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RESUMO

A maioria do tratamento de patologias que envolvem a inflamagéo baseia-se no
blogueio da producdo de eicosandides apds a libertagdo do &cido araquiddnico dos
fosfolipidos membranares pela accdo da fosfolipase A,. Os farmacos mais
frequentemente prescritos no tratamento de doencas que tém por base uma resposta
inflamatoria sdo os anti-inflamatérios ndo esterdides, como a aspirina, o ibuprofeno e o
diclofenac. Estes actuam pela inibicdo ndo selectiva das enzimas cicloxigenase 1 e 2,
responsaveis pela producao de prostaglandinas no processo inflamatorio. No entanto, 0s
efeitos secundarios que advém do seu uso prolongado representam um grande problema
clinico. Os metabolitos secundarios derivados de plantas representam uma importante
fonte de compostos anti-inflamatorios e sabe-se que muitos destes interferem no
metabolismo do &cido araquidonico, através da inibicdo da cicloxigenase e lipoxigenase.
A cicloxigenase 1 e 2 levam a producédo de prostaglandinas pré-inflamatorias e a 15-
lipoxigenase influencia a progresséo da aterosclerose. Contudo, a inibi¢do preferencial
da cicloxigenase-2 sobre a cicloxigenase-1 é mais vidvel, uma vez que esta Ultima é
produzida em muitos processos homeostaticos. llex perado Aiton ssp. azorica (Loes.)
Tutin, de nome comum “azevinho” € uma planta endémica dos Acores e é relacionada
filogeneticamente com llex paraguariensis, planta tradicionalmente utilizada na
América do Sul para o tratamento de artrite reumatéide e outras patologias inflamatérias.
Umbilicus rupestris (Salisb.) Dandy, comummente designada de “coucelos”, é utilizada
para o tratamento de inflamacdes nos Acores. Como parte do estudo, cujo objectivo
principal é a descoberta de novos compostos anti-inflamatérios, foi avaliada a
actividade anti-inflamatéria de I. perado e U. rupestris em diversos mecanismos da
cascata inflamatéria no sentido de se obter no final compostos com capacidade de
inibicdo elevada sobre as enzimas cicloxigenase-2 e 15-lipoxigenase.

Numa fase inicial do trabalho, estudou-se o potencial anti-inflamatério das
fracgOes de hexano, diclorometano, cloroférmio e de acetato de etilo de I. perado e U.
rupestris em ensaios de screening baseados em diferentes mecanismos inflamatorios:
inibicdo da desnaturacdo da albumina, inibicdo da hemdlise induzida pelo calor e
inibicdo da accdo da protease tripsina. As frac¢gdes mais activas foram as de hexano e
cloroformio de 1. perado e a fraccdo de hexano de U. rupestris, sendo que estas

evidenciaram actividades pronunciadas de inibicdo da desnaturacdo da albumina e da

Universidade dos Acores — P6lo de Ponta Delgada X



Avaliacéo da Actividade Anti-inflamatéria de Plantas dos Acores

accdo da protease tripsina. Seguidamente, estas fraccdes foram submetidas a
fraccionamentos por cromatografia em camada fina, tendo-se obtido sete sub-fraccOes
de I. perado e duas de U. rupestris. As percentagens de inibicdo das enzimas
cicloxigenase-1, cicloxigenase-2 e 15-lipoxigenase causadas pelas sub-fraccdes foram
estudadas. Constatou-se que as sub-fraccGes mais activas foram as de cloroformio de |I.
perado com percentagens de inibi¢do da cicloxigenase 1 e 2 préxima da indometacina e
capacidade inibidora da 15-lipoxigenase semelhante a quercetina. No entanto, a sub-
fraccdo mais polar (IP 1.3.3) foi a que evidenciou actividade de inibicdo selectiva da
cicloxigenase-2 e da 15-lipoxigenase a mesma concentracdo (0,025 mg/mL). Os
compostos responsaveis por esta actividade parecem ser de natureza polar, pertencendo
ao grupo de compostos das xantinas. Estes resultados séo, entdo, promissores para a
descoberta de farmacos alternativos aos anti-inflamatorios comercializados. Por seu
turno, as sub-fraccdes de U. rupestris evidenciaram pouca a nenhuma inibicdo destas

enzimas.

Palavras-chave: 15-lipoxigenase, actividade anti-inflamatoria, cicloxigenase-1,

cicloxigenase-2, llex perado, Umbilicus rupestris.
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ABSTRACT

Most of the treatments of pathologies that involve inflammation are based on the
blockade of eicosanoid production after arachidonic acid release from membrane
phospholipids by the action of phospholipase A,. Non-steroidal anti-inflammatory drugs
are the most frequently prescribed for the treatment of inflammatory diseases such as
aspirin, ibuprofen and diclofenac. They act through non-selective inhibition of
cycloocygenase 1 and 2, responsible for prostaglandins production in the inflammatory
process. However, the side effects arising from their prolonged use are a major clinical
problem. Secondary metabolites derived from plants are a significant source of anti-
inflammatory compounds and it is known that many of these interfere with the
arachidonic acid metabolism, by inhibiting both cyclooxygenase and lipoxygenase.
Cyclooxygenase 1 and 2 lead to the production of pro-inflammatory prostaglandins and
15-lipoxygenase influences the progression of atherosclerosis. However, the selective
inhibition of cyclooxygenase-2 over cyclooxygenase-1 is more viable, since the latter is
produced in many homeostatic processes. llex perado Aiton ssp. azorica (Loes.) Tutin,
with the common name “azevinho”, is an endemic plant of the Azores and shares the
same genus of llex paraguariensis, plant traditionally used in South America for the
treatment of rheumatoid arthritis and other inflammatory disorders. Umbilicus rupestris
(Salisb.) Dandy, commonly referred to as “coucelos”, is used to treat topical
inflammation in the Azores. As part of the study, whose main objective is to discover
new anti-inflammatory compounds, the anti-inflammatory activity of I. perado and U.
rupestris was evaluated in various mechanisms of the inflammatory cascade in order to
obtain in the end compounds capable of a high inhibition of the enzymes
cyclooxygenase-2 and 15-lipoxygenase.

At an early stage of the reasearch work, the anti-inflammatory potential of
hexane, dichloromethane, chloroform and ethyl acetate fractions of I. perado and U.
rupestris was studied, using screening assays based on distinct inflammatory
mechanisms: inhibition of albumin denaturation, inhibition of heat induced hemolysis
and inhibition of trypsin protease action. I. perado hexane and chloroform fractions and
U. rupestris hexane fraction were the most active. These fractions showed pronounced
inhibition of albumin denaturation and inhibition of trypsin protease action.
Subsequently, these fractions were fractionated through thin layer chromatography,
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yielding seven sub-fractions of I. perado and two of U. rupestris. The percentage
inhibition of cyclooxygenase-1, cyclooxygenase-2 and 15-lipoxygenase caused by the
sub-fractions was evaluated. It was found that the most active samples were |. perado
chloroform sub-fractions with percentage inhibition of cyclooxygenase 1 and 2 near the
inhibitory capacity of indomethacin and 15-lipoxygenase inhibition capacity similar to
quercetin. However, the most polar sub-fraction (IP 1.3.3) was the only that
demonstrated selective inhibition of cyclooxygenase-2 and 15-lipoxygenase at the same
concentration (0.025 mg/mL). The compounds responsible for this action seem to be
polar in nature, belonging to the group of xanthines. These results are thus promising on
the discovery of alternative drugs to marketed anti-inflammatory drugs. On the other
hand, U. rupestris sub-fractions showed little to no inhibition of these enzymes.

Key words: 15-lipoxygenase, anti-inflammatory activity, cyclooxygenase-1,

cyclooxygenase-2, llex perado, Umbilicus rupestris.
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EtOAC - Acetato de etilo
EtOH - Etanol

FDA - Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América

FP - Receptor da prostagladina Fy,

H; - Receptor de histamina

HETE - Acido hidroxieicosatetrangico

HPETE - Acido hidroxiperoxieicosatetrandico
HPLC - Cromatografia liquida de alta pressao
ICs - Concentracao necessaria para inibir a actividade em 50%
IL-1p - Interleucina 1

IL-6 - Interleucina 6

ICAM-1 - Molécula de adeséo intercelular 1
IgE - Imunoglobulina E

IP - Receptor da prostaciclina

INOS - Sintetase de 6xido nitrico induzivel
Isomerase PGE - Isomerase da prostaglandina E;
IS - indice de Selectividade

LOX - Lipoxigenase

NOS - Sintetases de 6xido nitrico

PAF - Factor activador de plaquetas

PGI; - Prostaciclina

PMN - Polimorfonuclear

RNS - Espécies reactivas de azoto

ROS - Espécies reactivas de oxigenio

Rt - Tempo de retencédo

Sintetase PGI - Sintetase da prostaciclina
Sintetase PGD - Sintetase da prostaglandina D,
Sintetase PGF - Sintetase da prostaglandina F,,
Sintetase TXA - Sintetase do tromboxano A;
TLC - Cromatografia de camada fina

TNF-a - Factor de necrose tumoral alfa

TP - Receptor do Tromboxano A,

TXA; - Tromboxano A;
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TXB, - Tromboxano B,
VCAM-1 - Molécula de adesdo vascular 1

VSMCs - Células vasculares do musculo liso

Siglas das amostras

A - extracto de acetona

AA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona
AAS - acido acetilsalicilico

AC - fracgdo de cloroférmio do extracto de acetona
AD - fracgdo de diclorometano do extracto de acetona
AH - fraccdo de hexano do extracto de acetona

E - extracto de etanol

EA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de etanol
EC - fraccéo de cloroférmio do extracto de etanol

ED - fraccdo de diclorometano do extracto de etanol
EH - fraccdo de hexano do extracto de etanol

IP - llex perado

UR - Umbilicus rupestris
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INTRODUCAO

O processo inflamatorio ou resposta inflamatdria caracteriza-se por ser uma
reac¢do de defesa do organismo perante a exposicdo a estimulos prejudiciais. A reacgdo
inflamatdria pode ser aguda, se o tecido conseguir ser reparado sem 0 aparecimento de
sequelas, ou cronica quando o agente inflamatorio ndao € eliminado ou a resposta
inflamatoria é persistente (Serhan et al., 2010; Trowbridge & Emling, 1997). A
inflamacdo crénica esta na base do aparecimento de diversas doengas crénicas como a
artrite reumatdide, cancro, asma, doencas auto-imunes (Serhan et al., 2010) ou até a
aterosclerose (Charo & Taub, 2011).

A resposta inflamatéria é controlada pela presenca de diversos mediadores
quimicos, cada qual com uma funcdo especifica numa fase da reacgdo inflamatdria
(Trowbridge & Emling, 1997). Uma das mais importantes classes de mediadores
lipidicos sdo os eicosandides. Os eicosanoides incluem as prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos e lipoxinas. Sdo0 moléculas de sinalizacdo produzidas através de uma via
oxidativa do &cido araquiddnico (Harizi et al., 2008). As cicloxigenases (COX) 1 e 2
sdo responsaveis pela biossintese de prostaglandinas a partir do acido araquidonico
(Charlier & Michaux, 2003). A 15-lipoxigenase (LOX) converte o acido araquidénico
em hidroperoxidos e lipoxinas (Dobrian et al., 2011).

Os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES) tradicionais como a aspirina, 0
ibuprofeno e o diclofenac sdo dos mais utilizados no tratamento de doencas que tém por
base uma resposta inflamatoria e actuam através da inibi¢do ndo selectiva das enzimas
COX-1 e COX-2. No entanto, os efeitos secundarios que advém do seu uso prolongado
representam um grande problema clinico (Martel-Pelletier et al., 2003). Por outro lado,
0os AINEs inibidores selectivos da COX-2 levam a complicacGes do foro renal e
cardiovascular, apesar de serem eficazes (Charlier & Michaux, 2003; Gambaro, 2002;
Rao & Kbnaus, 2008). A importancia da inibicdo simultdnea da producdo de
prostaglandinas pela via da COX e da producdo de leucotrienos pela via da LOX ja foi
descrita por diversos autores (Burnett et al., 2007; Fan et al., 2012; Li et al., 2003; Li et
al., 2006; Martel-Pelletier et al., 2003; Reddy et al., 2008). A inibicdo preferencial da
COX-2 sobre a COX-1 aliada a inibicdo da 15-LOX constitui uma importante
alternativa aos AINEs tradicionais no desenvolvimento de novos agentes anti-
inflamatdrios (Charlier & Michaux 2003; Reddy et al., 2008). Contudo, um farmaco
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que tenha uma actividade de inibicdo dupla de COX/LOX néo é flexivel o suficiente
para conseguir uma inibicdo Optima das duas enzimas. Ou seja, dificilmente a dose
usada para inibir a COX é a mesma para inibir a LOX. Uma abordagem mais
promissora e executavel € a utilizacdo de dois farmacos diferentes que possuam,
respectivamente, actividades anti-COX e anti-LOX pronunciadas. Portanto, obtém-se
um melhor resultado terapéutico pela variacdo das doses de ambos os farmacos
(Butovich & Lukyanova, 2008).

Ja foram identificadas, isoladas e testadas varias moléculas de origem natural
relativamente as suas actividades farmacoldgicas. As moléculas activas existentes nas
plantas tém fornecido as ferramentas necessarias para o desenvolvimento de moléculas
sintéticas mais eficazes (Agnihotri et al., 2010). A maior parte dos metabolitos
secundarios derivados das plantas interferem directa ou indirectamente com diversos
mediadores inflamatdrios de entre os quais se encontram o0s metabolitos do acido
araquidonico (Calixto et al., 2003).

As ilhas dos Agores ostentam uma flora riquissima pelo que assume extrema
relevancia a pesquisa de compostos quimicos anti-inflamatérios em plantas dos Acores.
Para este estudo, foram seleccionadas as espécies vegetais llex perado Aiton subsp.
azorica (Loes.) Tutin, de nome comum ‘“azevinho” e Umbilicus rupestris (Salisb.)
Dandy, comummente designada “coucelos”. A primeira foi escolhida por ser endémica
e por ainda ndo existirem estudos relativamente as suas propriedades farmacoldgicas.
Além disso, partilha 0 mesmo género de plantas usadas no tratamento de inflamacdes
como llex paraguariensis e llex pubescens (Bracesco et al., 2011; Puangpraphant &
Mejia, 2009; Wang et al., 2008). Ja a planta U. rupestris foi seleccionada por ser usada
na medicina popular dos Acores, particularmente as folhas frescas, que sdo indicadas e
utilizadas topicamente como anti-inflamatdrias (Corsépius, 1997), sendo que ainda ndo
foram efectuados estudos relacionados com as suas propriedades farmacoldgicas.

Com este estudo, pretendeu-se avaliar a actividade anti-inflamatoria de I. perado
e U. rupestris no sentido de se encontrar compostos ou grupos de compostos como 0s
polifendis, saponinas, flavondides, acidos fendlicos, triterpenos e esterdides e/ou
alcaloides, que exibissem uma selectividade de inibicdo para a COX-2 em relacdo a
COX-1 competindo, deste modo, com os anti-inflamatorios comercializados na sua
eficacia e na reducéo de efeitos secundarios e apresentassem uma inibicdo da 15-LOX,

enzima envolvida no processo aterosclerético.
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OBJECTIVOS

O projecto de investigacdo, desenvolvido no &mbito do 2° ano curricular do
mestrado em Ciéncias Biomédicas apresentado sob a forma de dissertacdo, teve como
objectivos gerais avaliar a potencial actividade anti-inflamatéria das espécies llex
perado Aiton subsp. azorica (Loes.) Tutin e Umbilicus rupestris (Salish.) Dandy,

utilizando modelos in vitro, e realizar um estudo fitoquimico das suas sub-fraccdes.

Os objectivos especificos foram os seguintes:

e Fraccionamento dos extractos de acetona e de etanol de Umbilicus rupestris
(Salisb.) Dandy e llex perado Aiton ssp. azorica (Loes.) Tutin por particdo
liquido-liquido;

e Avaliacdo da actividade anti-inflamatoria dos extractos e fraccdes obtidas
através de métodos de screening: inibicdo da desnaturacdo da albumina, inibicéo
da hemdlise induzida pelo calor e inibicdo da ac¢do da protease tripsina;

e Fraccionamento por cromatografia preparativa em camada fina (TLC) das
fraccBes com maior actividade nos ensaios de screening;

e Avaliagéo das sub-fraccOes obtidas na inibigdo da actividade da COX-1, COX-2
e 15-LOX;

e Comparacdo da actividade anti-inflamat6ria das amostras de I. perado e U.
rupestris com anti-inflamatérios comercializados;

e Andlise fitoquimica das sub-frac¢fes de modo a identificar os compostos ou

grupos de compostos responsaveis pela actividade anti-inflamatdria demonstrada
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1 - Processo inflamatorio

O processo inflamatoério ou reaccdo inflamatdria consiste num sistema inato de
respostas celulares e vasculares causadas por estimulos e condi¢fes prejudiciais como
infeccdes, exposicdo ao calor ou ao frio, isquémia ou trauma tecidual, em que o
organismo tenta restaurar o tecido (Medzhitov, 2008; Serhan et al., 2010). Se
controlada, a resposta inflamatdria tem efeitos benéficos (por exemplo, no fornecimento
de proteccdo em situacdes de infeccdo), contudo, pode tornar-se prejudicial se for
desregulada (por exemplo, causando choque septico) (Medzhitov, 2008).

A reaccdo inflamatoria pode ser aguda, se o tecido consegue ser reparado sem o
aparecimento de sequelas, ou crénica quando o agente inflamatoério ndo € eliminado ou
a resposta inflamatoria € persistente (Serhan et al., 2010; Trowbridge & Emling, 1997).
A resposta inflamatoria aguda é definida como uma série de respostas de tecidos que
podem ocorrer nas primeiras horas seguidas ao dano. Os eventos vasculares que estao
na base desta resposta sdo a activacdo das células endoteliais, abertura reversivel das
jungdes das células endoteliais, adesdo dos leucécitos polimorfonucleares (PMNSs),
agregacdo das plaquetas e hemorragia (Figura 1) (Serhan et al., 2010). As células
endoteliais activadas expressam na sua superficie moléculas de adesdo para 0s
leucdcitos e promovem a producdo e libertacdo de citocinas e quimiocinas, que, por sua
vez, atraem por quimiotaxia e activam os leucdcitos PMNs. Os leucocitos PMNs
activados aderem ao endotélio antes de sairem do compartimento vascular. A abertura
reversivel das juncdes das células epiteliais, causada pela histamina, serotonina e outros
factores, permite o extravasamento de proteinas e fluidos para o espaco extravascular,
levando ao aparecimento de edema. Nesta sequéncia, os leucocitos PMNs activados
migram através destas junc@es para o tecido lesado. Uma outra caracteristica da reaccao
inflamatdria aguda é a activacdo das plaquetas que esta, normalmente, associada a
conversdo da protrombina em trombina. Daqui resulta a adesdo das plaquetas umas as
outras (agregacao das plaquetas). Finalmente, a resposta inflamatéria aguda pode estar
relacionada com a hemorragia proveniente do dano estrutural directo (reversivel ou
irreversivel) a barreira endotelial. O aparecimento de hemorragia implica que a
integridade do vaso foi danificada, pelo que os eritrocitos saem do vaso passivamente.
Este evento ocorre apdés um choque térmico, em situacdes de disfuncdo severa das

plaquetas, apos infeccdes devido a libertacdo de toxinas, ou outras situacdes (Serhan et
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al., 2010; Trowbridge & Emling, 1997). Uma das consequéncias do processo
inflamatorio € o aumento de temperatura local. Este aumento pode causar desnaturacao
de proteinas estruturais e enzimaticas. Quando tal ocorre, as proteinas tornam-se

disfuncionais (Tortora & Derrickson, 2009).

Resposta Vascular

Y/
Activacdo das celulas endoteliais * R t
Abertura reversivel das jungdes das células endoteliais *
Adesdo dos PMNs * eSpOS a
Agregagho das plaquetas * Tecidual
Expressdo de f e
moléculas de adesdo

(ICAM - 1, VCAM-1, etc.)

Hemorragia

Figura 1 - Mecanismos da resposta inflamatoria aguda. Estdo representados os eventos de resposta
vascular inicial que levam as alteragdes de permeabilidade, activacdo das células endoteliais (expressdo
aumentada das moléculas de adeséo para os neutr6filos PMNs), adesdo dos neutréfilos PMNSs a superficie
endotelial e activagdo das plaquetas (que resulta na sua agregacdo, adesdo entre si e com a superficie
endotelial). As plaquetas encontram-se frequentemente nas zonas de deposicdo de fibrina. A resposta do
tecido (compartimento extravascular) inclui a formagdo de edema, extravasamento dos PMNs, deposi¢do
de fibrina e hemorragia se a integridade estrutural da barreira vascular se encontra comprometida
(adaptado de Serhan et al., 2010).

O processo inflamatério cronico é definido morfologicamente pela presenca nos
tecidos de linfocitos, macréfagos e plasmacitos (Figura 2). Em muitos casos, a resposta
inflamatdria cronica pode persistir por longos periodos (meses ou anos). Considera-se
que é causada pela resposta persistente do sistema inato e adquirido, como acontece na

artrite reumatoide, cancro, asma e doencas auto-imunes (Serhan et al., 2010).
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Figura 2 - Mecanismos da resposta inflamatoria crénica. Estdo representados a adesdo dos linfécitos e
mondcitos ao endotélio activado e o extravasamento destas células para o espago extravascular. As
células endoteliais activadas expressam as moléculas de adesdo (como VCAM-1) que facilitam a adesdo
dos linfécitos e mondcitos a superficie endotelial, seguido do seu extravasamento. No compartimento
extracelular, os linfécitos e macrofagos secretam factores que estimulam a formagdo extracelular de
colagénio e prolongam a resposta inflamatoria. As células plasmaticas secretam diversas subclasses de
anticorpos (adaptado de Serhan et al., 2010).

