, medicinal plant, proteins.

INTRODUCAO

A aplicacao topica de plantas medicinais (latex, folhas, raizes, caule) tem sido
utilizada na medicina popular para a cicatrizacdo de feridas, no entanto, 0 mecanismo
exato do processo de cicatrizacdo nédo é plenamente esclarecido. Coagulacdo e
fibrinblise sdo dois eventos proteoliticos importantes na cicatrizacao de feridas e
reparo tecidual, essa atividade proteolitica encontra-se presente no latex de muitas
plantas medicinalmente importantes.

O latex € uma complexa emuls&do composta por proteinas, alcaldides, agucares,
amido, borracha, que muitas vezes acaba por coagular quando exposto ao ar (HAGEL
et al., 2008). Estédo presentes nos vasos laticiferos que sao células secretérias
alongadas do sistema laticifero (MAHLBERG, 1993; METCALFE, 1967). Estudos
fisiolégicos mostraram que o latex estad associado a metabolitos vitais na defesa das
plantas contra insetos (KEKWICK, 2001).

SegundoAlametal., (2011), o latex extraido de diferentes espécies como de Datura
stramonium L. (Solanaceae), Euphorbia antiquorum L. (Euphorbiaceae), Euphorbia
pilosa (Euphorbiaceae), Pelilanths tithmaloids (Euphorbiaceae), Achyranthes aspera
L. (Amaranthaceae), Alstonia scholaris R.Br. (Apocinaceae), Calotropis procera Br
(Asclepidaceae) apresenta propriedades curativas em feridas e queimaduras.

O latex de Ficus carica € uma fonte rica de agentes antioxidantes naturais com
caracteristicas estabelecidas de atividade anti-carcinogénica que podem ser usadas
em e Industrias biofarmacéuticas (HASHEM et al., 2017). Em Asclepias curassica L.,
Calotropis gigantea R. Br., Pergularia extensa R. Br. e Cynanchum puciflorum R. Br. foi
identificado uma cisteina protease que exibe acao de trombina e plasmina validando
0 uso popular do latex dessas plantas para estancar sangramento e cicatrizar feridas
(SHIVAPRASAD et al., 2009).

No latex de Synadenium grantii ha uma grande quantidade de proteases,
enzimas hidroliticas que desempenham importante fun¢éo na fisiologia das plantas e
apresentam diversas acdes farmacoldgicas, interferindo na hemostasia. Também foi
relatado nesta espécie o isolamento e caracterizagcao de uma protease (glicoproteina)
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gue possui atividade fibrinolitica (RAJESH et al., 2006).

A elucidacado dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, apresenta-se como um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e farmacologia (GEBHARDT, 2000).

O latex de Himatanthus sucuuba apresenta alguns compostos de interesse
farmacologico, e tem sido muito utilizado em diversos tratamentos. A importancia do
género Himatanthus na medicina popular € consideravel, visto que existem relatos
de uso em diferentes comunidades locais no Brasil. Algumas preparacdes a partir da
casca e do latex para diversos tratamentos sao comercializadas (FERREIRA et al.,
2009).

O latex dessa planta apresenta alguns compostos, como iridoides (plumieride,
isoplumieride) (BARRETO et al., 2007), terpenos (acetato de lupeol, a-amirina) (de
MIRANDA et al., 2000), miscelaneous (cis-poliisoprene, arabinose, glicose, xilose)
(SILVA et al.,, 2003) e compostos fendlicos (catecol, quercitrin) que apresentam
propriedades biologicas interessantes como anti-inflamatéria, anti-tumoral e analgésica
(de MIRANDA et al., 2000).

Recentemente, muitas proteinas tém sido identificadas em diferentes espécies
vegetais e em diferentes partes da planta, como nas folhas, caules, raizes e latex.
Desse modo, objetivou-se realizar um teste de coagulacéo (agregacéo plaquetaria)
com o soro do latex de H. sucuuba, para a compreenséao inicial da presenca de
atividade proteolitica no latex dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Sangue fresco (50 mL) foi centrifugado a 10°C, 12.000g, para separagao do
plasma. Realizou-se o ensaio de agregacao plaquetaria pela adicdo do agonista
fisioldgico (controle) - Vitamina K (1 mg/mL) e pela adicdo do soro de H. sucuuba em
duas concentracdes (70 e 350 ug/mL).

A agregacédo foi considerada positiva quando observado o plasma com
caracteristicas de turbidez ou coagulacdo. O tempo total de coagulagéo foi mensurado
por contador de tempo automatico. As analises foram realizadas em triplicata. A analise
de variancia e o teste de comparacao de médias (Teste de Tukey) foi realizado pelo
programa estatistico Agroestat 1.1 (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O soro do latex de H. sucuuba, promoveu a agregacao plaquetaria no plasma
humano nas duas concentracdes utilizadas (Figura 1).