1.1 - Mediadores quimicos do processo inflamatério

A resposta inflamatéria é condicionada pela presenca de mediadores quimicos,
cada qual com uma funcdo especifica numa determinada fase da reaccdo inflamatdria.
Estas substancias podem ser exdgenas (quando provém de agentes bacterianos ou
quimicos) ou enddgenas quanto a sua origem (Trowbridge & Emling, 1997). Serdo
focadas somente as Gltimas.

Os mediadores quimicos enddgenos do sangue, células inflamatérias e tecido
lesado participam activamente na resposta inflamatoria. Estes mediadores incluem
aminas vasoactivas (histamina e serotonina), bradicinina, enzimas lisossomais, radicais
livres, o factor activador de plaguetas (PAF) e eicosandides (prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos) (Barnes et al., 1998; Favacho, 2009; Roome, 2007). Estes
mediadores podem ser pré-formados ou sintetizados nas células activadas, em resposta a

um estimulo (Barnes et al., 1998).
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1.1.1 - Aminas vasoactivas

As aminas vasoactivas encontram-se em granulos celulares, sendo libertadas
imediatamente apds a accao do estimulo agressor. Agem principalmente sobre 0s vasos
sanguineos, e também sdo responsaveis pela sensacdo de dor na inflamacéo, através da
sua ac¢ao sobre 0s neurdnios sensoriais. As aminas vasoactivas mais importantes sao a
histamina e a serotonina (Dray, 1995).

A histamina, amina priméria hidrossoluvel, é o primeiro mediador implicado nas
alteragOes fisiopatoldgicas nas doencas inflamatorias. Assume importancia nas fases
iniciais da inflamacdo aguda uma vez que medeia a resposta do aumento da
permeabilidade vascular (Ohtsu, 2008; Roome, 2007; Trowbridge & Emling, 1997).

A histamina é sintetizada a partir da L-histidina que é catalisada pela enzima L-
histidina descarboxilase no aparelho de Golgi, e depois armazenada nos granulos dos
mastdcitos e basofilos. Os mastocitos podem ser encontrados em quase todos 0s 6rgaos
e tecidos. Sdo necessarios para o desenvolvimento da reaccdo alérgica, anafilaxia e
inflamacéo pela libertacdo dos mediadores pro-inflamatérios que incluem a histamina,
citocinas e leucotrienos e enzimas proteoliticas, ap6s activacao e pela degradacdo dos
mastécitos. De entre as substéncias inflamatérias libertadas pelos mastécitos, a
histamina é a que estd melhor caracterizada e a mais potente mediadora vasoactiva
(Roome, 2007). A histamina é, frequentemente, o primeiro mediador a actuar mas a sua
accdo € breve pois é rapidamente inactivada (Trowbridge & Emling, 1997).

Além dos seus efeitos nos vasos sanguineos, a histamina medeia a contrac¢éo do
musculo liso nas vias aéreas e no tracto gastrointestinal e induz a producdo de muco
nasal. De modo a aumentar a permeabilidade vascular, deve ligar-se a um receptor, Hy,
localizado nas células endoteliais. Esta ligacdo faz com que as células se contraiam,
produzindo espacos intercelulares através dos quais as substancias podem passar
(Trowbridge & Emling, 1997).

Tal como a histamina, a serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma amina
vasoactiva. E formada pela descarboxilacdo do triptofano e é armazenada nos granulos
secretores das plaquetas, sendo libertada das plaquetas pelo PAF. A serotonina possui
accdes semelhantes as da histamina, ou seja, vasoconstri¢do inicial, e juntamente com
outros mediadores, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (Favacho,

2009; Roome, 2007; Trowbridge & Emling, 1997). J& foram reconhecidos muitos
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receptores da serotonina (5-HT;, 5-HT,, 5-HT3 e 5-HT,) que sdo responsaveis por

controlar as suas fungdes bioldgicas (Roome, 2007).

1.1.2 - Bradicinina

A Dradicinina é um péptido obtido da clivagem do precursor inactivo
cininogeénico pela protease calicreina (Roome, 2007; Trowbridge & Emling, 1997).
Existe uma variedade de factores que leva a producdo da bradicinina nomeadamente
danos teciduais, reaccdes alérgicas, infeccBGes virais e outros eventos inflamatorios.
Existem, pelo menos, dois receptores distintos para este péptido, designadamente B; e
B, (Roome, 2007). A bradicinina é capaz de induzir a dilatacdo das arteriolas, aumentar
a permeabilidade das vénulas, aumentar a sintese de prostaglandinas e causar dor
localmente. Tal como a histamina e serotonina, a bradicinina aumenta os espagos entre
as células endoteliais e leva a um aumento momentaneo da permeabilidade venular
(Favacho, 2009; Roome, 2007; Trowbridge & Emling, 1997).

1.1.3 - Enzimas lisossomais

O citoplasma dos neutrofilos fagocitarios e mondcitos que sao atraidos ao local
da inflamacdo por mediadores quimicos contem organelos designados lisossomas. Os
lisossomas contém enzimas potentes capazes de digerir material trazido para o
citoplasma durante a fagocitose. Durante a fagocitose, o material é incluido nos
vacuolos do citoplasma celular e os lisossomas dissolvem o material pela libertagcdo de
enzimas hidroliticas (Crowley, 2010; Trowbridge & Emling, 1997). Algumas das
enzimas lisossomais envolvidas no processo de inflamacdo sdo proteases de serina,
nomeadamente a catepsina G, a elastase de neutrofilo e a protease 3. Estas proteases
estdo envolvidas na defesa do organismo contra as infeccdes mas também regulam a
resposta inflamatoria pela alteracdo especifica das fungdes das citocinas e quimiocinas
(Kessenbrock et al., 2011; Pham, 2008).

No processo inflamatdrio, a necrose dos leucécitos inflamatérios envolve o
extravasamento de enzimas lisossomais e outras substancias tdxicas para 0 espago
extracelular devido ao rebentamento da membrana dos lisossomas (Tortora &
Derrickson, 2009; Trowbridge & Emling, 1997).
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Apesar de desempenharem um papel fundamental na digestéo de substancias que
continuariam a actuar como estimulos inflamatdrios, as enzimas lisossomais ndo estéo
directamente envolvidas no processo de eliminagdo destas substancias. A maioria das
enzimas lisossomais actua melhor em pH &cido. Os lisossomas contém enzimas capazes
de activar o sistema complemento o que, por sua vez, € capaz de promover a

quimiotaxia, trazendo leucdécitos ao local lesado (Trowbridge & Emling, 1997).

1.1.4 - Radicais livres

A producdo de radicais estd intimamente ligada ao processo inflamatorio. O
sistema imunitario produz um grande numero de substancias quimicas potentes que
incluem os radicais livres (Frum, 2006).

O oxigénio é vital nos processos aerobios e no catabolismo de lipidos, proteinas
e hidratos de carbono que geram energia para 0 crescimento e actividades fisicas e
quimicas. Contudo, o oxigénio assume também um papel como agente toxico nos
tecidos do organismo. Cerca de 5% ou mais do O, inalado é convertido em espécies
reactivas de oxigénio (ROS). Portanto, sob condi¢des aerdbias, as células encontram-se
ameacadas de danos causados pelas ROS, que por sua vez sdo neutralizadas por um
sistema antioxidante enddgeno. Se o equilibrio entre a producdo de ROS e a defesa
antioxidante é perturbado, as células enfrentam stresse oxidativo como é evidente em
certas condicBes inflamatorias e infecciosas (Roome, 2007). As ROS sdo produzidas
pelos neutrofilos quando existem o0s seguintes estimulos: exposicdo a agentes
quimiotaticos, imunocomplexos e ac¢do de macrofagos. Pequenas alteracdes nos niveis
de radicais livres aumentam a expressao de quimiocinas, de citocinas e de moléculas de
adesdo. Por outro lado, elevados niveis de radicais livres provocam dano epitelial,
activacdo de proteases e lesdo de outros tipos celulares causando lesdo tecidual (Wiese,
2008).

No processo inflamatdrio, os radicais que assumem maior relevancia sdo 0s
derivados do oxido nitrico (Bogdan, 2001; Yen et al., 2001). O oxido nitrico é um
radical gasoso lipossoluvel produzido por células endoteliais, macrofagos e neuronios
especificos. E produzido pela conversdo de L-arginina a L-citrulina através de trés tipos
diferentes de sintetases de 6xido nitrico (NOS) (Redington, 2006). O 6xido nitrico é

uma espécie reactiva do azoto (RNS) que, em meio aquoso, reage com 0 oxigénio para
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formar outras espécies reactivas (Macmicking et al., 1997). O 6xido nitrico tem accéo
parécrina, ou seja, age em células proximas ao local da sua produgdo. As suas principais
fungdes prendem-se com o relaxamento do endotélio (vasodilatagdo) e a destruicéo de
microorganismos (Wiese, 2008). Quando existe em grandes quantidades assume
propriedades pro-oxidantes, de apoptose e regulacdo dos efeitos das citocinas (Napoli et
al., 2010).

1.1.5 - Factor activador de plaquetas (PAF)

O PAF é um fosfolipido ligado a um éter. E derivado dos fosfolipidos da
membrana pela accdo da fosfolipase A,. O PAF pode ser produzido por diversos tipos
celulares que participam na resposta inflamatoria incluindo os mastécitos, macrdfragos,
neutréfilos e eosinofilos. Além de auxiliar na inducdo da agregacdo de plaquetas e
libertagdo do conteudo lisossomal no local lesado, o PAF eleva a libertacdo de
serotonina pelas plaguetas. O PAF é um vasodilatador potente e também aumenta a
permeabilidade vascular (Favacho, 2009; Trowbridge & Emling, 1997; White, 1999).

A accdo do PAF nos fagdcitos (neutrofilos, mondcitos/macrofagos) é promover
0 metabolismo do &cido araquiddnico, levando ao aumento da motilidade e a formacéo

de radicais livres (Trowbridge & Emling, 1997).

1.1.6 - Eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos)

Uma das mais importantes classes de mediadores lipidicos sdo os eicosandides.
Os eicosandides derivados do é&cido araquidénico sdo hormonas locais potentes
libertadas pelas células de modo a activarem-se a si mesmas (efeito autdcrino) ou a
activarem as células circundantes (efeito paracrino) (Phung, 2008). Estes sinais,
rapidamente inactivados, sdo capazes de regular diversas respostas fisiol6gicas e
processos patologicos. Sabe-se que o0s eicosandides regulam processos imuno-
patologicos que vao desde respostas inflamatorias a remodelacdo de tecidos, cancro,
asma, artrite reumatoide e doencas auto-imunes (Harizi et al., 2008; Masresha et al.,
2012).

Os eicosanoides incluem as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e

lipoxinas. S&o0 moléculas de sinalizacdo produzidas atraves de uma via oxidativa do
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acido araquidénico. A biossintese dos eicosanoides (Figura 3) depende da
disponibilidade de acido araquiddnico livre. Quando os tecidos sdo expostos a estimulos
fisiologicos e patoldgicos, tais como factores de crescimento, hormonas ou citocinas, o
acido araquidonico é produzido a partir dos fosfolipidos membranares pela acgédo
directa da enzima fosfolipase A, (Favacho, 2009; Harizi et al., 2008). O acido
araquidonico pode ser metabolizado através de enzimas por duas vias principais:
cicloxigenases (COXs) e lipoxigenases (LOXs) (Favacho, 2009; Harizi et al., 2008;
Phung, 2008).

Fosfolipidos da membrana celular

J Fosfolipase A;

[ Acido Araguidénico

P N

COX-1/COX-2 LOXs Citocromo P450
/ 5-LOX 12-LOX 15-LOX \
PGG, 5-HETEs 12-HPETESs 15-HPETES HETEs, ep6xidos
l l i ,
PGH, - Leucotrienos 12-HETESs 15-HETES
l - Lipoxinas

- Prostaglandinas
(PGD,, PGE,, PGF,,)
- Prostaciclina (PGly)
- Tromboxanos (TXA,, TXB,)

Figura 3 - Biossintese dos eicosandides a partir do acido araquiddnico. COX - cicloxigenase; LOX -
lipoxigenase; PG - prostaglandina; HPETE - &cidos hidroxiperoxieicosatetrandicos; HETE - &cidos
hidroxieicosatetrandicos (adaptado de Harizi et al., 2008).

Via da cicloxigenase (COX)

A prostaglandina endoperoxido sintase, coloquialmente designada cicloxigenase
ou COX tem duas actividades cataliticas distintas (Figura 4): (1) de cicloxigenase que
oxida o &cido araquidonico em Prostaglandina G, e (2) de peroxidase que reduz,
subsequentemente, a prostaglandina G, a prostaglandina H,. Posteriormente, a
Prostaglandina H; instavel é transformada em prostandides por diversas sintetases de
tecidos especificas e isomerases. Os prostandides incluem as prostaglandinas (D, E; e
F».), a prostaciclina (PGI,) e o tromboxano A, (Charlier & Michaux, 2003).
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Figura 4 - Via da cicloxigenase. PG - Prostaglandina; PGI, - Prostaciclina; TXA, - Tromboxano A,
(adaptado de Charlier & Michaux, 2003).

Existem duas isoformas de COX, COX-1 e COX-2, cada uma possuindo
propriedades cataliticas, reguladoras e de distribuicdo nos tecidos especificas da sua
isoforma (Phung, 2008). A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células
e é a fonte dominante da producdo de prostandides que sdo responsaveis por funcoes
homeostaticas e de proteccdo do epitélio gastrico. A COX-2, induzida por estimulos
inflamatdrios, hormonas e factores de crescimento, é a fonte mais importante da
formacéo de prostandides na inflamacéo e em patologias de proliferacdo como o cancro
(Dubois et al., 1998; Ricciotti & FitzGerald, 2011).

A PGl; € produzida pelas duas isoformas da COX e é um substrato comum para
uma série de isomerases especificas e sintetases que produzem as prostaglandinas D,
E,, F2,, PGI, e tromboxano A;. O tipo de producéo de prostandides € determinado pela

expressdo diferencial destas enzimas nas células presentes no local da inflamag&o. Por
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exemplo, os mastocitos produzem predominantemente prostaglandina D,, enquanto que
0s macrofagos produzem prostaglandina E; e tromboxano A,. Os prostandides exercem
os seus efeitos biolégicos pela ligagdo a receptores de superficie celular especificos.
Existem, pelo menos, nove receptores conhecidos de prostanoides: os receptores da
prostagladina D,, DP; e DP,, os receptores da prostagladina E,, EP;, EP,, EP3 e EP4; 0
receptor da prostagladina F,,, FP; o receptor da PGl,, IP; e o receptor do tromboxano
A,, TP. Todos estes pertencem a super-familia de receptores acoplados a proteina G
(Ricciotti & FitzGerald, 2011).

Uma vez que possuem funcdes autocrinas e paracrinas, estes lipidos bioactivos
podem designar-se como hormonas locais. De facto, quando um prostandide é
produzido, sai da célula e interage, posteriormente, com o0s receptores acoplados a
proteina G, seja na célula parental ou nas células circundantes para modelar os niveis
dos mensageiros secundarios (Charlier & Michaux, 2003). Ndo sdo armazenados mas
sdo sintetizados “de novo” pelas células activadas (Phung, 2008).

Uma das prostaglandinas mais abundantemente produzidas no organismo é a
prostaglandina E,. Esta envolvida em todos os processos classicos da inflamacdo, € um
importante mediador de muitas funcBes biologicas como a regulacdo de respostas
imunes, pressdo arterial, integridade gastro-intestinal e fertilidade. Durante a
inflamacdo, o rubor e a formacdo de edema resultam de um aumento do fluxo sanguineo
no tecido inflamado através de um incremento da dilatacdo arterial e permeabilidade
vascular mediados pela prostaglandina E,. A dor resulta da ac¢do da prostaglandina E;
nos neuronios sensoriais periféricos e na espinal medula (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

A PG, apresenta propriedades anti-coagulantes (Charlier & Michaux, 2003) e é
a prostaglandina mais importante na regulacdo da homeostase cardiovascular. A
principal fonte de PGI, sdo as células vasculares, incluindo as células endoteliais. Uma
vez gerada, a PGl; é libertada de modo a agir nas células vasculares do musculo liso
(VSMCs) vizinhas, assim como as plaquetas circulantes. De facto, exerce 0s Sseus
efeitos localmente, ndo sendo armazenada, e é rapidamente convertida por processos
ndo enzimaticos a um produto de hidrdlise inactivo (Ricciotti & FitzGerald, 2011). A
PGIl, é um potente vasodilatador e inibidor da agregacdo das plaquetas, adesdo de
leucdcitos e proliferacdo das VSMCs (Noda et al., 2007; Ricciotti & FitzGerald, 2011).
Para alem dos efeitos no sistema cardiovascular, a PGl, € um importante mediador do

edema e da dor que estdo presentes na inflamagéo aguda (Ricciotti & FitzGerald, 2011).
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A prostaglandina D, possui diversas actividades bioldgicas, incluindo
vasodilatagéo, constricdo brénquica e inibicdo da agregagédo das plaquetas (Yamamoto
et al., 2011). E sintetizada no sistema nervoso central e nos tecidos periféricos. No
cérebro, esta envolvida na regulacdo do sono e outras actividades do sistema nervoso
central, incluindo a percepcdo da dor. Nos tecidos periféricos, a prostaglandina D, é
produzida, essencialmente, por mastécitos mas também por outros leucécitos. Nos
mastdcitos, inicia as respostas alérgicas agudas do tipo 1 mediadas por IgE (Ricciotti &
FitzGerald, 2011).

A prostaglandina F,, € sintetizada a partir da prostaglandina H, através da
sintase PGF e actua pelo seu receptor FP, que é acoplado a proteina G de modo a elevar
a concentragdo intracelular de célcio livre. A prostaglandina F,, derivada
principalmente da COX-1 no aparelho reprodutor feminino, tem um papel importante na
ovulacdo, lutedlise, contraccdo do musculo liso do Utero, e inicio de parto. Parece
desempenhar um papel fundamental nas funcBes renais, contraccdo das artérias,
disfuncdo do miocérdio, lesbes cerebrais e dor (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

O tromboxano A; é um metabolito instavel do acido araquidénico com uma
meia-vida de cerca de 30 segundos, sendo sintetizado a partir da prostaglandina H,
através da enzima sintase TXA,. E degradado em tromboxano B,, biologicamente
inactivo. O tromboxano A, é derivado predominantemente da COX-1 das plaquetas,
mas também pode ser produzido por outros tipos celulares, incluindo a COX-2 dos
macrofagos (Ricciotti & FitzGerald, 2011). O tromboxano possui esta designacdo por
causa do seu papel na formac&o de coagulos. E um importante indutor da agregagao das
plaquetas e constrictor do musculo liso vascular e respiratério. Ja foi identificado como
mediador em diversos processos patoldgicos como em tromboses, aterosclerose e

isquémia do miocardio (Phung, 2008).

Via da lipoxigenase (LOX)

As lipoxigenases (LOXs) sdo enzimas sollveis localizadas no citosol e
encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastdcitos e leucdcitos (Favacho, 2009). Séo
enzimas que catalisam a formacao de hidroperdxidos de acidos gordos a partir de acidos
gordos polinsaturados (Kusmartsev, 2012). Tal como as enzimas COX, participam no
metabolismo do acido araquidoénico. Estas podem ser classificadas em 5-LOX, 8-LOX,

12-LOX e 15-LOX de acordo com a posi¢do da oxigenacdo no &cido araquidonico
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(Walther et al., 1999). Os mediadores quimicos produzidos incluem os &cidos
hidroxiperoxieicosatetrandicos (HPETE), acidos hidroxieicosatetrandicos (HETE) e
leucotrienos. Os leucotrienos mais investigados sao os produzidos pela 5-LOX presente
nas células inflamatdrias como os neutrofilos PMNs, basofilos, mastdcitos, eosinofilos e
macrofagos (Frum, 2006).

A enzima 15-LOX esté& envolvida em muitos processos patoldgicos. Verificou-se
num estudo que a 15-LOX possui um papel importante na progressdo da artrite
reumatdide e pode estar envolvida na accdo inflamatdria induzida por TNF-a e IL-1
(Wu et al., 2012). No sistema cardiovascular, as enzimas 12/15-LOX induzem a
inflamagdo que esta envolvida na insuficiéncia cardiaca. A expressdo elevada destas
enzimas promove a infiltracdo de macréfagos no coracdo, causando, entdo, fibrose
cardiaca e disfuncdo sistolica (Kayama et al., 2009).

Uma das principais fungdes da enzima 15-LOX é no aparecimento da
aterosclerose. A aterosclerose ¢ uma doenga complexa que envolve a inflamagédo
cronica em todos os estdgios desde a formacdo da placa aterosclerética até a sua
eventual ruptura. Os macrofagos derivados das células espumosas assumem papéis
importantes na aterosclerose, regulando as respostas pro-inflamatdrias derivadas de
lipidos que promovem a aterosclerose. Um grupo de macréfagos acumula-se nas placas
aterosclerdticas e produz citocinas pré-inflamatdrias, assim como lipoxigenases que
convertem &cidos gordos polinsaturados a mediadores pré-inflamatorios. A 15-LOX
catalisa a producdo de eicosanoides que activam as integrinas dos monadcitos e, portanto,
promovem a adesdo dos mondcitos ao endotélio (Magnusson et al., 2012; Walther et al.,
1999). Além disso, a 15-LOX promove ainda o aparecimento de asma e doenca

pulmonar obstrutiva cronica (Feltenmark et al., 2008; Liu et al., 2009).

1.2 - Anti-inflamatorios néo esterdides (AINES)

Os AINEs constituem uma importante classe de farmacos com aplicacOes
terapéuticas ha muitas décadas. O tratamento de patologias inflamatdrias como a artrite
reumatdide e a asma com a aspirina e outros anti-inflamatdrios tradicionais até aos
recentes inibidores selectivos de COX-2 forneceram uma base cientifica fundamental na

descoberta de novos farmacos.
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As vias da COX e LOX assumem relevancia clinica, pois através da inibigédo
destas enzimas € possivel evitar a formacao de moléculas pro-inflamatorias.

Os AINEs tém como alvo as enzimas COX. A excepcdo da aspirina, os AINEs
actuam como inibidores reversiveis e competitivos da COX. Estes farmacos podem ser
divididos em duas classes: 1) AINEs tradicionais, ndo especificos para as duas
isoformas de COX e 2) inibidores selectivos de COX-2 (Charlier & Michaux, 2003).

1.2.1 - Inibidores nao selectivos de COX

Os AINEs tradicionais como o acido acetilsalicilico, o ibuprofeno e o diclofenac
que exibem inibicdo ndo selectiva de COX, representam alguns dos farmacos anti-
inflamatorios mais prescritos para aliviar a febre, dor e inflamacdo (Rao et al., 2010).
Apesar destes inibidores serem muito diferentes em termos de composi¢do quimica,
todos eles possuem um grupo carboxilico (COOH). Estes inibidores partilham as
mesmas propriedades terapéuticas mas também sdo responsaveis por lesdes gastro-
intestinais (Charlier & Michaux, 2003). A inibicdo preferencial pela enzima COX-1 nos
AINEs é responsével por estes efeitos toxicos intestinais. Nos locais lesados, os AINEs
tradicionais reduzem a producdo de prostaglandinas pro-inflamatérias (via inibicdo da
COX-2) mas também a formacdo de prostaglandinas fisiologicas (via inibicdo da COX-
1) (Charlier & Michaux, 2003; Jaggi et al., 2004).

O é4cido acetilsalicilico foi introduzido no mercado pela Bayer em 1899.
Contudo, o mecanismo de accdo de agentes anti-inflamatérios como a aspirina e
indometacina s6 passou a ser conhecido na década de 1970 a partir dos estudos de John
Vane (Rao & Knaus, 2008). Vane verificou que este mecanismo tinha por base a
inibicdo da sintese de PGs e hoje ja existe uma aceitacdo geral desta teoria. A inibicéo
causada pela aspirina deve-se a acetilacdo irreversivel do sitio activo da COX, ndo
afectando a actividade de peroxidase da enzima. Ao contrario desta accdo de
irreversibilidade da aspirina, outros AINEs como o ibuprofeno ou a indometacina
inibem a COX de forma reversivel pela competicdo com o substrato &cido araquidénico
pelo sitio activo da enzima (Botting, 2006).

No inicio da década de 1990, o grupo de Needleman, Simmons e Herschman
referiu a presenca de uma isoforma induzivel da enzima COX, mais tarde identificada

como COX-2. Esta descoberta levou a hipdtese de que as prostaglandinas fisioldgicas
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eram produzidas através da expressdo constitutiva de COX-1, enquanto que as PGs pro-
inflamatorias eram produzidas via indugdo da isoforma COX-2 (Rao & Knaus, 2008).
Uma vez que ja se tinha conhecimento de que os AINEs tradicionais inibiam as duas
isoformas de COX e que, portanto, os seus efeitos adversos advinham da inibicdo da
producdo das PGs fisioldgicas através da via de COX-1, em 1999 Searle e Pfizer
langaram no mercado o primeiro inibidor selectivo de COX-2, celecoxib, de modo a
contornar estes efeitos (Dugowson & Gnanashanmugam, 2006; Rao & Knaus, 2008).

1.2.2 - Inibidores selectivos de COX-2

Os inibidores selectivos de COX-2 foram introduzidos em 1999, e os primeiros a
serem introduzidos foram o celecoxib e rofecoxib. A principal caracteristica estrutural
destes inibidores é a auséncia do grupo carboxilico que existe nos AINEs tradicionais.
Possuem um grupo sulfonamida ou metilsulfona (Botting, 2006; Charlier & Michaux,
2003). Os dados experimentais e estudos clinicos indicam que os inibidores selectivos
de COX-2 sdo agentes anti-inflamatorios eficazes acompanhados de um risco reduzido
de toxicidade intestinal quando comparados com os AINEs tradicionais (Charlier &
Michaux, 2003).

Recentes estudos farmacoldgicos tém levantado duas questbes fundamentais,
nomeadamente se as prostaglandinas responsaveis pela integridade da mucosa gastrica e
pelas funcGes renais sdo produzidas somente via COX-1 enquanto as prostaglandinas
pré-inflamatérias sdo produzidas somente via COX-2. Ja se verificou, contudo, que a
COX-2 € expressa constitutivamente no rim e no tracto reprodutor. No sistema
reprodutor, tem um papel importante na ovulacao e esta enzima também é expressa no
epitélio do Gtero nos diferentes estagios da gravidez (Charlier & Michaux, 2003). No
rim, assume funcdes na regulacdo da perfusdo e libertacdo de renina em condicGes
normais ou patoldgicas. Estudos recentes sugerem que o bloqueio selectivo de COX-2
levam a um aumento de tromboxano A, que aumenta a proteindria, filtracdo glomerular
e patologia renal (Charlier & Michaux, 2003; Gambaro, 2002). Alguns estudos também
ja demonstraram que os inibidores selectivos de COX-2 podem alterar o equilibrio entre
0 tromboxano A, (pré-trombético) e PGI, (anti-tromboético), levando a uma
possibilidade de complicacdes cardiovasculares (Rao & Knaus, 2008). E este equilibrio

que mantém o fluxo sanguineo normal e regula as respostas de coagulacdo nas lesdes.
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Quando a COX-2 ¢ inibida, as plaquetas produzem tromboxano A; através da COX-1,
que é a unica isoforma da COX disponivel (Gambaro, 2002). Em Abril de 2005, a Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos concluiu que os inibidores
selectivos de COX-2 aumentam o risco de consequéncias cardiovasculares. A FDA
recomendou que a venda de valdecoxib fosse suspensa pois causa 0 aparecimento de
erupcBes cutaneas graves assim como a possibilidade de enfartes do miocardio. O
celecoxib mantém-se no mercado, mas com a indicacdo de risco de complicacdes
cardiovasculares (Rao & Knaus, 2008).

Em conclusdo, parece que os inibidores selectivos de COX-2 ndo sao o0s agentes

anti-inflamatoérios mais seguros.

1.2.3 - Inibidores de COX/LOX: o futuro da terapia anti-

inflamatoria?

Os AINEs tradicionais e os inibidores selectivos de COX-2 exercem
primariamente a sua actividade pela reducdo das prostaglandinas induzidas nos
processos inflamatorios. No entanto, ja foi demonstrado que a inibicdo da COX causada
pelos AINEs, além de causar uma reducdo das prostaglandinas vasodilatadoras e gastro-
protectoras levam a uma regulacdo do metabolismo do &cido araquidoénico pela via da 5-
LOX, causando um aumento da formacao de leucotrienos e contribuindo para os efeitos
adversos observados nos AINEs (Charlier & Michaux, 2003; Martel-Pelletier, 2003).

Ja foram sintetizados diversos agentes inibidores duplos de COX e LOX. Alguns
foram descontinuados (tebufelone e tepoxalin) devido a toxicidade apresentada no
figado causada pela inibicdo ampla de enzimas redox (Gambaro, 2002). Por seu turno, o
licofelone € um dos compostos mais promissores nesta categoria e é o primeiro a ter
ultrapassado a fase Il dos ensaios clinicos para o tratamento da dor e inflamacao
associados a osteoartrite (Drug Development Technology, 2004; Gambaro, 2002).

No entanto, um farmaco que tenha uma actividade de inibicdo dupla de
COX/LOX nao é suficientemente flexivel para conseguir uma inibicdo Optima das duas
enzimas. Ou seja, a dose usada para inibir a COX dificilmente ¢ a mesma para inibir a
LOX. Uma abordagem mais promissora e exequivel é a utilizagdo de dois farmacos
diferentes que possuam, respectivamente, actividades anti-COX e anti-LOX

pronunciadas. Portanto, obtém-se um melhor resultado terapéutico pela variacdo das
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doses de ambos os farmacos adequado a determinada patologia ou condigdo (Butovich
& Lukyanova, 2008).

Apols exploracdo da literatura relativamente aos diversos farmacos anti-
inflamatdrios ndo esterdides, é possivel constatar que os AINEs actualmente utilizados
ndo sdo a melhor resposta no combate a resposta inflamatdria. Uma estratégia possivel
sera encontrar um farmaco que consiga inibir simultaneamente a enzima COX-2 e as
LOXs, tendo em conta que € preciso investigar a dose necessaria para direccionar a via

do acido araquiddnico no sentido pretendido.
2 - Actividade anti-inflamatdria na medicina popular

2.1 - Plantas medicinais com actividade anti-inflamatoria

Os farmacos anti-inflamatdrios ndo esteréides sdo dos mais utilizados no
tratamento de diversas doencas inflamatorias. No entanto, os efeitos secundarios que
advém do uso prolongado representam um grande problema no seu uso clinico (Martel-
Pelletier et al., 2003). Desde a Antiguidade que as plantas tém sido utilizadas no
tratamento de doencas inflamatdrias e de outras patologias relacionadas (Agnihotri et
al., 2010; Mueller et al., 2010). Com o surgimento da medicina moderna, houve
necessidade de investigar os constituintes activos presentes nestas plantas. J& foram
identificadas, isoladas e testadas varias moléculas relativamente as suas actividades
farmacoldgicas. As moléculas activas existentes nas plantas forneceram as ferramentas
necessarias para o desenvolvimento de moléculas sintéticas mais eficazes (Agnihotri et
al., 2010). A maior parte dos metabolitos secundarios derivados das plantas interferem
directa ou indirectamente com as seguintes moléculas e/ou mecanismos: mediadores
inflamatdrios (metabolitos do acido araquidonico, aminas vasoactivas, péptidos, PAF,
etc.), a producdo e/ou accdo de mensageiros secundarios (como GMPc, AMPc,
proteinas cinases, e calcio, entre outros), a expressdo de factores de transcricdo e a
expressao de moléculas pro-inflamatdrias como a sintetase do oxido nitrico induzivel
(iNOS), COX, neuropéptidos e proteases (Calixto et al., 2003).

Algumas das plantas medicinais comummente utilizadas no tratamento da

inflamacdo incluem: Matricaria chamomilla L. (Asteraceae), Arnica montana L.
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(Asteraceae), Salix alba (Salicaceae), Glycyrrhiza glabra (Fabaceae) (Shah et al.,
2011), Curcuma longa L. (Zingiberaceae), Ananas comosus (Zingiberaceae) e Zingiber
officinale (Zingiberaceae) (Calixto et al., 2003; Shah et al., 2011). A actividade anti-
inflamatéria demonstrada pelas plantas deve-se uma variedade de metabolitos
secundarios, tais como polifendis, saponinas, flavondides, acidos fendlicos, esterdides,
triterpenos e alcaldides (Kumar et al., 2009; Saeed et al., 2010). Seguidamente, serdo
explorados alguns dos grupos de metabolitos secundarios responsaveis pela actividade

anti-inflamatoria, com base na literatura.

2.2 - Metabolitos secundarios

2.2.1 - Polifendis

Os polifendis podem ser definidos como compostos que possuem na sua
estrutura ciclos aromaticos ligados a um ou mais grupos hidroxilo, sem serem azotados.
Derivam, principalmente, do metabolismo do &cido xiquimico e/ou de um poliacetato
(Cunha & Roque, 2005a).

OH
O resveratrol (Figura 5) é um polifenol
. HO o
presente em muitas plantas, nomeadamente na
casca da uva e, consequentemente, no vinho tinto.
Sabe-se que este composto possui diversas accdes OH
bioldgicas, entre as quais se insere a ac¢do anti- Figura 5 - Resveratrol

inflamat6ria. Este composto inibe as enzimas COX-1 e COX-2 e a formacdo de
prostanoides pela via da LOX. Apesar de ndo se conhecer bem o mecanismo especifico
sob o qual o resveratrol actua, certo é que tem efeitos favoraveis no tratamento de

doencas cardiovasculares e do cancro (Calixto et al., 2003).

2.2.2 - Saponinas

As saponinas sdo integrantes de familias de compostos relacionadas que contém
um grupo esterdide ou aglicona triterpenoide (sapogenina) ligado por uma ligagéo
glicosidica a misturas de oligossacaridos (Figura 6). A presenca de grupos polares

(oligossacaridos) e apolares (esterdide e triterpendide) proporcionam propriedades de
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interacdo quimica responsaveis por muitos dos efeitos favoraveis e secundarios das
saponinas, em particular as propriedades anfipaticas que deram origem ao seu nome. A
principal caracteristica das saponinas € a interaccdo com 0s componentes membranares
e celulares. As saponinas promovem a hemolise através de interaccdes nao especificas
com as proteinas membranares, os fosfolipidos e o colesterol da membrana dos
eritrécitos (Makkar et al., 2007).

Por exemplo, ja foram detectadas saponinas triterpendides em Polygala japonica
Hout (Polygalaceae) que se verificou inibirem a formacdo de edema. As folhas e a casca
de Thespesia populnea Soland ex Correa (Malvaceae) sdo usadas para produzir um 6leo
utilizado como medicamento popular no tratamento de feridas. O extracto etandlico
desta planta, contendo saponinas na sua composi¢do, demonstrou actividade anti-

inflamatdria em modelos de inflamacédo aguda e cronica (Agnihotri et al., 2010).

~OH

A - Diosgenina (saponina com grupo esterdide) B - Yamogenina (saponina com grupo triterpendide)
Figura 6 - Estrutura de saponinas esterdides (A) e triterpendides (B).

2.2.3 - Flavondides

O grupo dos flavondides tem por base a
estrutura  da flavona  (2-fenil-benzopirona)
(Figura 7). Os flavonoides podem ocorrer na 0.2
forma genina (aglicona), glicosidica ou como C
derivados metilados (Campos, 2005).

Os flavonoides encontram-se amplamente o
distribuidos no reino vegetal e ja foi demonstrado Figura 7 - 2-fenil-benzopirona.

gue possuem propriedades anti-inflamatdrias in vitro e in vivo. O flavonoide baicaleina,
(Figura 8A) isolado da raiz de Scutellaria baicalensis Georgi (Lamiaceae), inibe
selectivamente a 5-LOX e a producéo de leucotrieno C, em macrofagos de rato. A sua
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aplicacdo oral atenua os sintomas inflamatdrios de colite, tais como o0s niveis baixos de
hemoglobina no sangue e o sangramento do recto (Calixto et al., 2003).

O cirsiliol (Figura 8B), um flavondide isolado de Achillea fragrantissima
Forssk. (Asteraceae), € um potente inibidor da 5-LOX (ICsp = 0,1 uM) nos basofilos de
rato com leucemia. Outros flavonodides derivados de plantas, incluindo a luteolina
(Figura 8C) e a morina (Figura 8D) inibiram, de forma moderada, a actividade da
COX-2 na medula renal de rato (Calixto et al., 2003). Ja foi provado também que uma
série de flavondides inibiram a actividade da enzima 15-LOX sendo que o0 mais potente
foi a luteolina com um 1Cso de 0,6 pM, seguido da baicaleina (1 uM) e da fisetina (1,5
pHM) (Sadik et al., 2003).

A partir dos estudos realizados até agora, foi possivel concluir que os
flavonoides sdo os principais agentes anti-inflamatorios de entre as diversas familias de
compostos com actividade anti-inflamatdria. Alguns deles actuam como inibidores da
fosfolipase A, outros como inibidores do TNF-a em diferentes condigdes inflamatorias.
InvestigacOes bioquimicas também ja mostraram que os flavonodides podem inibir as
vias da COX e da LOX na cascata do acido araquidénico, dependendo da sua estrutura
quimica. A titulo de exemplo, a quercetina (Figura 8E), um flavondide com actividade
anti-inflamatoria ja largamente estudado, ndo apresenta efeitos secundarios em humanos
(Agnihotri et al., 2010).

Universidade dos Acores — Pdlo de Ponta Delgada 23



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Revisao Bibliografica

OH
OH
HO @) O 0
| H;}G# |
HO HJG“‘Q
OH O OH O
A - Baicaleina B - Cirsiliol
OH

HO O
OH O CH O
C - Luteolina D - Morina
OH
OH
HO O
OH
OH O

E - Quercetina

Figura 8 - Flavondides isolados de plantas.

2.2.4 - Acidos fenolicos

Os é&cidos fenolicos sdo uma classe de compostos que contém um ou mais anéis
aromaticos com, pelo menos, um grupo hidroxilo e um grupo &cido carboxilico na sua
estrutura. Estdo divididos em dois grupos, os acidos benzoicos que possuem sete atomos
de carbono (C¢-C;) e o0s 4&cidos cinamicos com nove atomos de carbono,

predominantemente na forma hidroxilada (Cs-C3) (Cunha & Roque, 2005b).
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O 4cido cafeico € um dos principais metabolitos produzidos a partir da hidrdlise
do &cido clorogénico, composto fendlico presente em vérios alimentos, incluindo o café.
Foi verificado num estudo, que o éster fenetil do &cido cafeico (Figura 9) inibiu a
expressao de COX-2 e, consequentemente, a producdo de PGE;, em células da pele de
rato (Kang et al., 2009). Além

disso, também j& foi verificado que HO S 9

inibe a actividade da COX-1 e O

COX-2 (ICsp de 58 e 82 pM, HO

respectivamente) (Calixto et al., Figura 9 - Ester fenetil do 4cido cafeico.
2003).

2.2.5 - Triterpenos e Esteroides

Os triterpenos formam-se a partir do esqualeno, um hidrocarboneto com 30
atomos de carbono e podem ser tetraciclicos ou pentaciclicos. Estes podem estar ligados
a oses, originando heterosidos como acontece com o0s saponésidos (Cunha & Roque,
2005c).

Os triterpenos pentaciclicos constituem uma classe de substancias que ocorrem e
se encontram amplamente distribuidas nas plantas e possuem diversas accoes
bioldgicas, incluindo efeitos anti-inflamatoérios, como confirmado com estudos in vitro e
in vivo. A aplicacdo topica do triterpeno pentaciclico lupeol (Figura 10A) inibiu a
formagéo de edema e a actividade da mieloperoxidase no rato. A resina de Boswellia
serrata Roxb. (Burseraceae) é benéfica no tratamento de pacientes com inflamacéo
cronica. Os seus efeitos devem-se, em parte, a presenca do triterpeno pentaciclico acido
boswéllico (Figura 10B). Este composto inibe parcialmente a actividade da 5-LOX de
forma selectiva nos leucocitos PMNs (Calixto et al., 2003). Glycyrrhiza glabra L.
(Fabaceae) tem accdo antiulcerosa devido ao efeito anti-inflamatério atribuido a

glicirrizina e a glicerretina, saponosidos triterpénicos (Cunha et al., 2006).
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OH
A - Lupeol B - Acido boswéllico

Figura 10 - Triterpenos isolados de plantas.

Os esterdides sdo compostos organicos que possuem na sua estrutura base quatro
anéis de cicloalcano ligados entre si. Os grupos metilo, normalmente, estdo presentes na
posicdo C-10 e C-13. Também podera estar presente uma cadeia lateral de alquilo na
posicdo C-17 (Moss, 1989).

Em Clavularia viridis Quoy & Gaim (Clavularidae), foram isolados quatro
novos esterdides (Figura 11) que se verificou reduzirem os niveis de expressdo da

proteina INOS quando comparado com o controlo (Agnihotri et al., 2010).

RTTTLE]

AcO”l.,‘. \

HO

OH

Figura 11 - Esterdides isolados de Clavularia viridis Quoy & Gaim (Clavularidae).
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2.2.6 - Alcaldides

Os alcal6ides contém um ou mais atomos de azoto, em combinacdo com um
sistema ciclico. Os alcaldides sdo um grupo heterogéneo, em termos quimicos. Nao séo
nem aminoacidos, nem nucleétidos, nem cofactores. Contrariamente a estas ultimas

familias de compostos, que sd@o metabolitos primarios, os alcaldides estdo normalmente

limitados ao reino das plantas superiores (Cunha et 0—\
al., 2005; Lobo & Lourenco, 2007). O
Os alcaldides com um anel de piridina na sua ‘
X

estrutura apresentam actividade anti-inflamatoria
muito elevada como é o exemplo da berberina ¢
(Figura 12) de Berberis spp. que é usada como CHsz O
medicamento  tradicional para 0 reumatismo
(Agnihotri et al., 2010).

Alchornea cordifolia (Schum. & Thonn.) Muell.-Arg. (Euphorbiaceae) tem sido

Figura 12 - Berberina.

usada no tratamento de patologias como a dermatite, asma, hepatite e colite. Foram
isolados desta planta os alcal6ides diisopentenil guanidina e triisopentenil guanidina que
demonstraram elevada actividade anti-inflamatéria (Agnihotri et al., 2010). A
achiranthina de Achyranthes aspera L. demonstrou actividade anti-inflamatoria e anti-

artritica em ratos (Singh et al., 2008).