A concentracao de 70 pyg/mL de soro promoveu a agregacao total da amostra no
tempo médio de 10 minutos, diferente do observado para a concentracao de 350 pg/
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mL, com resultado mais satisfatorio - tempo médio de coagulagao do plasma sanguineo
em 5 minutos, estatisticamente similar ao resultado apresentado pelo teste controle,
com a Vitamina K (Tabela 1).

70 350

Figura 1. Agregacao plaquetéria nos diferentes tratamentos.

Fonte: autores.
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Tratamento Quantidade da amostra por 1 mL Tempo médio de coagulacao
(amostra) de plasma (min)?
Vitamina K 350 ug 3a
70 ug 10b
Soro
350 ug 5a

Tabela 1. Tempo médio de coagulagao, utilizando-se o soro do latex de H. sucuuba e controle
(vitamina K).

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey a 1%.

O coeficiente de variacdo experimental (CV) foi de 7,85, o que representa
Otima acuracia. Os dados indicam que o teste apresentou significancia consideravel
(P<0,0001) (Figura 2).

Analise de Variincia para Efeitos de Tratamentos

Causas de Variacgéo &L e oM F =]

35,583333333 178,13**< 0,0001
0,222Z2222222 -

79,166666607
1,3333333333

Tratamentos 2
Residuoc &

Total 8

80,500000000 - -

Média Geral............: &,0000000
Desvio Padrio..........: 0,4714045
Erro Padrio da Mé&dia...: 0,2721655
Coeficiente de Variac8o: 7,8567420

Figura 2. Andlise de variancia dos dados.
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Biomembranas, géis e pomadas com propriedades biolégicas podem ser
confeccionados a partir do latex de diversas espécies vegetais. O soro obtido a partir
do latex de H. sucuuba pode apresentar propriedades interessantes para futuras
aplicacbes na area médica e farmacéutica (Figura 3).

H. sucuuba |:> Latex 0

Soro Borracha

7\

Biomembrana Proteinas coagulantes

O

Gel/ pomada

Sousa et al. (2007)

Figura 3. Aplicabilidade biotecnoldgica.

Fonte: autores.

A biomembrana de latex natural produzida por pesquisadores da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto - USP apresenta importantes propriedades bioldgicas, tais
como: atividade neoangiogénica, promog¢ao de adesao celular e formagcao de matriz
extracelular (MRUE, 1996; MRUE, 2000).

Uma fragdo proteica do soro do latex Hevea brasiliensis (FrHB) foi utilizada na
confeccdo de uma biomembrana usada como parte no tratamento para cicatrizagdo de
feridas no pé em pacientes diabéticos (ANDRADE et al., 2012).

As pesquisas com o latex da planta Hevea brasiliensis (seringueira), iniciadas
pelo Professor Dr. Joaquim Coutinho Netto em 1993, j& demonstravam inumeras
aplicabilidades na area médica, por sua acao indutora de angiogénese, semelhante
ao fator de crescimento vascular endotelial, amplamente comprovada em animais de
laboratéorio em 1997 (PELENOVA BIOTECNOLOGIA, 2017).

A empresa Pelenova Biotecnologia utiliza uma fracdo denominada proteina
bioativa F1 do soro do latex da H. brasiliensis na regeneracéo tecidual, na formulagéao de
cosméticos com propriedade anti-envelhecimento, géis, cremes, lo¢cées, na confeccao
de uma biomembrana (Biocure®) e REGEDERM® que possui atividade angiogénica
e aceleradora do processo cicatricial e € indicado para o tratamento e cicatrizacéo de
feridas crbnicas de diversas etiologias (PELENOVA BIOTECNOLOGIA, 2017).

A possivel presenca de proteinas coagulantes que participam do efeito de
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agregacao plaquetaria observado no presente estudo, pode ser um caminho para
novos estudos que objetivam avaliar a eficiéncia de biomembranas e géis sintetizados
a partir do latex de H. sucuuba em processos de angiogénese e cicatrizacao.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que o soro do latex de H. sucuuba pode interferir no
sistema hemostatico, ou seja, influenciar no processo de agregacéao de plaquetas e
coagulacao do sangue. Este é o primeiro estudo indicador da possivel presenca de
proteinas coagulantes no soro do latex dessa espécie. Contudo, trata-se de um ensaio
isolado, sendo necessarias investigacdes futuras.
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