3 - Espécies vegetais estudadas

3.1 - llex perado Aiton ssp. azorica (Loes.) Tutin (azevinho)

(Aquifoliaceae)

O azevinho recebeu o seu nome cientifico llex perado Aiton (Figura 13) em
1789, numa publicagdo feita por William Aiton, director do jardim boténico de Kew
localizado em Londres. Foi Francis Masson que recolheu para este jardim diversas
especies da Madeira, Canarias e Acores, de entre as quais se encontrava |. perado,
(Fernandes, 1947). A classificacdo botanica de I. perado é a seguinte:

Universidade dos Acores — Pdlo de Ponta Delgada 27



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Revisao Bibliografica

Divisdo: Spermatophyta
Subdivisdo: Magnoliophytina
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Cornales

Familia: Aquifoliaceae
Género: llex

Nome da espécie: llex perado Aiton subsp. azorica (Loes.) Tutin

O azevinho é um arbusto ou
pequena é&rvore de folhas persistentes,
escuras e brilhantes, lisas elipticas a
oblongas, com pontas agucadas de cor

verde-escuro. As flores sdo brancas-

rosadas e os frutos tém uma cor vermelho-
vivo. A Madeira e as Canarias tém B :
igualmente  as  suas  sub-espécies. E;%Tgielnﬁidue"g?,vg§rad° Sl
Normalmente encontrada acima dos 500 metros de altitude, € um importante membro da
floresta laurisilva; pode ser vista como espécimes isolados ou em barreiras. Esta espécie
endémica (Schafer, 2005) existe em todas as ilhas dos Acores a excepcdo da Graciosa e
encontra-se ameacada de extin¢do nas ilhas de Santa Maria e Corvo (Pontes & Braga,
2006; Sayers, 2010). Nao foi ainda publicado nenhum estudo farmacol6gico ou

fitoquimico sobre esta espécie.

llex paraguariensis A. St. Hil., espécie do mesmo género de I. perado e usada
no tratamento de inflamacdes na Ameérica do Sul, possui xantinas (cafeina, teobromina e
vestigios de teofilina), flavonoides, taninos, acido clorogénico e os seus derivados e
numerosas saponinas triterpénicas derivadas do acido ursolico (matesaponinas — Figura
15), na sua constituicdo (Bracesco et al., 2011; Heck & Mejia, 2007). Os niveis de
polifendis nos seus extractos sdo superiores aos do cha verde e semelhantes aos do
vinho tinto (Bracesco et al., 2011).

Num estudo realizado por Puangpraphant e Mejia (2009), constatou-se que, de
entre os extractos brutos de I. paraguariensis e 0s seus componentes isolados, o
composto com maior poder inibidor na via NO/INOS foi a quercetina ao bloquear a

enzima COX-2. No entanto, a combinagéo da quercetina com as matesaponinas resultou
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numa interaccdo sinergética de inibicdo do o¢xido nitrico e da producdo da
prostaglandina E,, evidenciando, também, accdo anti-inflamatoria (Bracesco et al.,
2011; Puangpraphant & Mejia, 2009).

A raiz seca de llex pubescens Hook. et Arn. é comummente utilizada no
tratamento de doencas cardiovasculares e inflamacgdes na medicina tradicional da China.
A fracgdo pura de saponinas desta planta foi administrada em ratos com reacgao
inflamatoria aguda. Foi observado que esta fraccdo suprimiu de forma significativa a
formacéo de edemas e que os mecanismos moleculares por tras desta actividade foram a
inibicdo da expressdo de COX-2, da producao de citocinas, e a diminui¢do dos niveis de
IL-1B, IL-6, e TNF-a nos ratos com edemas (Wang et al., 2008).

3.2 - Umbilicus rupestris (Salish.) Dandy (coucelos) (Crassulaceae)

U. rupestris (Figura 14), de nome comum coucelos nos Acgores, foi
reclassificada em 1948 por James Edgar Dandy. Tem como classificacdo boténica a

seguinte:

Divisdo: Spermatophyta
Subdivisdo: Magnoliophytina
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Saxifragales
Familia: Crassulaceae
Género: Umbilicus

Nome da espécie: Umbilicus rupestris (Salisb.) Dandy

A familia Crassulaceae é constituida
por 35 géneros e 1500 espécies na qual se
insere Umbilicus rupestris, de nome comum
coucelos ou umbigo-de-vénus, planta com
peciolo longo, folhas carnudas, redondas,
deprimidas no centro, formando um

“umbigo”. As flores sdo brancas ou

vermelhas em espiga longa, geralmente

[ e . T A 1

Figura 14 - Umbilicus spp. (foto de: Autor)
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pendentes e a raiz é grossa, em tubérculo. A floragdo ocorre de Abril a Junho. E muito
comum encontré-la disseminada por buracos nas paredes de pedra e sobre telhados
(Corsépius, 1997; Schafer, 2005). Encontra-se distribuida por todas as ilhas do
arquipélago (Borges et al., 2005).

Nos Acores, 0s coucelos sdo usados na medicina popular, nomeadamente as
folhas frescas que s&o indicadas e utilizadas como emolientes (calos e calosidades)
(Corsépius, 1997). As folhas sdo aplicadas sobre feridas “para tirar a inflamagdo”
(Braga & Pontes, 2005). No entanto, ainda ndo foi publicado nenhum estudo
farmacologico sobre esta espécie.

Em termos de andlise fitoquimica, j& foram isolados e caracterizados alguns
metabolitos secundarios dentro do género. Um dos compostos isolados foi o Z-venuzol,
um glicésido fenilpropandide. Em U. rupestris, ja foram isolados trés fenilpropanoides

e O-glucosilflavonol das suas folhas (Viornery et al., 2000).

Sedum sarmentosum Bunge, pertencente a mesma familia de U. rupestris, é
usada tradicionalmente no tratamento de certas patologias inflamatorias. Foram
purificados seis glicosidos a partir da planta total, nomeadamente os sedumdsidos E1,
E2, E3, F1, F2 e G (Agnihotri et al., 2010).

Da familia Crassulaceae, Cotyledon orbiculata é usada no tratamento de vérias
doencas em diferentes zonas da Africa do Sul. O suco das folhas é utilizado em gotas
nas dores de ouvido e nas dores de dentes e como compressas quentes em furdnculos e
inflamac6es. Num estudo realizado por Amabeoku e Kabatende (2012), verificou-se que
0 extracto metanodlico de C. orbiculata atenuou o edema de rato induzido por
carragenina o que pode sugerir que a planta exerce o seu efeito anti-inflamatorio pela
inibicdo de uma série de mediadores inflamatérios. As folhas desta planta contém
taninos, saponinas e esterdides triterpénicos. Pensa-se que as saponinas podem ter
contribuido para a actividade anti-inflamatdria observada neste estudo (Amabeoku &
Kabatende, 2012).
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Figura 15 - Estrutura de uma matesaponina.

Universidade dos Acores — Pdlo de Ponta Delgada 31



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Material e Métodos

IT — Material
e Métodos

Universidade dos Acores — Pélo de Ponta Delgada 32



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Material e Métodos

1 - Material vegetal

Foram colectadas para o estudo Umbilicus rupestris e llex perado na Ilha de Séo
Miguel em Outubro de 2011, sendo a primeira recolhida no Pico de Saloméo e a Ultima
nas Lombadas.

Recolheram-se folhas maduras, uma vez que € o reportado na literatura para o
tratamento de inflamagdes (Corsépius, 1997).

Seguidamente as recolhas, as folhas maduras foram cuidadosamente limpas e
eliminadas as que possuiam sinais de deterioracdo, armazenando-as a -80°C de modo a
facilitar a posterior extraccdo pelo rebentamento da parede celular devido a formacéo de

cristais de gelo.
2 - Prepara(;éo dos extractos

2.1- Extractos brutos

A aplicacdo das plantas medicinais em meios rurais € efectuada, geralmente, de
modo directo sem mais processos de extraccdo, utilizando-se solventes aquosos na
preparacdo de infusbes. Para a realizacdo de testes bioldgicos in vitro, decidiu utilizar-se
solventes volateis com polaridade semelhante a da agua (acetona e etanol), de forma a
facilitar o processo de extrac¢ao.

As folhas frescas foram trituradas com um homogenizador de laminas e
extraidas sequencialmente, numa primeira etapa, com acetona e numa segunda com
etanol. Primeiramente, adicionou-se acetona ao material vegetal num bal&o de 5.00 L,
deixando-se em constante agitacdo durante 48 horas a temperatura ambiente, numa
proporcao de aproximadamente 1 g material vegetal/4 mL de solvente, repetindo-se este
processo por mais uma vez. Apés evaporacdo completa da acetona no baldo, 0 mesmo
material vegetal foi extraido com etanol pelo mesmo processo que o realizado para o
extracto de acetona. Apds filtragdo, os extractos foram evaporados até a secura, sob
vacuo, a uma temperatura de 40°C num evaporador rotativo, Buchi Rotavapor R210.
Posteriormente, os extractos foram liofilizados durante 48 h de modo a eliminar a agua
residual. Os extractos foram armazenados & temperatura ambiente e protegidos da luz

até ao momento dos ensaios.
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2.2 - Fraccionamento dos extractos brutos nas fracc6es de hexano,

diclorometano, cloroférmio e acetato de etilo

O extracto de acetona seco (61,89 g) foi submetido a extraccéo liquido-liquido.
Foram utilizados os seguintes solventes de modo sequencial: hexano, diclorometano,
cloroformio, acetato de etilo e agua (do mais apolar ao mais polar). O extracto seco foi,
primeiramente, dissolvido em agua destilada (= 1 L). Depois da sua completa
dissolucdo, misturou-se com 0,80 L do primeiro solvente, hexano. O processo foi
repetido por mais trés vezes. Para 0s restantes solventes, realizou-se o mesmo
procedimento. A separacdo das diversas fraccdes foi efectuada numa ampola de
decantacdo de 5 L. As frac¢des obtidas foram, posteriormente, evaporadas a secura no
evaporador rotativo, sob vacuo, a uma temperatura de 40°C. Da fraccdo de hexano
resultou 6,40 g, de diclorometano 8,31 g, de cloroférmio 2,72 g e de acetato de etilo
3,85 g de peso seco. A Figura 16 esquematiza as frac¢oes obtidas.

O fraccionamento do extracto de etanol de I. perado realizou-se do mesmo modo
que para o extracto de acetona. Obteve-se 9,04 g de extracto seco ao qual se efectuou
extraccdo liquido-liquido. O extracto seco foi, primeiramente, dissolvido em agua
destilada (= 0,30 L). Depois da sua completa dissolu¢ao, misturou-se com 0,15 L do
primeiro solvente, hexano. O processo foi repetido por mais trés vezes. Para 0s restantes
solventes (diclorometano, cloroférmio e acetato de etilo), realizou-se o mesmo
procedimento. A separacdo das diversas fraccdes foi efectuada numa ampola de
decantacdo de 0,50 L. As fraccOes obtidas foram, posteriormente, evaporadas a secura,
de acordo como descrito anteriormente. Da fraccdo de hexano resultou 0,81 g, de
diclorometano 1,38 g, de cloroférmio 0,03 g e de acetato de etilo 0,30 g de peso seco. O

esquema das fraccdes obtidas encontra-se apresentado na Figura 17.

Para fraccionar os extractos de U. rupestris, utilizou-se 0 mesmo procedimento
que para o fraccionamento de I. perado.

Sendo assim, do extracto seco de acetona (6,69 g peso seco) obteve-se 3,77 g da
fraccdo de hexano, 0,05 g da fraccdo de diclorometano, 0,01 g da fraccdo de
cloroférmio e e 0,27 g da fraccdo de acetato de etilo. A Figura 18 apresenta, em forma

de esquema, as fracgdes obtidas.
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O extracto seco de etanol (2,90 g peso seco) foi fraccionado em 0,20 g da
fraccdo de hexano, 0,01 g da fraccdo de diclorometano e 0,27 g da fraccdo de acetato de
etilo. N&o foi possivel obter a fracgdo de cloroférmio a partir deste extracto. O esquema

das fracgdes obtidas de U. rupestris encontra-se apresentado na Figura 19.
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Figura 16 - Rendimentos da extraccdo e fraccionamento do extracto bruto de acetona de I. perado. IP -
llex perado; IPA - extracto de acetona; IPAH - fraccdo de hexano do extracto de acetona; IPAD - fraccéo
de diclorometano do extracto de acetona; IPAC - fracg8o de cloroférmio do extracto de acetona; IPAA -
fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona.

~

Folhas frescas
I. perado
(1441,419)

I E—

™

IPE (9,04 g)

——

o - ~ g N - 0

IPEH (0,81 g) IPED (1,38 g) IPEC (0,03 g) IPEA (0,3 g) Fraggﬂg de

vy

Figura 17 - Rendimentos da extraccdo e fraccionamento do extracto bruto de etanol de 1. perado. IP -
llex perado; IPE - extracto de etanol; IPEH - fracg8o de hexano do extracto de etanol; IPED - fracgdo de
diclorometano do extracto de etanol; IPEC - fraccdo de cloroférmio do extracto de etanol; IPEA -
fraccdo de acetato de etilo do extracto de etanol.
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Figura 18 - Rendimentos da extraccdo e fraccionamento do extracto bruto de acetona de U. rupestris. UR
- Umbilicus rupestris; URA - extracto de acetona; URAH - fraccdo de hexano do extracto de acetona;
URAD - fracgdo de diclorometano do extracto de acetona; URAC - fracgdo de cloroférmio do extracto de
acetona; URAA - fracgdo de acetato de etilo do extracto de acetona.

N - - ~

Folhas frescas
U. rupestris
(663,77 9)

———

—

URE (2,90 g)

%I—J
S N I _ | \ ] ] .

UREH (0,20 URED (0,01 UREA (0,04 Fraccdo de
9) 9) 9) agua
/ —4 v
Figura 19 - Rendimentos da extraccdo e fraccionamento do extracto bruto de etanol de U. rupestris. UR -
Umbilicus rupestris; URE - extracto de etanol; UREH - frac¢do de hexano do extracto de etanol; URED
- fraccdo de diclorometano do extracto de etanol; UREA - frac¢do de acetato de etilo do extracto de
etanol.

2.3 - Fraccionamento cromatogréafico das fraccoes

As fracgdes obtidas que tiveram maior actividade nos ensaios anti-inflamatorios
de screening foram submetidas a um sub-fraccionamento por cromatografia preparativa
em camada fina (TLC). A monitorizagdo do fraccionamento foi efectuada utilizando
placas de aluminio, revestidas com silica gel 60 F 254 (Merck). As placas foram
observadas a luz UV nos comprimentos de onda 254 e 366 nm. Para se obter o melhor
sistema de eluigdo possivel, eluiu-se com diferentes fases moveis e diferentes

proporcoes de solventes.
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2.3.1 - llex perado

Fraccéo de cloroférmio do extracto bruto de acetona. A mistura inicial testada foi a
de hexano e acetato de etilo nas seguintes proporg¢des: 7:1; 1:1; 1:2; 1:4 e 1:7. Uma vez
que ndo estava a ser possivel a visualizagdo de manchas individuais nas placas, eluiu-se
com uma mistura de diclorometano e acetato de etilo na propor¢édo 1:7. Novamente, ndo
se conseguiu visualizar manchas individuais e alguma amostra ainda se encontrava no
ponto de aplicagdo. Por esta razdo, aumentou-se a polaridade da fase mével. Portanto, a
fraccdo de cloroférmio foi submetida a 100% de acetato de etilo numa primeira elui¢éo

e 100% de etanol na segunda eluicdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Massa e rendimento das sub-frac¢des da fracgdo de cloroférmio do extracto bruto de acetona
de I. perado.

Sub-Fracgoes Eluente (12 eluicao/2?2 eluicéo) Massa () Rendimento (%)
IP13.1 3,27
IP1.3.2 100% EtOAc/100% EtOH 0,02 0,78
IP1.3.3 100% EtOAc/100% EtOH 0,18 6,71

Fraccdo de hexano do extracto bruto de etanol. A fraccdo de hexano foi submetida,
primeiramente, a uma mistura de hexano e acetato de etilo nas seguintes proporcdes: 8:2
e 1:1. As manchas individuais observadas correspondiam a clorofilas detectadas pela
sua fluorescéncia a vermelho no comprimento de onda 366 nm. Portanto, alterou-se o
sistema de eluicdo para uma mistura de diclorometano e acetato de etilo. Uma vez que
as manchas ja apareciam destacadas umas das outras, submeteu-se a fraccdo de hexano
a uma mistura de diclorometano e acetato de etilo (9 DCM:1 EtOAc) na primeira
eluicéo e na segunda eluicdo com 100% de acetato de etilo (Tabela 2).

Tabela 2 - Massa e rendimento das sub-fracges da fraccdo de hexano do extracto bruto de etanol de I.
perado.

Sub-Fracc6es Eluente (12 eluicdo/2? eluigéo) Massa (g) Rendimento (%)
IP2.1.1 9 DCM:1 EtOACc/100% EtOAc 0,13 16,0
IP2.1.2 9 DCM:1 EtOAc/100% EtOAC 0,04 4,67
IP2.1.3 9 DCM:1 EtOAc/100% EtOAC 0,13 16,0
IP2.1.4 9 DCM:1 EtOAc/100% EtOAC 0,01 0,50
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2.3.2 - Umbilicus rupestris

Fraccdo de hexano do extracto bruto de etanol. Inicialmente, eluiu-se com uma
mistura de hexano e acetato de etilo nas proporcdes de 8:2, 1:1 e 1:2. O melhor sistema
de eluicdo encontrado e que separava melhor as sub-frac¢Ges foi o de hexano e acetato
de etilo (4 EtOACc:1 hexano) na primeira eluicdo e na segunda eluicdo com 100% de
etanol (Tabela 3).

Tabela 3 - Massa e rendimento das sub-frac¢fes da fracgdo de hexano do extracto bruto de etanol de U.
rupestris.

Sub-Fracgbes Eluente (12 eluicdo/22 eluicéo) Massa (g) Rendimento (%)

UR2.1.1 4 EtOAC:1 hexano/100% EtOH 0,13 65,5

UR2.1.2 4 EtOAC:1 hexano/100% EtOH 0,01 6,6

3 - Analise fitoquimica

3.1 - Analise fitoquimica dos extractos e fraccGes de I. perado e U.

rupestrisem TLC

As analises fitoquimicas possibilitam a revelacdo qualitativa das diferentes
classes de metabolitos secundarios presentes nas varias fracgdes. A analise fitoquimica
foi realizada para a deteccdo de polifendis, saponinas, flavondides, acidos fendlicos,
esterdides e alcaléides (Brossi, 1988; Govindappa et al., 2011; Wagner & Bladt, 2001),

como descrito pelos autores.

Para a deteccdo de polifenois utilizou-se a fase modvel acetato de etilo: acido
férmico: &cido acetico: 4gua (100:11:11:27). Foi pulverizada uma mistura de 1:1 das
solucBes aquosas de ferrocianeto de potassio 1% (m/v) e cloreto de ferro 2% (m/v) nas
placas (Anexo 1), as quais foram analisadas no visivel. O aparecimento de manchas

azuladas indicou a presenca de polifenois.

Para a deteccdo de saponinas utilizou-se como fase movel cloroférmio: metanol
(9:1) e eluiu-se duas vezes. As saponinas foram visualizadas pela pulverizagdo de acido

sulfurico concentrado em etanol a 5% (v/v) e aquecimento das placas a 110 °C, durante
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5 minutos. O aparecimento de manchas de coloracdo roxo beringela, no visivel, indicou

a presenca de saponinas.

Para a andlise de flavonoides e &cidos fendlicos e utilizou-se a fase movel
acetato de etilo: hexano (7:1). Na placa de silica, pulverizou-se o reagente cloreto de
aluminio em etanol a 1% (m/v). A visualizacdo das manchas efectuou-se a luz UV, a
366 nm. Os flavonoides apareciam como manchas verdes fluorescentes enquanto que 0s
acidos fenolicos surgiam como manchas azuis fluorescentes. A quercetina foi o padréo
de referéncia para a deteccdo de flavonoides enquanto que o acido salicilico serviu

como padréo para a detec¢do de acidos fenolicos.

Para a andlise de esterdides utilizou-se como fase movel hexano: acetato de etilo
(8:2). O reagente de Liebermann-Burchard (Anexo 1) foi pulverizado na placa e esta foi
levada a aquecimento a 110°C durante 5 minutos. O aparecimento de manchas roxas no
visivel indicou a presenca de esterdides. O colesterol foi usado como padrdo de

referéncia para esta deteccdo.

Para a deteccdo de alcal6ides utilizou-se como fase moével acetato de etilo:
metanol: agua (4:1:2). O reagente de Wagner (Anexo ) foi pulverizado na placa e o
aparecimento de manchas castanho-avermelhadas, no visivel, indicou a presenca de

alcaldides. A berberina foi usada como padrédo de referéncia para esta deteccao.

3.2 - Analise fitoquimica das sub-frac¢6es de I. perado em HPLC

As analises foram realizadas pela Professora Doutora Helena Gaspar
(Departamento de Quimica e Bioquimica, Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa) num HPLC Dionex Ultimate 3000 com uma bomba quaternaria e um detector
DAD (Diode Array Detector). As sub-fracgdes de I. perado foram as analisadas por
terem apresentado maior actividade nos ensaios de inibicdo das enzimas COX e LOX.
As amostras foram dissolvidas em metanol. Foi utilizada uma coluna Phenomenex®
hexafenil (250 mm x 4,6 mm), um loop de 100 pL e um forno Geoko 2000 acoplado
para manter a temperatura a 30°C. As fases mdveis utilizadas foram metanol (solvente

A) e agua com 0,1% de &cido trifluoroacético (solvente B) com um fluxo de 0,8
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mL/min. O gradiente do metodo consistiu em inicialmente utilizar 35% de solvente A e
65% de solvente B, apds 30 min, a fase mdvel passou a ser 100% de solvente A e assim
permaneceu durante 10 min. Passado o tempo referido, a fase movel voltou para as
condigdes iniciais em 5 min e assim permaneceu durante mais 5 min para estabilizacdo
do sistema. A quantidade de amostra injectada foi de 20 pL. O detector foi programado
para verificar as absorvancias em 4 comprimentos de onda: 210, 254, 280 e 305 nm. Os
dados foram recolhidos e tratados com o software Chromeleon® Chromatography Data
System.

De modo a determinar a que grupo de compostos pertenciam os compostos das
sub-fraccGes, comparou-se os espectros de UV das sub-frac¢cbes com os de compostos
puros: cafeina, teofilina, &cido salicilico, &cido acetilsalicilico, acido galico e quercetina.

4 - Avaliacdo da actividade anti-inflamatoria in vitro

De modo a investigar a possivel actividade anti-inflamatéria das plantas
colectadas, procedeu-se a realizacdo de ensaios de screening. O ensaio de inibicdo de
desnaturacdo da albumina, teste de estabilidade da membrana e o ensaio de inibi¢do da
accdo da protease tripsina foram escolhidos como os ensaios de screening preliminar

para a posterior analise nos testes de inibi¢do das enzimas LOX e COX.
4.1 - Inibicdo da desnaturacéo da albumina

Muitos métodos in vitro, cada qual baseado num mecanismo bioquimico
especifico, foram desenvolvidos para um screening inicial de actividade anti-
inflamatdria. Um destes métodos, considerando que alguns agentes anti-inflamatorios
inibem a desnaturacdo de proteinas, baseia-se precisamente na protec¢do contra a
desnaturacdo proteica (Bhaskar & Mohite, 2010).

A desnaturacdo proteica é simultaneamente causa e consequéncia da resposta
inflamatdria e da artrite reumatéide (Chopade et al., 2012; Govindappa et al., 2011,
Leelaprakash & Dass, 2011; Sakat et al., 2010). O &cido acetilsalicilico e outros
farmacos anti-inflamatdrios possuem a capacidade de inibir a desnaturacdo de proteinas
(Sakat et al., 2010).
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Os extractos e fracgbes obtidos foram analisados pelo teste de inibicdo da
desnaturacdo da albumina de acordo com o método descrito por Puglia et al. (2006) e
Saso et al. (1999), com algumas modificagcbes. O ensaio baseia-se na desnaturagéo
proteica provocada pela temperatura elevada. As consequéncias da perda estrutural das
proteinas desnaturadas resultam na diminuicdo da solubilidade em agua. Estas
caracteristicas sdo avaliadas no espectrofotometro a 595 nm. Quanto mais elevada for a
absorvancia, maior é o grau de desnaturacdo (Angelis & Tirapegui, 2007).

O ensaio iniciou-se com a dissolucdo do padrdo (acido acetilsalicilico-Sigma
Aldrich), extractos e frac¢des numa quantidade minima de dimetil formamida (DMF) e
diluicdo posterior em 0,066 M tampéo fosfato pH 5,3 a 25 °C, de modo a ficarem a
concentracdo de 0,5 mg/mL. A concentracdo final de DMF em todas as solucGes foi
inferior a 2,5%. Misturou-se a amostra/padrdao com 0,08% albumina de soro bovino
(BSA - Sigma Aldrich) no mesmo tampé&o na propor¢do de 1:1. No caso do controlo
negativo, sé foi utilizado tamp&o e BSA. A absorvancia a 595 nm foi lida no tempo 0,
num espectrofotdbmetro Shimadzu UV-160. As amostras foram deixadas a incubar
durante 15 minutos a 27 °C. A desnaturacdo foi induzida pela temperatura de reaccdo a
70 °C durante 5 minutos e leu-se novamente a absorvancia a 595 nm. O protocolo
detalhado pode ser encontrado no Anexo Il. O procedimento foi realizado em triplicado
para todas as amostras. A percentagem de inibicdo de desnaturacdo da albumina foi

calculada como se segue:

% inibicdo desnaturacdo de BSA = | 1 — (Ax,70:c — Ao 220¢) x 100
(Ao,700c — Ao 22C)

Em que Ax7oc € a absorvancia a 595 nm da solucdo de BSA aquecida na presenca de
amostra/padrao (X); Ag22c € Ao 7ec COrrespondem as absorvancias do controlo negativo

(solucdo com BSA) antes e ap6s aquecimento, respectivamente.

4.2 - Teste de estabilidade da membrana

O estudo da estabilizacdo da membrana dos eritrocitos tem sido utilizado como

um meétodo in vitro de anélise da actividade anti-inflamatoria uma vez que a membrana
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dos eritrocitos é andloga a membrana lisossomal (Leelaprakash & Dass, 2011; Okoye &
Osadebe, 2010). A estabilizagdo da membrana dos eritrocitos implica que o extracto
e/ou fracgdo pode também estabilizar a membrana lisossomal (Leelaprakash & Dass,
2011; Sakat et al., 2010). Os farmacos anti-inflamatorios podem actuar pela
estabilizacdo da membrana lisossomal (Yoganandam et al., 2010; Leelaprakash & Dass,
2011).

O ensaio de determinagéo da estabilidade da membrana foi realizado de acordo
com o previamente descrito (Govindappa et al., 2011; Shinde et al., 1999), com
pequenas modificacOes. Este ensaio baseia-se no efeito que a temperatura tem na
membrana dos eritrocitos. Quando se aumenta a temperatura, a taxa de difusdo para a
celula aumenta devido ao movimento molecular, aumentando o grau de hemolise.
Muitas moléculas necessitam de energia de activacdo para passarem através da
bicamada lipidica pelo que a temperatura auxilia a difusdo destas moléculas. Em termos
espectrofotométricos, o que se observa é um aumento de absorvancia a 560 nm nos
casos em que ocorre hemdlise devido a libertacdo de hemoglobina que fica suspensa no
sobrenadante (Scott, 1993).

Preparacdo da suspensdo de eritrocitos. Primeiramente, foi recolhido o sangue total
de suino, utilizando-se heparina como anti-coagulante. O sangue foi transferido para
tubos de centrifuga. Os tubos foram centrifugados a 1000 g durante 10 minutos e 0
sobrenadante foi descartado de modo a ficar s6 com a porcéo de eritrocitos. A por¢édo de
eritrocitos foi lavada trés vezes com solucéo salina normal (0,9 % m/v). Posteriormente,
a porc¢do de eritrocitos lavada foi diluida com solugdo salina normal de modo a ficar a
10% (v/v).

Avaliacdo da hemdlise induzida por calor. A mistura de reaccdo (3 mL) consistia em
2 mL da amostra/padréo (0,05; 0,10 e 0,2 mg/mL) e 1 mL da suspensao de eritrécitos a
10%. O acido acetilsalicilico (Sigma Aldrich) foi usado como padrao de referéncia. No
tubo controlo, sé se adicionou solucédo salina em vez da amostra/padrdo. Todos os tubos
de centrifuga com a reaccdo foram incubados num banho a 56 °C durante 30 minutos.
Apbs a incubacdo, os tubos foram arrefecidos com agua tépida. A mistura de reac¢éo foi
centrifugada a 800 g durante 5 minutos e a absorvancia do sobrenadante foi lida a 560
nm num espectrofotometro Shimadzu UV-160. O protocolo detalhado pode ser

consultado no Anexo Ill. O procedimento foi realizado em duplicado para todas as

Universidade dos Agores — Pdlo de Ponta Delgada 42



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Material e Métodos

amostras. A percentagem de estabilizacdo da membrana ou inibicdo da hemolise foi

calculada de acordo com a equacao:

% estabilizacdo da membrana = (100 — (Absa/Absc)) x 100

Onde Absa corresponde a absorvéancia da amostra a 560 nm e Absc representa a
absorvancia do controlo a 560 nm.

4.3 - Inibicdo da accéo da protease tripsina

Os neutrofilos transportam nos seus granulos lisossomais muitas proteases de
serina (Sakat et al., 2011; Leelaprakash & Dass, 2011). Estas proteases sdo secretadas
apo6s activacdo extracelular ou pericelular. Em doencas inflamatérias agudas, a
infiltracdo de neutrdfilos é responsavel por causar danos teciduais no local da
inflamacdo. Os farmacos ndo esterdides actuam pela inibicdo das enzimas lisossomais
ou pela estabilizacdo da membrana lisossomal (Yoganandam et al., 2010).

Como parte do estudo do mecanismo de actividade anti-inflamatéria, foi
avaliada a capacidade dos extractos e fracgOes inibirem a accdo da tripsina, como
modelo de uma protease de serina. Estas actividades foram comparadas com um
reconhecido anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), o acido acetilsalicilico.

O teste foi realizado de acordo com o0 método modificado de Sakat et al (2010) e
Govindappa et al. (2011), com algumas modifica¢Ges. Este ensaio monitoriza o grau de
hidrolise da caseina pela enzima tripsina. A hidrélise da caseina produz aminoacidos
livres, no entanto, apenas trés tipos de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano e
fenilalanina) evidenciam absorvancia no comprimento de onda UV. A absorvéncia da
tirosina, triptofano e fenilalanina obtida apds hidrélise da caseina representam o
conteddo total de aminoacidos livres da caseina hidrolisada (Zhang et al., 2010). Quanto
mais elevado for o valor de absorvancia a 280 nm, maior é o grau de hidrdlise e menor a

percentagem de inibig&o da tripsina.

Primeiramente, preparou-se solucdo de tripsina (Sigma Aldrich) a 2 mg/mL.
Misturou-se 1 mL de tampdo 20 mM Tris HCI (pH 7,4) e 1 mL da amostra/padréo
(&cido acetilsalicilico-Sigma Aldrich) ), dissolvidos numa quantidade minima de DMF
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(< 2,5%) e diluidos com tampao, a testar a diferentes concentracfes (0,06 - 1 mg/mL).
Adicionou-se 60 L de tripsina & mistura de reaccdo de modo a que a concentragdo final
de enzima nos tubos fosse 0,06 mg/mL e incubou-se a 37°C durante 5 minutos.
Seguidamente, adicionou-se 1 mL de 0,8% de caseina (m/v) (Sigma Aldrich) e incubou-
se novamente a mistura durante 20 minutos, & mesma temperatura. Ao fim dos 20
minutos, adicionou-se 1 mL de &cido perclérico 70% de modo a parar a reacgao.
Centrifugou-se a suspenséo turva durante 10 minutos a 13000 g e leu-se a absorvancia
do sobrenadante a 280 nm num espectrofotometro Shimadzu UV-160 contra o tampé&o
que serviu como branco. O protocolo com mais detalhes pode ser encontrado no Anexo
IV. O procedimento foi realizado em duplicado para todas as amostras. A actividade de
inibicdo da tripsina foi avaliada através da determinacdo do ICsq (mg/mL) de todas as
amostras obtido pela interpolacdo da regresséo linear Concentracdo VS Abs a 280 nm.

A percentagem de inibicdo da protease foi calculada como se segue:

% Inibicéo da protease = (Absc — Absa /Absc)) x 100

Em que Absa representa a absorvancia da amostra (amostra + enzima + caseina) a 280

nm e Absc corresponde a absorvancia do controlo (enzima + caseina) a 280 nm.

4.4 - Ensaio de inibicao das enzimas cicloxigenase 1 e 2

A inibig&o das cicloxigenases, COX-1 e COX-2, foi determinada com o kit COX
Inhibitor Screening Assay da Cayman Chemical Co., n°® 560131, de acordo com o
protocolo do fabricante.

A cicloxigenase catalisa o0 primeiro passo da conversdo do acido araquidonico a
prostaglandina H,. A prostaglandina F,, é produzida a partir da prostaglandina H; pela
reducdo com cloreto de estanho (Il) e esta é medida pelo ensaio imuno-enzimatico
(EIA).

Resumidamente, o heme e as enzimas COX-1/COX-2 foram adicionados a tubos
de ensaio contendo tampdo de reac¢do da COX (0,1 M de Tris-HCI, pH 8.0, contendo 5
mM de EDTA e 2 mM de fenol). A mistura foi agitada no vortex e incubada com o
inibidor em etanol (0,025 mg/mL) ou somente tamp&o de reacgédo/etanol (100%

actividade da enzima) durante 10 minutos, a 37 °C. O controlo negativo da enzima foi

Universidade dos Agores — Pdlo de Ponta Delgada 44



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Material e Métodos

realizado com as COXs que foram inactivadas num banho em ebuli¢do durante 3 min. A
reac¢do da cicloxigenase foi desencadeada pela adicdo de acido araquidédnico a todos 0s
tubos, incubando-se durante 2 minutos a mesma temperatura. De seguida, adicionou-se
acido cloridrico (HCI) 1 M para parar a reac¢éo catalitica da enzima.

A reducdo da prostaglandina H, a prostaglandina F,, ocorreu pela adicdo de

cloreto de estanho (1) saturado e incubacdo durante 5 minutos a temperatura ambiente

(1):

(1) Acido Araquidénico <2X4 Prostaglandina G, <2X» Prostaglandina Hy 2251y

Prostaglandina F,

As prostagladinas obtidas foram quantificadas através do ensaio EIA. Este
ensaio baseia-se na competicdo entre as prostaglandinas e a acetilcolinesterase ligada a
prostaglandina (designada PG tracer) para uma quantidade limitada de anticorpo
especifico de prostagladina (Figura 20). A quantidade de PG tracer que é capaz de se
ligar ao anticorpo de prostaglandina é inversamente proporcional a concentracdo de
prostaglandinas nos pog¢os, uma vez que a concentracdo de PG tracer se mantém
constante, enquanto que a concentracdo de prostaglandinas varia. Este complexo
anticorpo-prostaglandinas liga-se a um anticorpo anti-prostaglandina previamente
ligado ao pogo. A microplaca foi lavada com uma solugdo tampéo e o reagente de
Ellman, contendo o substrato da acetilcolinesterase, foi adicionado aos pocgos. A
resultante  coloracdo amarela desta reaccdo enzimatica foi determinada
espectrofotometricamente num leitor de microplacas Biorad modelo 680, a 415 nm. A
intensidade desta cor é proporcional a quantidade de PG tracer ligado ao pogo, que é
inversamente proporcional a quantidade de prostaglandinas livres presentes no pogo. A
concentracdo de prostaglandinas foi determinada através de uma curva padrdo
utilizando um padréo de prostaglandina fornecido com o kit. Os ensaios de inibi¢do
foram realizados na presenca das sub-frac¢cdes ou da indometacina (Sigma Aldrich) que
serviu como padrdo de referéncia. A indometacina foi escolhida pois inibe as duas
enzimas (COX-1 e COX-2). O valor de absorvancia do branco foi subtraido ao valor da
absorvancia dos pocos com 100% de actividade da enzima e dos pog¢os com inibidores.
O Anexo V apresenta este protocolo com mais detalhes. O ensaio foi realizado em
duplicado para todas as amostras.

O efeito anti-inflamatério das amostras foi avaliado pelo calculo da percentagem

de inibicdo da producéo de prostaglandinas segundo a formula:
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% inibigdo COX-1/COX-2 =|[PGs] A - [PGs] B x 100
[PGs] A

Em que [PGs] A corresponde a concentracdo de prostaglandinas nos tubos de 100% de
actividade da enzima COX e [PGs] B corresponde a concentragdo de prostaglandinas

nos tubos da amostra.

2 %
o b
C |
L] >
_Anticorpo monoclonal de
YYYYY YY Y XX Y-
As placas sdo pré-revestidas 1- Incubar com o tracer,

= Proteinas bloqueadoras

com anticorpos monoclonais
de rato e bloqueadas com
uma formulacéo de proteinas.

anticorpo € amostras.

Acetilcolinesterase ligada a
prostaglandina (tracer)

Anticorpo  especifico de
prostaglandina

= Prostaglandinas livres

3#@5Y

3- Desenvolver e revelar a
reacdo com o reagente de
Ellman.

VIR

2- Lavar para remover todos
os reagentes nao ligados.

Figura 20 - Esquema do ensaio imuno-enzimatico (Cayman Chemical Co., kit n° 560131).
4.5 - Ensaio de inibicdo da enzima 15-lipoxigenase

Os testes de inibicdo da lipoxigenase foram realizados com o kit Lipoxygenase
Inhibitor Screening Assay (LISA) da Cayman Chemical Co., n° 760700, de acordo com
o0 protocolo do fabricante.

As solugbes fornecidas comercialmente com o kit LISA sdo 0,1 mol/L de
tampdo Tris-HCI (pH 7,4), cromdgeno, enzima de soja padrdo 15-LOX, &cido
araquidénico e hidroxido de potassio (KOH). O tampédo do ensaio foi diluido 10 vezes
com agua bi-destilada e filtrada antes de usar. O cromdgeno, que deve ser usado dentro
de uma hora, foi preparado juntando partes iguais dos agentes de revelagéo 1 e 2. O
branco foi preparado pela adigdo de tampéo do ensaio (100 pL) a dois pogos da
microplaca. Os pocos para 100% de actividade da enzima foram preparados pela adi¢do

de 90 pL de 15-LOX e 10 pL de etanol (o mesmo solvente usado para dissolver os
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inibidores). A fim de se testar a inibicdo da enzima, foi adicionado aos pocos 15-LOX
(90 pL) e a amostra/padrdo (quercetina-Sigma Aldrich) (10 pL) a 0,025 mg/mL A
reaccdo foi iniciada pela adicdo de solucdo de substrato (10 pL). A microplaca foi
coberta e colocada num agitador durante 5 min. O cromogeno (100 pL) foi adicionado a
todos os pocos de modo a parar a catalise da enzima e prevenir o desenvolvimento
continuo da reaccdo. O nivel de hidroperdxidos produzidos pela 15-LOX a partir do
acido araquiddnico foi quantificado a uma absorvancia de 490 nm. O valor de
absorvancia do branco foi subtraido ao valor da absorvancia dos po¢os com 100% de
actividade da enzima e dos pocos com inibidores. A absorvéancia foi lida num leitor de
microplacas Biorad modelo 680. O protocolo mais detalhado encontra-se no Anexo VI.
O ensaio foi realizado em duplicado para todas as amostras e o efeito inibidor foi

calculado como se segue:

% inibigdo 15-LOX =_A—-B | x 100
A

Em que A é a absorvancia a 490 nm de 100% de actividade da enzima LOX e B

corresponde a absorvancia a 490 nm da amostra.

5 - Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + d.p (desvio padrdo). A andlise de
variancia foi determinada pelo teste ANOVA e as diferencas significativas entre as
médias foram identificadas pelo teste de Tukey, a P < 0,05. As correlaces
significativas entre os ensaios foram obtidas pelo coeficiente de correlagdo de Pearson
(), a P < 0,05. O tratamento estatistico foi realizado com o software SPSS Statistics,

versao 17.0.
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Como referido anteriormente, os extractos e fraccbes obtidos foram,
inicialmente, submetidos a ensaios de screening in vitro baseados em mecanismos
bioguimicos ou celulares indicadores de potencial actividade anti-inflamatoria.

As sub-fraccbes com maior actividade nos ensaios de screening foram
submetidas ao teste de inibicdo da cicloxigenase e ao teste de inibi¢do da lipoxigenase,

indicadores mais especificos da actividade anti-inflamatoria.

1 - Efeito dos extractos e fracc¢des na inibicdo da desnaturacéao

da albumina

1.1 - llex perado

Numa primeira fase, pretendeu-se avaliar quais o0s extractos e/ou fraccdes com
maior actividade de inibicdo da desnaturacdo da albumina. Sendo assim, determinou-se
a percentagem de inibicdo para os extractos de acetona e etanol de I. perado e as
fraccBes de hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etilo provenientes do
fraccionamento dos dois extractos. Testou-se todas as amostras a concentracdo de 0,50
mg/mL e comparou-se com um reconhecido anti-inflamatério néo esterdide (AINE), o

acido acetilsalicilico (Figura 21).
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Figura 21 - Percentagens de inibi¢do da desnaturacdo da albumina pelos extractos e fracgdes de I. perado
e 0 padrdo AAS a concentracdo de 0,50 mg/mL. AAS - Acido Acetilsalicilico; IPA - extracto de acetona;
IPAH - fraccdo de hexano do extracto de acetona; IPAD - frac¢do de diclorometano do extracto de
acetona; IPAC - fraccéo de cloroférmio do extracto de acetona; IPAA - fraccdo de acetato de etilo do
extracto de acetona; IPE - extracto de etanol; IPEH - fraccdo de hexano do extracto de etanol; IPED -
fraccdo de diclorometano do extracto de etanol; IPEC - fracgdo de cloroférmio do extracto de etanol;
IPEA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de etanol. Cada coluna corresponde a média de trés
ensaios. De acordo com o teste de Tukey, as médias assinaladas com letras diferentes indicam diferencas
significativas a P<0,05.

Como ¢é possivel constatar pela analise da Figura 1, a fraccdo com maior
actividade e até comparavel a do padrédo foi a IPAH, com uma percentagem de inibi¢éo
de 121,3 + 2,70% superior a do acido acetilsalicilico com 94,7 + 2,83%. Contudo, ndo
se observaram diferencas significativas entre estes grupos (P = 0,101). E também de
salientar o poder inibidor da fraccdo IPEH com uma percentagem de inibi¢do de 96,4 +
3,36% e a fraccdo IPAC com uma percentagem de inibicdo de 70,1 + 2,63 %. Em
contrapartida, os extractos e as frac¢des IPA, IPAD, IPE, IPED e IPEA obtiveram pouca
actividade com percentagens de inibicdo que variavam entre 21,5 £ 6,28% (IPAD) e
34,9 + 5,61% (IPEA). As fraccdes IPAA e IPEC apresentaram um comportamento pro-
inflamatdrio ao favorecerem a desnaturacdo da albumina com percentagens de inibi¢do
de -14,7 £ 3,6% e -7,3 £ 1,50%, respectivamente. Pode ser referido, ainda, que algumas
fraccdes provenientes dos extractos brutos IPA e IPE com pouca actividade obtiveram
uma actividade anti-inflamatoria mais elevada.

Atraves da anélise dos resultados, é possivel afirmar que as frac¢cbes mais activas
neste ensaio sdo de natureza pouco polar ou apolar (IPAH e IPEH) e que o &cido
acetilsalicilico, padrdo utilizado no ensaio, possui dois grupos apolares na sua
constituicdo (um grupo éster e um anel benzénico). O &cido acetilsalicilico e outros anti-
inflamatdrios comercializados como € o caso do diclofenac, ibuprofeno e indometacina

possuem grupos apolares na sua estrutura, no entanto, todos estes tém um grupo
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carboxilico (COOH) que é polar. Neste ensaio, parece que a maioria das moléculas
responsaveis por inibir a desnaturacdo da albumina poderdo ser apolares ou pouco
polares.

1.2 - Umbilicus rupestris

Determinou-se, igualmente, a percentagem de inibicdo para os extractos de
acetona e etanol de U. rupestris e as fraccGes de hexano, diclorometano e acetato de
etilo provenientes do fraccionamento dos dois extractos. Novamente, testou-se todas as
amostras a concentracao de 0,50 mg/mL e comparou-se o0 acido acetilsalicilico (Figura
22).
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Figura 22 - Percentagens de inibicdo da desnaturacdo da albumina pelos extractos e fracces de U.
rupestris e o padrdo AAS a concentragdo de 0,50 mg/mL. AAS - Acido Acetilsalicilico; URA - extracto
de acetona; URAH - fracgdo de hexano do extracto de acetona; URAD - fraccdo de diclorometano do
extracto de acetona; URAA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona; URE - extracto de etanol;
UREH - fraccdo de hexano do extracto de etanol; UREA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de
etanol. Cada coluna corresponde a média de trés ensaios. De acordo com o teste de Tukey, as médias
assinaladas com letras diferentes indicam diferencas significativas a P<0,05.

Através da analise da Figura 22, pode concluir-se que as fraccdes mais activas,
por ordem decrescente de actividade, foram a UREH apresentando inibi¢cdo de 88,7 +
1,38%, a URAD com 81,4 + 8,41% e a URAH com 80,7 = 2,53%. Apesar de nao
existirem diferengas significativas quando comparadas com o &cido acetilsalicilico (P =
0,885; P = 0,200; P = 0,159), este ultimo apresentou actividade superior com uma
percentagem de inibigdo de 94,7 + 2,83%. Por seu turno, o extracto URA, e as fracgdes
URAA e UREA demonstraram actividade pro-inflamatoria, tendo obtido percentagens
de inibicdo de -138,1 + 1,17%, -54,5 + 2,94% e -107,6 £ 1,76%, respectivamente. O

extracto URE n&o mostrou quase nenhuma actividade com 0,2 + 5,73% de inibicéo.
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Estes ultimos extractos e fraccGes sdo estatisticamente semelhantes. Pode referir-se,
ainda, que é mais evidente que as fracgGes originarias dos extractos brutos URA e URA
com actividade pré-inflamatoria, demonstraram actividade anti-inflamatoria.

Mais uma vez, as fraccbes mais activas sdo de natureza pouco polar ou apolar
(URAH, URAD e UREH).

Ao analisar a Figura 21 e 22 e calculando a semelhanga estatistica entre as
amostras de I. perado e U. rupestris, verificou-se que a fraccdo IPAH foi a mais activa,
tendo demonstrado diferencas significativas quando comparadas com as frac¢oes de U.
rupestris (P = 0,001).

2 - Efeito dos extractos e fraccbes na estabilizacdo da

membrana

A estabilizacdo da membrana dos eritrécitos pelos extractos e fracgbes de I.
perado (Figuras 23a 23b) e U. rupestris (Figuras 24a e 24b) foi estudada de modo a

avaliar a eventual accdo anti-inflamatdria destas duas plantas.
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Figura 23a e 23b - Percentagens de estabilizacdo da membrana dos eritrdcitos pelos extractos e fracces
de I. perado e o padrio AAS as concentragdes de 0,05; 0,10 e 0,20 mg/mL. AAS - Acido Acetilsalicilico;
IPA - extracto de acetona; IPAH - fraccdo de hexano do extracto de acetona; IPAD - frac¢do de
diclorometano do extracto de acetona; IPAC - frac¢do de cloroférmio do extracto de acetona; IPAA -
fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona; IPEH - fraccdo de hexano do extracto de etanol; IPED
- fraccdo de diclorometano do extracto de etanol; IPEC - fraccdo de cloroférmio do extracto de etanol;
IPEA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de etanol. Cada valor corresponde a média de dois ensaios.
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Figura 24a e 24b - Percentagens de estabilizagdo da membrana dos eritrocitos pelos extractos e fraccOes
de U. rupestris e 0 padrdo AAS as concentracdes de 0,05; 0,10 e 0,20 mg/mL. URA - extracto de acetona;
URAH - fraccdo de hexano do extracto de acetona; URAD - fracgdo de diclorometano do extracto de
acetona; URAA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona; URE - extracto de etanol; UREH -
frac¢do de hexano do extracto de etanol; UREA - frac¢do de acetato de etilo do extracto de etanol. Cada
valor corresponde @ média de dois ensaios.
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Ao observar as Figuras 23a, 23b, 24a e 24b , ndo € possivel referir quais 0s
extractos e/ou fracgdes mais activos em relagdo ao acido acetilsalicilico, uma vez que as
actividades demonstradas ndo foram dependentes da concentracdo. Ou seja, quando se
aumentou a concentracdo nao se observou um aumento correspondente de actividade. O
unico aspecto sobre o qual se pode retirar alguma conclusdo € relativamente a
capacidade de estabilizacdo de cada uma das amostras. As amostras que revelaram uma
percentagem de estabilizagdo positiva em todas concentracdes testadas sdo o acido
acetilsalicilico, IPA, IPAA, IPE, IPEA, URA, URE e UREA. Pelo contréario, as
amostras IPAH, IPAD, IPAC, IPEH, IPED, IPEC, URAH, URAD, URAA e UREA
demonstraram actividade pré-inflamatoria neste ensaio. A auséncia de uma relagéo
linear entre a concentracdo e a actividade pode ter sido devida a dificuldade em manter
as membranas eritrocitarias intactas ao longo do procedimento. O choque mecanico
resultante da centrifugacdo do sangue e o choque térmico aquando da colocacdo das
amostras no banho a 56 °C podem ter levado ao surgimento de resultados falsos
negativos. Uma sugestdo de alteracdo ao ensaio seria a incubagéo das amostras a 37 °C,
inicialmente, aumentando-se a gradualmente até chegar aos 56 °C.

A fim de se poder comparar estatisticamente a capacidade de estabilizacdo da
membrana das amostras testadas, analisou-se esta capacidade a concentracdo de 0,10
mg/mL, apresentando-se o resultado na Figura 25.
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Figura 25 - Percentagens de estabilizacdo da membrana pelos extractos e fraccdes de I. perado e U.
rupestris e o padrdo AAS a concentragdo de 0,10 mg/mL. AAS - Acido Acetilsalicilico; IP - llex perado;
UR - Umbilicus rupestris; A - extracto de acetona; AH - fraccdo de hexano do extracto de acetona; AD -
fraccdo de diclorometano do extracto de acetona; AC - fraccdo de cloroférmio do extracto de acetong;
AA - fracgdo de acetato de etilo do extracto de acetona; E - extracto de etanol; EH - fracgdo de hexano do
extracto de etanol; ED - fracgdo de diclorometano do extracto de etanol; EC - fracgdo de cloroférmio do
extracto de etanol; EA - fracclo de acetato de etilo do extracto de etanol. Os resultados sdo expressos
como média = d.p. (desvio padrdo) de dois ensaios. De acordo com o teste de Tukey, as médias
assinaladas com letras diferentes indicam diferencas significativas a P<0,05.
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A partir da analise da Figura 25, pode-se afirmar que o extracto URA foi o que
melhor estabilizou a membrana dos eritrocitos, inibindo a hemdlise a 70,7 + 1,40%,
obtendo melhor resultado que o &cido acetilsalicilico com 64,2 + 2,84% de inibi¢do da
hemolise. Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre estes tltimos
(P = 0,695). E também de destacar a actividade do extracto IPA com capacidade de
inibicdo da hemolise de 58,3 + 2,51%, e das fracces IPAA com 54,4 + 4,01% e UREA
com 47,5 = 0,93%. Novamente, ndo se constataram diferengas significativas nestes
grupos (P = 0,992; P = 0,083). As fraccdes IPAH, IPEA e URAD obtiveram uma
actividade significativamente mais baixa do que o padrédo (P = 0,000) de 25,3 + 1,34%,
23,1 + 8,3% e 23,6 = 559%, respectivamente. O extracto IPE também demonstrou
pouca actividade quando comparado com o padrdo (P = 0,000), com 35,7 + 2,34% de
inibicdo da hemolise. Por outro lado, as frac¢bes IPAD, IPAC, IPEH, IPED, IPEC e
UREA estimularam a lise da membrana dos eritrocitos.

No ensaio de estabilizacdo da membrana dos eritrdcitos, verifica-se que as
amostras mais activas sdo as que contém compostos ou grupos de compostos
maioritariamente polares (IPA, IPAA, URA e UREA). O &cido acetilsalicilico e outros
AINEs possuem um grupo carboxilico (COOH) que lhes confere propriedades polares e
grupos apolares (Charlier & Michaux, 2003). E possivel que 0s compostos ou grupos
de compostos polares interfiram tenham um efeito positivo na estabilidade da

membrana.

3 - Efeito dos extractos e frac¢des na inibicdo da accéo da

protease tripsina

3.1 - llex perado

A fim de testar quais os extractos e/ou frac¢cbes com maior actividade de inibigéo
da accdo da tripsina, determinou-se o 1Cso dos extractos de acetona e etanol de 1. perado
e as fraccdes de hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etilo provenientes do
fraccionamento dos dois extractos. A Tabela 4 mostra a capacidade das amostras de 1.

perado e do acido acetilsalicilico inibirem a acgéo da tripsina.
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Tabela 4 - Inibicdo da accdo da tripsina pelos extractos e fraccdes de 1. perado e o padrdo Acido
Acetilsalicilico.

Inibicao da protease (ICso

AAS 0,327+ 0,04
IPA 0,16° + 0,06
IPAH 0,96°+ 0,12
IPAD 0,55% + 0,07
IPAC 0,29® + 0,07
IPAA 0,49 + 0,03
IPE >1°
IPEH 0,16" + 0,02
IPED >1°
IPEC >1°
IPEA >1°

AAS — Acido Acetilsalicilico; IPA — extracto de acetona; IPAH - fraccdo de hexano do extracto de
acetona; IPAD - fracclo de diclorometano do extracto de acetona; IPAC - fraccdo de cloroférmio do
extracto de acetona; IPAA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de acetona; IPE — extracto de etanol;
IPEH - fracgdo de hexano do extracto de etanol; IPED - fracgédo de diclorometano do extracto de etanol;
IPEC - frac¢do de cloroférmio do extracto de etanol; IPEA - fraccdo de acetato de etilo do extracto de
etanol. Os resultados sdo expressos como média + d.p. (desvio padrdo) de trés ensaios. Os valores de ICs
foram calculados por regressao linear. De acordo com o teste de Tukey, as médias assinaladas com letras
diferentes indicam diferencas significativas a P<0,05.

Com base nos dados obtidos da Tabela 4, verifica-se que o extracto IPA e as
fraccdes IPAC e IPEH foram os mais activos com ICs de 0,16, 0,29 e 0,16 mg/mL,
respectivamente, ndo se tendo observado diferencas significativas entre estes (P =
0,058; P = 1,000). O acido acetilsalicilico apresentou uma actividade de inibicdo menor,
com um ICsg de 0,32 mg/mL. Apesar das fraccdes IPAD e IPAA terem sido menos
activas que a aspirina, facto € que mostraram alguma actividade, sendo estatisticamente
semelhantes (P = 0,902), com ICs de 0,55 e 0,49 mg/mL, respectivamente.
Contrariamente, o extracto IPE e as frac¢bes IPED, IPEC e IPEA ndo demonstraram
actividade que permitisse calcular os seus 1Csg, sendo superiores a 1 mg/mL.

Na sequéncia dos resultados obtidos, ndo é possivel concluir quais 0s grupos de
compostos presumivelmente responsaveis por esta actividade de inibicdo pois as
amostras mais activas sdo distintas quanto a sua forma de preparagdo (IPA, IPAC e
IPEH).

3.2 - Umbilicus rupestris

Igualmente para U. rupestris testou-se quais 0s extractos e/ou fracgdes que eram

mais activos na inibicdo da accdo da tripsina, determinando-se o ICsy dos extractos de
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acetona e etanol e as fraccdes de hexano, diclorometano e acetato de etilo provenientes
do fraccionamento dos dois extractos. A Tabela 5 mostra a capacidade das amostras de
U. rupestris e do acido acetilsalicilico inibirem a ac¢&o da tripsina.

Tabela 5 - Inibicdo da accdo da tripsina pelos extractos e fraccdes de U.rupestris e o padrdo Acido
Acetilsalicilico.

Amostra Inibicéo da protease (ICx
mg/mL)

AAS 0,32% + 0,04

URA 0,05° + 0,02
URAH >1°

URAD >1°

URAA 0,26 + 0,04

URE >1°

UREH 0,14™ + 0,06
UREA >1°

AAS - Acido Acetilsalicilico; URA - extracto de acetona; URAH - fracgdo de hexano do extracto de
acetona; URAD - frac¢do de diclorometano do extracto de acetona; URAA - fraccdo de acetato de etilo
do extracto de acetona; URE - extracto de etanol; UREH - fraccdo de hexano do extracto de etanol;
UREA - frac¢do de acetato de etilo do extracto de etanol. Os resultados sdo expressos como média + d.p.
(desvio padrdo) de trés ensaios. Os valores de 1Cs, foram calculados por regressdo linear. De acordo com
o teste de Tukey, as médias assinaladas com letras diferentes indicam diferengas significativas a P<0,05.

Pela observacdo da Tabela 5, é possivel afirmar que o extracto URA foi mais
activo do que o acido acetilsalicilico, tendo um ICsy de 0,05 mg/mL, 6,4 vezes mais
baixo que o ICso de 0,32 mg/mL obtido pela aspirina. Também mostrou maior poder
inibidor do que as restantes amostras testadas, apesar de se encontrar N0 mesmo grupo
estatistico da fraccdo UREH com ICso de 0,14 mg/mL (P = 0,440). A fraccdo URAA
também se revelou activa com ICsy de 0,26 mg/mL, comparavel estatisticamente a
aspirina (P = 0,915). O extracto URE e as fraccdes URAH, URAD ndo demonstraram
actividade que permitisse calcular os seus 1Csp, sendo superiores a 1 mg/mL.

Tal como no caso dos resultados de I. perado, também nédo é possivel concluir
quais 0s grupos de compostos responsaveis pela actividade demonstrada por algumas

amostras testadas de U. rupestris.

Tendo em conta os dados obtidos presentes na Tabela 4 e 5, verifica-se que o
extracto mais activo das duas plantas é o extracto de acetona e que as fracgdes
resultantes do seu fraccionamento perdem alguma da actividade. Esta perda pode dever-
se a degradacdo de compostos que sdo sensiveis a luz ou até ao ar. O processo de

separacdo ou purificacdo pode alterar a proporcdo destes compostos em termos
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qualitativos ou quantitativos (Garg et al., 2008). Uma outra explicacdo possivel para
este fendbmeno é a sinergia complexa que resulta da combinacdo da actividade de
compostos ou grupos de compostos presentes nos extractos (Bogers et al., 2006). Por
seu turno, uma das fraccOes originarias do extracto de etanol de U. rupestris apresentou

actividade, apesar de ndo ser detactada no extracto original.

Apos a anélise dos resultados dos ensaios de screening preliminar, decidiu-se
fraccionar as fracgbes mais activas, ou seja, a IPAC, IPEH e UREH. Estas
demonstraram actividade comparavel ou até superior a do padrdo acido acetilsalicilico,
no ensaio de inibicdo da desnaturacdo da albumina e no teste de inibi¢cdo da accéo da
protease tripsina. Sendo assim, procedeu-se a determinacdo da actividade anti-
inflamatdria por mecanismos mais especificos, avaliando-se a inibicdo de duas enzimas
(cicloxigenase e lipoxigenase) responsaveis pela producdo dos eicosandides
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), uma das mais importantes classes de

mediadores da resposta inflamatdria.
4 - Efeito das sub-fraccdes na actividade da cicloxigenase 1 e 2

Um dos muitos anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) comercializados € a
indometacina, cujo mecanismo de acgédo envolve a inibicdo das COXs. Por esta razdo, a
indometacina foi utilizada no ensaio como composto de referéncia no estudo da
actividade anti-inflamatdria exibida pelas sub-frac¢des de 1. perado e U. rupestris.

O resultado da percentagem de inibicdo das enzimas COX pelas sub-frac¢des
obtidas e pela indometacina encontra-se apresentado na Figura 26.
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Figura 26 - Percentagens de inibic8o da actividade da cicloxigenase 1 e 2 pelas sub-frac¢des e o padrédo

indometacina a concentracdo de 0,025 mg/mL. Cada coluna corresponde a média de dois ensaios. De

acordo com o teste de Tukey, as medias assinaladas com letras diferentes indicam diferengas
significativas a P<0,05.

A capacidade de inibicéo in vitro das enzimas COX-1 e COX-2 foi determinada
pela transformacédo do acido araquidénico em prostaglandina H, catalisada pela COX. A
prostaglandina H, é, entdo, reduzida a prostaglandina F,, que é detectada pelo imuno-
ensaio enzimatico. Na Figura 26, observa-se a percentagem de inibi¢do de cada amostra
obtida sobre a actividade das enzimas COX-1 e COX-2. As sub-frac¢des IP 1.3.1 e IP
1.3.2 exibiram uma inibig&o consideravel da enzima COX-1, expressa constitutivamente
em quase todos os tecidos (Dubois et al., 1998; Ricciotti & FitzGerald, 2011), de 67,7 +
1,33% e 81,7 + 9,14%, respectivamente. Nestes casos, verificou-se uma producdo mais
baixa de prostaglandinas comparativamente ao controlo negativo. No entanto, ficou
aquem da inibicdo conseguida pelo padrédo indometacina que demonstrou actividade de
inibicdo de 93,9 + 3,54%. A actividade demonstrada pelas sub-fraccGes néo revelou
diferengas significativas relativamente ao padrdo. Pelo contrario, as restantes sub-
fracgOes analisadas mostraram uma actividade inibidora significativamente mais baixa
(< 52,6%) do que a indometacina.

No que respeita a inibicdo da COX-2, enzima expressa principalmente em

condic@es inflamatorias (Martel-Pelletier et al., 2003; Goossens et al., 2007), somente a
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indometacina e a sub-fraccdo IP 1.3.3 inibiram significativamente a sua actividade a
845 + 1,36% e a 70,1 + 1,88%, respectivamente. As outras sub-fraccdes testadas
demonstraram uma acgdo pré-inflamatéria ao intensificarem a actividade da enzima,

com percentagens de inibicdo inferiores a zero.

De modo a avaliar a selectividade das amostras para a isoforma COX-2,
calculou-se a razéo das percentagens de inibicdo da COX-2 sobre a COX-1. Uma vez
que somente a indometacina e a sub-fraccdo IP 1.3.3 ndo evidenciaram actividade pro-
inflamatoria, s6 se calculou o indice de Selectividade (1S) para estas Gltimas. Uma raz&o
COX-2/COX-1 superior a 1 reflecte uma selectividade para a COX-2 enquanto que uma
razdo COX-2/COX-1 inferior a 1 indica uma preferéncia pela COX-1. Segundo Warner
e colaboradores, a indometacina inibe as duas enzimas, contudo apresenta uma ligeira
preferéncia pela COX-1 (Warner et al., 1999). No ensaio realizado verificou-se 0
mesmo fenémeno, ou seja, a indometacina inibiu preferencialmente a enzima COX-1,
tendo apresentado um IS < 1. Por seu turno, a sub-fracgdo IP 1.3.3 resultou num IS >>

1, o que indica que é um inibidor selectivo da COX-2.

Na sequéncia do que foi referido, pode afirmar-se que as sub-frac¢bes de I.
perado parecem ser mais activas quando comparadas com as de U. rupestris.

5 - Efeito das sub-fraccdes na actividade da 15-lipoxigenase

A inibicdo in vitro da 15-LOX pelas sub-frac¢des de I. perado e U. rupestris foi
determinada usando uma lipoxigenase purificada que transforma o acido araquidénico
em hidroperdxidos, os quais sdo detectados através da adicdo de um cromdgeno, como
descrito pelo fabricante (Cayman Chemical Co.). A quercetina, um conhecido inibidor
da 15-LOX, foi utilizada como controlo positivo (Chen et al., 2009). Os resultados

encontram-se apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Percentagens de inibicdo da actividade da lipoxigenase pelas sub-fracgbes e o padréo

quercetina & concentracao de 0,025 mg/mL. Cada coluna corresponde a média de dois ensaios. De acordo

com o teste de Tukey, as médias assinaladas com letras diferentes indicam diferencas significativas a
P<0,05.

Ap0s analisar a Figura 27, verifica-se que as sub-frac¢bes IP 1.3.2 e IP 1.3.3
inibiram significativamente a actividade da enzima 15-LOX, com percentagens de
inibicdo de 66,9 + 3,17% e de 62,6 + 3,58%. De acordo com o Teste de Tukey, apesar
de terem obtido uma inibicdo mais baixa da enzima, estas amostras ndo mostraram
diferencas significativas em relacdo ao padrdo avaliado, a quercetina, que apresentou
uma percentagem de inibicdo de 78,6 + 3,18%. Ou seja, a formacéo de hidroperoxidos a
partir do acido araquiddnico foi inibida a 78,6 % com a quercetina. Embora as sub-
fraccdes IP 1.3.1, IP 2.1.1 e UR 2.1.1 tenham demonstrado diferencas significativas
comparativamente a quercetina (P = 0,023; P = 0,000), apresentaram alguma actividade
de inibicdo sobre a 15-LOX de 55,9 + 1,99%, 35,2 + 1,01% e de 34,8 £ 0,00%,
respectivamente. As restantes sub-fraccdes analisadas ndo demonstraram qualquer
actividade de inibicdo, sendo consideradas pré-inflamatorias ao estimularem a
actividade da enzima (< 1,8%).

Tal como constatado na inibicdo da cicloxigenase, o padréo repete-se no que se

.....

provenientes de I. perado em relacdo as sub-fracgGes de U. rupestris.
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6 - Analise fitoquimica

6.1 - Perfil fitoquimico dos extractos e fraccdes de I. perado e U.

rupestrisem TLC

A andlise fitoquimica possibilita a identificacdo dos principais grupos de
metabolitos secundarios que possam estar relacionados com as actividades bioldgicas. A
utilizacdo de reveladores especificos permite avaliar a presenca destes grupos atraves do
estudo dos perfis fitoquimicos nas placas de TLC.

Foi avaliada a presenca de polifendis, saponinas, flavondides, acidos fendlicos,

esterdides e alcal6ides, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Perfis fitoquimicos dos extractos e fracgdes de I. perado e U. rupestris.

IPA
IPAH

IPAD
IPAC
IPAA
IPE

IPEH
IPED
IPEC
IPEA
URA
URAH
URAD
URAA
URE
UREH
UREA + - + + -
+ — reacg8o positiva; - — auséncia de reaccao

IP - llex perado; UR - Umbilicus rupestris; A - extracto de acetona; AH - fraccdo de hexano do extracto
de acetona; AD - fraccdo de diclorometano do extracto de acetona; AC - fraccdo de cloroformio do
extracto de acetona; AA - fracgdo de acetato de etilo do extracto de acetona; E - extracto de etanol; EH -
fraccdo de hexano do extracto de etanol; ED - fracgdo de diclorometano do extracto de etanol; EC -
fracgdo de cloroférmio do extracto de etanol; EA - fracgdo de acetato de etilo do extracto de etanol.

++ |+ |+ +[+|+|+|+]+
1

|+ [+ H]+]+

+|+

+[+|+]+

Os dados da Tabela 6 permitem comprovar que todas as amostras possuem
polifendis. Somente os extractos e fraccBes de I. perado possuem saponinas. Em relagdo
aos flavonoides, verifica-se que os extractos de I. perado e de U. rupestris possuem esta

classe de compostos. As fraccbes mais polares de I. perado também evidenciam a
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presenca de flavondides (IPAA, IPEC, IPEA). Em U. rupestris, constata-se que quase
todas as fraccbes possuem flavonodides, a excep¢do de UREH e URED. Os &cidos
fendlicos estdo presentes nos extractos destas duas plantas e nas fracgbes IPAD, IPAA,
IPEH, IPED, IPEC, IPEA, URAA e UREA. No entanto, ndo seria de esperar a presenca
de acidos fendlicos nas fraccGes mais apolares o que indica que poderdo tratar-se de
falsos positivos. Os esterdides encontram-se em quase todas as amostras testadas, a
excepcdo de URAD, URAA e UREA. Por seu turno, os alcal6ides foram detectados em
todas as amostras, excepto em IPAC, IPEH, IPED e URAD. Contudo, os alcal6ides ndo
sdo normalmente extraidos com solventes apolares, tratando-se provavelmente de falsos
positivos devidos a fraca selectividade do reagente de Wagner (Brossi, 1988).

A deteccdo da presenca de saponinas, flavonoides e &cidos fenodlicos esta de
acordo com outros estudos fitoquimicos sobre llex paraguariensis que indicam a
ocorréncia destas classes de compostos (Bracesco et al., 2011; Colpo et al., 2007).
Segundo Viornery e colaboradores, sobre o género Umbilicus, s6 foram publicados
quatro estudos sobre o isolamento e caracterizacdo de metabolitos secundarios, de entre
os quais foram isolados trés fenil-propandides e O-glucosilflavonol (Viornery et al.,
2000).

De modo a avaliar a relacéo existente entre a presenca ou auséncia das classes de
compostos testadas com os resultados dos ensaios de screening, calculou-se o
coeficiente de correlacdo de Pearson para todas as amostras. Ndo se verificou uma
relacdo linear entre a presenca/auséncia das classes de compostos testadas e 0s
resultados dos ensaios de screening (r =~ 0), podendo estar relacionado com

aparecimento de falsos positivos nos testes fitoquimicos.

6.2 - Analise fitoquimica das sub-fraccdes de I. perado em HPLC

A analise fitoquimica em HPLC foi realizada com o intuito de averiguar 0s
compostos ou grupos de compostos com maior actividade anti-COX e anti-LOX,
presentes nas sub-frac¢bes de I. perado, IP 1.3.1, IP 1.3.2 e IP 1.3.3. Os espectros UV
gerados pelo DAD auxiliaram a pesquisa destes compostos. Nas Figura 28, 29 e 30 sédo
apresentados os cromatogramas e 0s espectros UV dos compostos analisados das sub-

fraccBes IP 1.3.1, IP 1.3.2 e IP 1.3.3, respectivamente. Por conveniéncia, 0s compostos
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foram designados de A, B, C, D, E, F e G. Os espectros UV de cafeina, teofilina, acido

salicilico, &cido acetilsalicilico, &cido galico e quercetina encontram-se na Figura 31.
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Figura 28 - Perfis de HPLC e UV da sub-frac¢do IP 1.3.1.
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Figura 29 - Perfis de HPLC e UV da sub-frac¢do IP 1.3.2.
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Figura 30 - Perfis de HPLC e UV da sub-frac¢do IP 1.3.3.
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Figura 31 - Perfis UV de cafeina (a), teofilina (b), &cido salicilico (c), &cido acetilsalicilico (d) acido

gélico (e) e quercetina (f).

Ao analisar as Figuras 28, 29 e 30, constata-se que a sub-fraccdo mais polar IP
1.3.3 € a que possui compostos mais polares com tempos de retencdo (Rt) mais baixos,
como seria de esperar. As sub-fracgbes IP 1.3.1 e IP 1.3.2 partilham alguns compostos
na sua constituicdo, nomeadamente os compostos B, C e D. A sub-fraccdo 1.3.3
apresenta dois compostos distintos (F e G) que ndo estdo presentes nas outras sub-
fraccdes.

Em principio, é possivel afirmar que nenhum dos compostos € um flavonoide
uma vez que este grupo de compostos apresenta tipicamente dois picos de absorcao
méaxima entre 240-285 nm e 300-550 e tal ndo se verifica nos compostos das sub-

fraccBes analisadas (Campos, 2005). O composto B pode ser um &cido fenolico pois
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apresenta um espectro UV semelhante a alguns acidos fenolicos como o acido cafeico,
acido p-cumaérico, &cido clorogénico, acido ferulico, entre outros (Plazonic¢ et al., 2009).
Por seu turno, o composto D tem um espectro UV semelhante ao do &cido salicilico e
acido acetilsalicilico (Figura 31). De acordo com a literatura, I. paraguariensis possui
xantinas como a cafeina, teobromina e a teofilina. Suspeita-se que os compostos F e G
sejam xantinas, uma vez que apresentam espectros UV semelhantes aos desta familia de
compostos, como verificado na cafeina e teofilina na Figura 31. Contudo, ndo se
conseguiu identificar com esta técnica a que classe pertencem os compostos A, C e E
das sub-fraccdes IP 1.3.1 e IP 1.3.2 pois estes apresentam picos de absorcdo maxima
proxima de 200 nm e uma grande maioria de compostos absorve em torno deste

comprimento de onda.
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O trabalho realizado teve como objectivo investigar a presenca de componentes
anti-inflamatorios nas folhas de Ilex perado e Umbilicus rupestris.

Os AINEs tradicionais como a aspirina, ibuprofeno e o diclofenac representam
um grupo de anti-inflamatdrios eficazes que também s&@o responsaveis por efeitos
secundarios quando utilizados por periodos prolongados. O seu modo de accao baseia-
se na inibicdo nédo selectiva da COX (Charlier & Michaux, 2003). Por seu turno, os
AINEs inibidores selectivos da COX-2 sdo eficazes, contudo, provocam complicagdes
do foro renal e cardiovascular (Charlier & Michaux, 2003; Rao & Knaus, 2008;
Gambaro, 2002). O estudo efectuado teve como premissa que 0 composto ou grupo de
compostos anti-inflamatérios ideais seriam os que inibem simultaneamente as enzimas
COX-2 e a 15-LOX. A inibicdo da producdo de prostaglandinas pela via da COX
permite uma diminuicdo da resposta inflamatéria em doengas cronicas como cancro,
asma, artrite reumatoide e nas doencas auto-imunes (Harizi et al., 2008; Masresha et al.,
2012). J4 a inibicdo da producédo de hidroperdxidos pela via da 15-LOX promove uma
reducdo da acumulacdo celular de lipidos e das citocinas pré-inflamatérias na
aterosclerose (Magnusson et al., 2012; Walther et al., 1999). Portanto, a inibicdo da
biossintese destes mediadores inflamatdrios pelo blogueio das enzimas COX e LOX
poderd representar uma importante alternativa no tratamento de muitos estados
patoldgicos que tém por base uma resposta inflamatdria.

llex perado, uma das plantas seleccionada para a investigacdo da actividade anti-
inflamatdria, é relacionada filogeneticamente com |. paraguariensis, reconhecida pelos
seus efeitos anti-inflamatdrios. A outra planta selecionada, Umbilicus rupestris, é usada
na medicina tradicional como anti-inflamatoria tépica (Corsépius, 1997; Pontes &
Braga, 2006).

Deste modo, avaliou-se a actividade anti-inflamatoria dos extractos brutos e as
fraccbes das folhas destas plantas em trés ensaios de screening de actividade anti-
inflamatoria baseados em mecanismos bioquimicos distintos. Escolheram-se as frac¢es
mais activas nestes ensaios tendo sido, subsequentemente, fraccionadas até se obterem
as sub-fraccdes. Verificou-se que a sub-fraccdo IP 1.3.2 proveniente da fraccdo de
cloroférmio de I. perado demonstrou actividade inibidora significativa da COX-1 e da
15-LOX, sendo igualmente potente em relacdo a indometacina no ensaio da COX e em
comparagdo com a quercetina no ensaio da LOX, sob as mesmas condigOes
experimentais (P < 0,05). Ja a sub-fraccdo IP 1.3.3 proveniente da fraccdo de

cloroférmio de I. perado demonstrou actividade inibidora significativa da COX-2 e da
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15-LOX semelhante a dos padrdes usados nos dois ensaios, a P < 0,05. Verifica-se,
entdo, que a sub-frac¢do IP 1.3.3 podera ser uma boa alternativa em relagdo aos AINEs
tradicionais pois inibe selectivamente as enzimas COX-2 e a 15-LOX. A inibicéo
preferencial da COX-2 sobre a COX-1 aliada a inibicdo da 15-LOX ¢é de interesse actual
no desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios (Charlier & Michaux 2003;
Reddy et al., 2008). No entanto, serd4 necessario comprovar esta actividade in vivo,
calcular a concentragdo necessaria para inibir 50% da actividade das enzimas COX e
LOX (ICsp) e avaliar a actividade de inibicdo da 5-LOX, responsavel pela producéo de
importantes mediadores da resposta inflamatoria, os leucotrienos.

Em outras plantas do género de I. perado, foi constatado que um dos
mecanismos inflamatérios sob o qual 0s compostos ou grupos de compostos actuam é
na inibicdo da expressdo da COX-2 e a producdo de prostaglandina E,, uma das
prostaglandinas mais abundantemente produzidas no organismo e que esta envolvida
nos processos classicos da inflamacdo (Bracesco et al., 2011; Puangpraphant & Mejia,
2009; Ricciotti & FitzGerald, 2011; Wang et al., 2008). A sub-fracc¢do IP 1.3.3 mostrou
selectividade em relacdo a COX-2 sobre a COX-1. No entanto, € necessario determinar
o efeito que esta sub-fraccéo tem na inibi¢do da expressdo destas enzimas.

A presenca de saponinas parece ser a principal razdo da accao anti-inflamatéria
evidenciada em plantas do género llex. Foi observado em estudos que a frac¢do pura de
saponinas de llex pubescens e as fraccdes com matesaponinas (saponinas de llex
paraguariensis) inibiram a expressdo da enzima COX-2 em ratos com edema
(Puangpraphant et al., 2011; Wang et al., 2008). Uma das formas de se extrairem as
matesaponinas € através da extraccdo do material vegetal com cloroférmio
(Puangpraphant & Mejia, 2009). Contudo, através da andlise fitoquimica realizada em
HPLC ndo se detectou a presenca de saponinas nas sub-frac¢bes de cloroférmio de I.
perado.

De acordo com Agnihotri e colaboradores (2010), ja foi elucidado que os
flavonoides sdo os principais agentes anti-inflamatérios isolados de plantas, sendo que
estes podem inibir as vias da COX e da LOX na cascata do acido araquiddnico,
dependendo da sua estrutura quimica (Agnihotri et al., 2010). A analise fitoquimica em
HPLC né&o evidenciou a presenca de flavonoides nas sub-fracgdes de cloroformio de 1.
perado.

De acordo com a anélise efectuada em HPLC, a sub-fracgdo IP 1.3.3 contém na

sua constituicdo xantinas sendo que estas poderdo ser teobromina, cafeina ou os seus
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derivados. Ja foi demonstrado que a cafeina inibe significativamente a COX-2, com
uma actividade mais elevada do que o &cido acetilsalicilico (Chu et al., 2012). No
entanto, o seu modo de ac¢do sobre a 15-LOX ainda ndo é conhecido. Em relacdo a
teobromina, ndo se tem conhecimento de como actua sobre as COX e a 15-LOX. As
sub-fraccbes IP 1.3.1 e IP 1.3.2 tém uma constituicdo similar o que pode explicar uma
inibicdo da COX-1 e da 15-LOX semelhantes. No entanto, com a espectroscopia UV,
n&o se conseguiu determinar quais 0S compostos que estdo na sua constituicdo e que sdo
responsaveis pelas actividades demonstradas.

A actividade reduzida demonstrada pelas amostras de U. rupestris pode néo ser
representativa uma vez que so se testou as sub-frac¢cdes mais apolares desta planta. Seria
necessario avaliar, pelo menos, mais um grupo de sub-frac¢des resultantes de uma
fraccdo mais polar, como o efetuado para I. perado. Contudo, por questdes de falta de

recursos, tal ndo foi possivel.
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CONCLUSAO

Apos a realizagdo do trabalho de investigagdo que culminou com a escrita desta
dissertagdo, que tinha como objectivo principal a determinacdo da actividade anti-
inflamatdria de duas plantas da Flora dos Acores, llex perado e Umbilicus rupestris,
pode concluir-se que |. perado revelou-se bastante promissora ao demonstrar
actividades pronunciadas anti-COX e anti-LOX nas suas sub-frac¢des. Particularmente,
a sub-fracgdo mais polar IP 1.3.3 demonstrou actividade de inibig&o selectiva da COX-2,
enzima envolvida em quase todos os processos inflamatorios, e da 15-LOX, enzima que
possui um papel importante no aparecimento da aterosclerose. Os compostos
responsaveis por esta actividade parecem ser de natureza polar, nomeadamente xantinas
como evidenciado na andlise fitoquimica em HPLC. A caracterizacdo destes compostos
e 0 seu isolamente assume extrema relevancia. Portanto, a ser verificada esta actividade
in vivo, estes compostos apresentam-se como potenciais alternativas aos AINES
comercializados se forem mais eficazes e provocarem menos efeitos secundarios.

As sub-fracgdes de U. rupestris mostraram-se pouco activas na inibicdo das
COX e da 15-LOX. Seria necessario testar sub-fraccbes mais polares. Contudo, a
cascata inflamatdria € muito complexa e, como tal, uma planta anti-inflamatéria que nédo
exibe actividade num determinado mecanismo pode ter efeito em outros alvos da

cascata inflamatoria.
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PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Apesar de se terem atingido quase todos 0s objectivos propostos no ambito desta
tese, ficaram ainda algumas conclusdes por tirar e ligar algumas “pontas soltas” em
relacdo aos resultados obtidos. Primeiramente, ndo foi possivel identificar os compostos
nas sub-fraccbes de 1. perado responsaveis pela actividade anti-inflamatoria
demonstrada no estudo. Seria necesséario prosseguir a purificacdo, até a obtencdo de
compostos puros, e empregar outras técnicas de identificacdo de compostos como, por
exemplo, espectroscopia de infra-vermelhos ou ressonancia magnética nuclear, e aliar
estes dados aos obtidos por espectroscopia UV.

Uma vez que a sub-fraccdo mais activa é constituida por uma mistura de
compostos, torna-se mais dificil avaliar a dosagem correcta a aplicar e os efeitos
secundarios dai resultantes, pelo que seria fundamental isolar os compostos pretendidos
e testa-los quanto as suas actividades de inibi¢do das enzimas COX-1, COX-2 e 15-
LOX, determinando-se o ICso. Além disso, era interessante estudar a actividade de
inibicdo da 5-LOX, calculando-se também o ICs.

Um estudo relevante seria a avaliacdo destas actividades in vivo, através da
analise do tamanho de placas aterosclerdticas em ratos com aterosclerose, inducdo de
edema em ratos, avaliando-se a quantidade de prostaglandinas e leucotrienos produzidos
ou ainda a inibicdo da expressdo da COX-1 e COX-2 em células de macréfagos RAW
264,7 através de Western Blot.

Uma vez que U. rupestris é utilizada na medicina popular nos Acores como anti-
inflamatoria, assume relevancia a investigacdo da actividade das sub-fracgbes mais
polares na inibicdo das enzimas COX, 15-LOX, 5-LOX e em outros mecanismos
envolvidos na resposta inflamatoria através da quantificacdo de 6xido nitrico, de

citocinas em ensaios com células de macréfagos J774.A1.
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ANEXOS

ANEXO | - REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA

Ferrocianeto de potéassio 1% (m/v) (Wagner et al., 2001)

A solucdo foi preparada pela dissolucéo de 0,10 g de ferrocianeto de potéssio em 10 mL
de agua destilada e foi armazenada a -4°C.

Cloreto de Ferro 111 2% (m/v) (Wagner et al., 2001)

O reagente foi preparado pela adicdo de 0,20 g de cloreto de ferro a 10 mL de agua

destilada e guardou-se a -4°C.

Reagente de Liebermann-Burchard (Wagner et al., 2001)

O reagente foi preparado pela adicao cuidadosa de 5 mL de anidrido acético e 5 mL de
acido sulfurico a 50 mL de etanol, enquanto se arrefece em gelo. O reagente foi
preparado na altura do ensaio, devido a sua instabilidade.

Reagente de Wagner (Brossi, 1988)

O reagente foi preparado pela dissolucdo de 1 g de iodo e 10 g de iodeto de potassio em

50 mL de agua destilada e pela adicdo de 2 mL de éacido acético glacial. O volume foi

completo até 100 mL com &gua destilada.
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ANEXO II - INIBICAO DA DESNATURACAO DA ALBUMINA

Um dos métodos realizados para avaliar a actividade anti-inflamatdria baseia-se
na desnaturacdo proteica provocada pela temperatura elevada. O protocolo apresentado
a seguir estd de acordo com o método descrito por Puglia et al. (2006) e Saso et al.

(1999), com algumas modificacdes.

1 - Dissolver a amostra/padréo (acido acetilsalicilico ou outro) numa quantidade minima
de dimetil formamida (DMF) e diluir em 0,066 M tampdo fosfato pH 5,3 a 25°C, de
modo ficarem a concentracao de 0,5 mg/mL. A concentracdo final de DMF em todas as

solucdes deve ser inferior a 2,5%);

2 - Misturar a amostra/padrdo com 0,08% BSA no mesmo tampé&o na proporcao de 1:1.

No caso do controlo adicionar sé tampao e BSA;

3- Ler a absorvancia a 595 nm no tempo 0 e deixar as amostras a incubar durante 15

minutos a 27° + 1°C;

4 - Incubar as amostras a temperatura de 70° + 1°C durante 5 minutos e ler novamente a

absorvancia a 595 nm;
5 - Realizar o procedimento em duplicado/triplicado para todas as amostras. A

percentagem de inibicdo de desnaturacdo da albumina é calculada como se segue:

% inibicdo desnaturacdo de BSA = | 1 — (Ax,70°c — Ao220c) x 100
(Ao, 700c — Ao ,22°¢)

Em que Ax7ooc € a absorvancia a 595 nm da solucdo de BSA aquecida na presenca de
amostra/padrao (X); Ag2z2c € Ao 7oc COrrespondem as absorvancias do controlo negativo

(solucdo com BSA) antes e ap6s aquecimento, respectivamente.
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ANEXO Il - TESTE DE ESTABILIDADE DA MEMBRANA

A membrana dos eritrécitos € analoga @ membrana lisossomal e a sua
estabilizacdo indica que a amostra pode também estabilizar as membranas lisossomais,
prevenindo a libertacdo de constituintes lisossomais de neutrofilos activados, como
enzimas bactericidas e proteases (Leelaprakash & Dass, 2011; Sakat et al., 2010).

O ensaio de determinacdo da estabilidade da membrana é realizado de acordo
com o previamente descrito (Govindappa et al., 2011; Shinde et al., 1999), com
pequenas modificaces.

Preparacdo da suspensao de eritrdcitos

1 - Recolher o sangue total de suino heparinizado;

2 - Transferir o sangue para tubos de centrifuga e centrifugar a 1000 g durante 10

minutos. Descartar o sobrenadante de modo a ficar s6 com a porcao de eritrocitos;

3 - Lavar a porcdo de eritrécitos trés vezes com solucédo salina normal (0,9 % m/v);

4 - Diluir a porcao de eritrocitos com solucdo salina normal de modo a ficar a 10% (v/v).

Avaliacdo da hemolise induzida por calor

1 - Dissolver a amostra/padrao (&cido acetilsalicilico ou outro) em soluc¢éo salina normal

de modo a ficarem a concentracéo de 0,2; 0,10 e 0,05 mg/mL,;

2 - A mistura de reacgédo (3 mL) consiste de 2 mL da amostra/padrdo (0,05; 0,10 e 0,2

mg/mL) e 1 mL da suspensao de eritrécitos a 10%;

3 - No tubo controlo, adicionar solucao salina em vez da amostra/padréo;

4 - Incubar os tubos de centrifuga com a reac¢do num banho a 56°C durante 30 minutos.

Apos a incubacdo, arrefecer os tubos com agua tépida.
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5 - Centrifugar a mistura de reaccdo a 800 g durante 5 minutos e ler a absorvancia do

sobrenadante a 560 nm.

6 - Realizar o procedimento em duplicado/triplicado para todas as amostras. A
percentagem de estabilizacdo da membrana ou inibicdo da hemolise € calculada de

acordo com a equagéo:

% estabilizacdo da membrana = (100 — (Absa/Absc)) x 100

Onde Absa corresponde a absorvancia da amostra a 560 nm e Absc representa a
absorvéancia do controlo a 560 nm.
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ANEXO IV - INIBICAO DA ACCAO DA PROTEASE TRIPSINA

O teste é realizado de acordo com o método modificado de Sakat et al. (2010) e
Govindappa et al. (2011), com algumas modificacfes. Este ensaio monitoriza o grau de

hidrolise da caseina pela enzima tripsina.

1 - Misturar 1 mL de tamp&o 20 mM Tris HCI (pH 7,4) e 1 mL da amostra/padrdao
(&cido acetilsalicilico ou outro), dissolvidos numa quantidade minima de DMF (< 2,5%)
e diluido com tampdo, a testar a diferentes concentracdes (0,06 — 1 mg/mL); o tubo

controlo é preparado pela adi¢do de 2 mL de tampéo;

2 - Preparar solugéo de tripsina a 2 mg/mL em tamp&o 20 mM Tris HCI (pH 7,4);

3 - Adicionar 60 pL de tripsina a mistura de reaccdo (concentracdo final de enzima é
0,06 mg/mL) e incubar a 37°C durante 5 minutos;

4 - Adicionar 1 mL de 0,8% de caseina (m/v) e incubar novamente a mistura durante 20

minutos a mesma temperatura.

5 - Ao fim dos 20 minutos, adicionar 1 mL de &cido perclérico 70% de modo a parar a

reaccao.

6 - Centrifugar a suspensdo turva durante 10 minutos a 13000 g e ler a absorvancia do

sobrenadante a 280 nm contra o tampao que serve como branco.

7 - Realizar o procedimento em duplicado/triplicado para todas as amostras. A
actividade de inibigdo da tripsina é avaliada através da determinagdo do 1Csy (mg/mL)
de todas as amostras obtido pela interpolacéo da regresséo linear Concentracdo VS Abs

a 280 nm. A percentagem de inibigcdo da protease é calculada como se segue:

% Inibicdo da protease = (Absc — Absa /Absc)) x 100

Em que Absa representa a absorvancia da amostra (amostra + enzima + caseina) a 280

nm e Absc corresponde a absorvancia do controlo (enzima + caseina) a 280 nm.
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ANEXO V - INIBICAO DAS ENZIMAS CICLOXIGENASE 1 E 2

A inibic&o das cicloxigenases, COX-1 e COX-2, é determinada com o kit COX
Inhibitor Screening Assay da Cayman Chemical Co., n°® 560131, de acordo com o

protocolo do fabricante.

Material fornecido com o kit

e Anti-soro de prostaglandinas

e Tracer de prostaglandinas

e Padréo de prostaglandinas

e Tampao EIA concentrado (10X)

e Tampao de lavagem concentrado (400X)

e Polissorbato 20

e Microplaca de 96 pogos revestida com anticorpos monoclonais de rato
e Cobertura de microplaca

e Reagente de Ellman

e Tampao de reaccdo (10X)

e COX-1
e COX-2
e Heme

e Acido araquidénico
e Hidrdxido de potéssio
e Acido cloridrico

e Cloreto de estanho (1)
Material necessario nao fornecido
e Agua ultra-pura (ex: dgua Mili-Q)
e Leitor de microplacas que permita a leitura 405-420 nm

e Dispensador automatico

I — Reaccéo da cicloxigenase

Universidade dos Acores — P6lo de Ponta Delgada Xxi



Avaliacao da Actividade Anti-inflamatoria de Plantas dos Agores
Anexos

Preparacéo dos reagentes

1 — Tampéo de reaccao (10X)

Diluir 5 mL de tampé&o de reac¢do concentrado (10X) com 45 mL de agua ultra-pura.
Este tampéo de reaccdo preparado (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, contendo 5 mM de EDTA e
2 mM de fenol) é usado nas reaccbes COX e na diluicdo do heme. Quando armazenado
a temperatura ambiente, este tampdo diluido é estdvel por pelo menos um més.

Equilibrar o tampéo diluido a 37°C antes de usar nas reac¢des COX.

2 — Enzimas COX-1e COX-2
As enzimas COX devem ser guardadas em frascos mais pequenos a -80°C, de modo a

evitar o congelamento e descongelamento frequentes.

3 - Heme
A solucéo de heme estd dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO). Diluir 100 pL de
heme com 400 pL de tampéo de reaccdo 1X antes de usar. O heme diluido é estavel

durante 12 horas a temperatura ambiente.

4 — Acido araquidénico

O acido araquiddnico esta dissolvido em etanol. Transferir 50 pL do substrato fornecido
para outro frasco e adicionar de hidréxido de potassio 0,1 M, agitar, e diluir com 400 pL
de 4gua ultra-pura para obter uma concentracdo final de 10 mM. Usar a solucdo de

acido araquidonico preparada em uma hora.

5 — Hidréxido de potéssio

A solucdo de hidroxido de potassio esta a concentracdo de 0,1 M e pronta a usar.

6 — Acido cloridrico

Este frasco contém 1 M de &cido cloridrico (HCI). Diluir 500 pL com 4,5 mL de agua
ultra-pura de modo a ficar a concentracdo de 0,1 M. Este HCI diluido est pronto a usar
para preparar a solucéo de cloreto de estanho saturado. As duas solu¢bes de HCI (1 M e

0,1 M) sdo estaveis durante um més a temperatura ambiente.

7 — Cloreto de estanho (11)
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Este frasco contém cloreto de estanho. Adicionar 5 mL de 0,1 M de HCI e agitar a
solucdo de modo a ficar saturada (esta solucdo saturada ficara turva). Esta solucéo é
estavel durante 8 horas a temperatura ambiente. Se ndo usar todo o contetdo de cloreto
de estanho, pesar 125 mg de cloreto de estanho para outro frasco e adicionar 2,5 mL de
0,1 M de HCI.

Procedimento da reaccéo da cicloxigenase

Usar o tampao de reaccdo 1X nas reac¢des e equilibrar a 37°C antes de usar.

1 - Tubos 100% actividade inicial da COX — Adicionar 950 pL de tampdo de reaccao,
10 pL de heme, 10 pL de COX (1 ou 2) e 20 pL de tampdo/solvente a dois tubos de

ensaio. Agitar a mistura de reaccao.

2 - Tubos Inibidor COX — Adicionar 950 pL de tampé&o de reacgdo 10 pL de heme, 10
UL de COX (1 ou 2) e 20 pL do inibidor dissolvido em tamp&o/solvente® a seis tubos de

ensaio. Agitar a mistura de reaccao.

3 — Incubar os tubos durante 10 minutos a 37°C. Nota: A incubagdo das enzimas com 0
inibidor pode ser entre 10 a 20 minutos sem que afecte a estabilidade da enzima mas o

tempo de incubacdo deve ser exactamente igual para todas as amostras.

4 — Iniciar a reaccdo pela adicdo de 10 pL de acido araquiddnico a todos os tubos.

Agitar e incubar mais 2 minutos a 37°C.

5 — Adicionar 50 puL de 1 M HCI a cada tudo de modo a parar a catalise enzimatica.
Remover os tubos do banho, adicionar 100 pL da solucéo saturada de cloreto de estanho
a cada tubo e agitar. Incubar mais 5 minutos a temperatura ambiente. A mistura de

reacgdo devera ficar turva.

6 — As prostaglandinas serdo quantificadas pelo EIA. Proceder ao procedimento do EIA.

As reacgdes sao estaveis durante uma semana a 0-4°C se bem seladas.

! O inibidor pode ser dissolvido em metanol, DMSO, etanol ou em tamp&o de reac¢éo 1X. O volume a
adicionar do inibidor ndo deve ser superior a 20 pL.
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Il — Reacgdo do EIA

Preparacéo dos reagentes

A &gua utilizada para preparar todos os reagentes do EIA deve ser ultra-pura. Guardar
os tampdes diluidos a 4°C; sdo estaveis durante dois meses.

1 - Tampao EIA
Diluir o conteudo de um frasco com o tampédo concentrado EIA (10X) em 90 mL de
agua ultra-pura. Passar primeiro o frasco por agua ultra-pura de modo a remover sais

que possam ter precipitado.

2 — Tampao de lavagem

Diluir o contetdo de um frasco com o tampao de lavagem concentrado (400X) a um
volume total de dois litros com agua ultra-pura e adicionar 1 mL de polissorbato 20.
Pode ser preparado um volume mais pequeno pela diluicdo de tampdo de lavagem
concentrado 1:400 e adicionar polissorbato 20 (0,5 mL/L de tampdo de lavagem). O

tampao diluido é estavel durante 2 meses a 4°C.

3 — Padrao de prostaglandinas

Dissolver o padrdo de prostaglandinas liofilizado em 1 mL de tampdo EIA. A
concentracdo desta solucdo padrdo sera de 10 ng/mL. Armazenar a 4°C; estavel por
aproximadamente seis semanas.

Obter 8 tubos e numera-los de #1 até #8 (Figura I). Adicionar 800 pL de tampdo EIA
ao tubo #1 e 500 pL aos tubos #2-#8. Transferir 200 UL do padréo de prostaglandinas
(10 ng/mL) ao tubo 1 e homogeneizar. Fazer a dilui¢do seriada removendo 500 pL do
tubo #1 para o tubo #2 e homogeneizar. Seguidamente, remover 500 pL do tubo #2 para
0 tubo #3 e homogeneizar. Repetir este processo para os tubos #4-#8. Estes solugdes de
padrdo diluidas ndo devem ser armazenadas por mais de 24 horas. Sdo estas amostras

que permitem a construcdo da curva padrdo de prostaglandinas.
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Figura I - Preparacdo dos padrdes de prostaglandinas (adaptado de Cayman Chemical Co., n° 560131).

4 — Tracer de prostaglandinas
Diluir o contetdo do frasco de tracer de prostaglandinas com 6 mL de tampédo EIA.

Guardar a solucdo preparada a 4°C; estavel durante duas semanas.

5 — Anti-soro de prostaglandinas
Diluir o conteudo do frasco de anti-soro com 6 mL de tampdo EIA. Guardar a solucao

preparada a 4°C; estavel durante quatro semanas.

Reaccdes de diluigdo das COXs

1 - Amostras 100% actividade inicial da COX — Obter 2 tubos por amostra e numera-
los 1AL e 1A2. Adicionar 990 pL de tampéo EIA ao tubo 1AL, adicionar 10 pL do tubo
com 100% actividade inicial de COX-1 ou COX-2 e homogeneizar. Adicionar 950 pL
de tampdo EIA ao tubo 1A2, transferir 50 pL do tubo IAl para o tubo 1A2 e

homogeneizar. Usar o tubo 1A2 na reac¢do na microplaca.

2 — Amostras Inibidor COX — Obter 2 tubos por amostra e numeréa-los C1 e C2.
Adicionar 990 pL de tampéo EIA ao tubo C1, adicionar 10 pL do tubo com inibidor da
COX-1 ou COX-2 e homogeneizar. Adicionar 950 pL de tampédo EIA ao tubo C2,
transferir 50 pL do tubo C1 para o tubo C2 e homogeneizar. Usar o tubo C2 na reaccéo

na microplaca.

111 — Reaccao na microplaca (Figura I1)
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1 — Tampéo EIA — Adicionar 100 pL do tampédo EIA aos pogos de ligagdo néo-
especifica (NSB). Adicionar 50 pL de tamp&o EIA aos pogos de ligacdo maxima (Bo).

2 — Padréo de prostaglandinas — Adicionar 50 pL do tubo #8 aos dois pogos (S8).
Adicionar 50 pL do tubo #7 aos dois pogos seguintes. Continuar este processo para

todos os tubos.

3 - Amostras 100% actividade inicial da COX — Adicionar 50 pL de amostra por
pogo (tubo 1A2).

4 - Amostras Inibidor COX — Adicionar 50 pL de amostra por poco (tubo C2).

5 - Tracer de prostaglandinas — Adicionar 50 pL do tracer de prostaglandinas a todos
0S pogos, excepto o de actividade total (TA) e os pogos do branco (BIK).

6 - Anti-soro de prostaglandinas — Adicionar 50 pL de anti-soro de prostaglandinas a
todos os pogos, excepto o de actividade total (TA), o de ligacdo ndo-especifica (NSB), e

0s pogos do branco (BIK).

7 - Cobrir a microplaca e incubar durante 18 horas a temperatura ambiente em constante

agitacao.

8 - Ao fim da incubacédo, diluir o contetdo de um frasco com reagente de Ellman com

20 mL de &gua ultra-pura. Usar o reagente no mesmo dia em que € preparado.

9 - Aspirar o contetido de todos 0s pogos e lavar cinco vezes com o tampdo de lavagem.

10 - Adicionar 200 pL do reagente de Ellman a todos 0s pogos.

11 - Adicionar 5 pL do tracer aos pocos de actividade total (TA).
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12 - Cobrir a microplaca e incubar ao escuro durante 60-90 minutos, tempo 6ptimo de
desenvolvimento da reaccdo. Este ensaio desenvolve-se quando 0s pogos By tém uma

absorvancia > 0,30 (subtraindo o branco).

13 - Apo6s incubacgdo, limpar a microplaca por baixo de modo a remover alguma

sujidade.

14 - Ler a absorvancia no comprimento de onda 405 — 420 nm. A absorvancia deve ser
lida periodicamente até aos pogos By obterem um minimo de 0,30 de absorvancia
(subtraindo o branco). A microplaca deve ser lida quando a absorvancia dos pogos se
encontra no intervalo 0,30 — 0,80 (subtraindo o branco). Quando a absorvancia for
superior a 1,50, lavar a microplaca, adicionar novo reagente de Ellman e deixar

desenvolver a reaccdo novamente.
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Figura Il - Esquema proposto da preparacdo da microplaca do ensaio da cicloxigenase. BIk — branco;

NSB - ligagdo ndo especifica; By, — ligacdo maxima; TA — actividade total; S1-S8 — padrdo de
prostaglandinas 1-8; 1A2 — 100% actividade inicial; H — inibidor COX (C2) (adaptado de Cayman
Chemical Co., n°® 560131).

Calculos

A concentracdo final de prostaglandinas das amostras é calculada com o auxilio
da folha de -calculo “EIADoublexls” ou “ElATriple.xls” disponivel em

<www.caymanchem.com>.
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A inibicdo das enzimas COX-1/COX-2 é avaliada pelo célculo da percentagem

de inibicdo da producéo de prostaglandinas segundo a formula:

% inibigio COX-1/COX-2 =|[PGs] A-[PGs] B | x 100
[PGs] A

Em que [PGs] A corresponde a concentracdo de prostaglandinas nos tubos de 100% de
actividade inicial da enzima COX e [PGs] B corresponde a concentracdo de

prostaglandinas nos tubos da amostra.
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ANEXO VI - ENSAIO DE INIBICAO DA ENZIMA LIPOXIGENASE

A inibicdo da lipoxigenase foi avaliada com o kit Lipoxygenase Inhibitor
Screening Assay da Cayman Chemical Co., n° 760700, de acordo com o protocolo do

fabricante.

Material fornecido com o kit

e Tampao de reaccdo (10X)
e Agente de revelacaol

e Agente de revelacao 2

e Padrdo 15-LOX

e Acido araquidénico

e Acido linoleico

e Hidrdxido de potéssio

e Microplaca de 96 pocos

e Cobertura de microplaca

Material necessario nao fornecido

e Agua pura (ex: agua bi-destilada e filtrada)
e Leitor de microplacas que permita a leitura 490-500 nm

e Dispensador automatico

Preparacao dos reagentes

1 — Tampéo de reaccéo (10X)
Diluir 3 mL do tampdo de reaccdo concentrado (10X) com 27 mL de agua pura. O
tampé&o de reaccdo diluido (0,1 M Tris-HCI, pH 7,4) quando guardado a 4°C é estavel

por, pelo menos, dois meses.

2 — Agente de revelagédo 1 e 2

Os reagentes estdo prontos a usar.
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3 - Cromdgeno
Preparar o cromdgeno pela adicao de partes iguais do agente de desenvolvimento 1 e 2 e
agitar. O volume de cromogeno a preparar deve ser dependente do nimero de pogos a

utilizar em cada ensaio. Usar o cromdgeno em uma hora.

4 — Padréo 15-LOX
Uma solugdo de 15-LOX (soja) é fornecida como controlo positivo. Transferir 10 pL da
enzima para outro frasco e diluir com 990 pL de tampéo diluido antes de usar, guardar

no gelo, e usar dentro de uma hora.

5 — Acido araquidénico

Este frasco contém uma solucdo de acido araquidonico em etanol e deve ser guardada a
-20°C quando n&do utilizada. Transferir 25 pL deste substrato para outro frasco,
adicionar 25 pL de hidroxido de potassio, agitar, e diluir com 950 pL de agua pura de
modo a ficar a concentracao final de 1 mM. Usar o &cido araquidonico preparado em 30

minutos.

6 — Acido linoleico

Este frasco contém uma solugdo de acido linoleico em etanol e deve ser guardada a -
20°C gquando ndo utilizada. Transferir 25 pL deste substrato para outro frasco, adicionar
25 pL de hidroxido de potéssio, agitar, e diluir com 950 pL de agua pura de modo a
ficar a concentracdo final de 1 mM. Usar o &cido linoleico preparado em 30 minutos.
Nota: Pode-se usar o acido araquidénico ou acido linoleico no ensaio. N&o é necessario

utilizar os dois.

7 — Hidréxido de potéssio
Este frasco contém 0,1 M de hidrdxido de potassio. O reagente esta pronto a usar.

Procedimento da reaccéo da lipoxigenase (Figura I11)

1 —-Branco — adicionar 100 pL do tampdo de reac¢éo (1X) a, pelo menos, dois pogos.
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2 — Controlo positivo (padrdo 15-LOX) — adicionar 90 pL de 15-LOX e 10 pL de

tampéo de reaccgéo (1X) a, pelo menos, dois poc¢os.

3 — 100% de actividade inicial — adicionar 90 pL de 15-LOX e 10 pL de solvente (o

mesmao solvente usado para dissolver o inibidor) a dois pocos.
4 — Inibidor - adicionar 90 pL de 15-LOX e 10 pL do inibidor? a dois pocos.

5 — Iniciar a reacgéo pela adigdo de 10 pL de substrato (&cido araquidonico ou acido

linoleico) a todos o0s pogos.
6 — Colocar a microplaca a agitar por, pelo menos, 5 minutos.

7 — Adicionar cromdgeno a todos os pocos de modo a parar a catalise enzimatica e

desenvolver a reac¢do. Cobrir a microplaca e deixa-la a agitar durante 5 minutos.

8 — Retirar a cobertura e ler a absorvancia a 490-500 nm.
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Figura 111 - Esquema proposto da preparacdo da microplaca do ensaio da lipoxigenase. B — branco; + -

controlo positivo; * - 100% actividade inicial; 1-45 — inibidor (adaptado de Cayman Chemical Co., n°
760700).

2 O inibidor pode ser dissolvido em metanol, DMSO, etanol ou em tampao de reaccdo 1X. O volume a
adicionar do inibidor deve ser de 10 pL.
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Calculos

A percentagem de inibigdo da enzima 15-LOX é calculada com o auxilio da
folna de calculo “LISDoublexls” ou  “LISTriple.xls” disponivel em
<www.caymanchem.com>.

A determinacéo do efeito inibidor é avaliado de acordo com a formula:

% inibi¢do 15-LOX = _A—-B | x 100
A

Em que A ¢ a absorvancia a 490-500 nm de 100% de actividade inicial da enzima LOX

e B corresponde a absorvancia a 490-500 nm da amostra.
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