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Resumo

O presente relatério de estagio é constituido por duas partes, sendo a Parte | referente
a investigacao experimental, e a Parte Il relativa ao estagio desenvolvido ao nivel da farmacia
comunitaria.

O principal objetivo da Parte | é avaliar a atividade anti-inflamatéria de extratos
metanolicos de diferentes partes da planta Pterospartum tridentatum, nomeadamente dos
caules, folhas e flores. Os extratos brutos foram obtidos por extracao com soxhlet e avaliados
quanto a atividade anti-inflamatoria. Esta atividade foi avaliada através do método que
verifica a eventual acao inibitéria dos extratos sobre a enzima 5-lipoxigenase e consequente
inibicao da formacao de 5-HETE (acido 5-hidroxieicosatetraenoico), sendo esta reacao seguida
espectrofotometricamente a 234 nm. Esta reacdo foi também seguida através de um ensaio
colorimétrico a 620 nm (ensaio FOX), que pretende avaliar a atividade enzimatica da enzima
5-lipoxigenase por formacdo de um complexo entre Fe*" e o laranja xilenol que absorve na
regiao do visivel, mimetizando a hidroperoxidacao lipidica que ocorre no organismo durante o
processo inflamatorio. Para este efeito estas metodologias foram implementadas em
laboratério.

A Parte Il tem como principal objetivo abordar sucintamente as etapas da minha
formacao ao nivel do funcionamento da farmacia comunitaria, bem como o papel do
farmacéutico enquanto diretor técnico e como farmacéutico adjunto, enquanto profissional

de saude especialista do medicamento e agente de salde publica.
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Abstract

This report consists of two parts, Part | concerning the experimental investigation, and
Part Il on the stage developed in community pharmacy.

The main purpose of Part | was to evaluate the anti-inflammatory activity of
methanolic extracts from different parts of the shrub Pterospatum tridentatum, particularly
the extracts of the stems, leaves and flowers. The crude extracts were obtained by soxhlet
extraction and the anti-inflammatory activity was evaluated. This activity was evaluated
using the method that verifies the potential inhibition of 5-lipoxygenase enzyme to create 5-
HETE by the extracts and the reaction was followed by spectrophotometry at 234 nm. A
colorimetric assay was also carried out (FOX assay) to evaluate the enzymatic activity of 5-
lipoxygenase enzyme by forming a complex between Fe*" and orange xylenol which absorbs in
the visible region, mimicking the lipid hydroperoxidation that occurs during the inflammatory
process. For this purpose, these methods were implemented in the laboratory.

Part Il aims to describe the stages of my formation in community pharmacy, as well as
the role of the pharmacist as technical director and as assistant pharmacist, and as a

specialist and public health worker.

Keywords

5-Lipoxygenase; inflammation; anti-inflammatory activity; Pterospartum tridentatum;
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“A esséncia do conhecimento
consiste em aplica-lo
uma vez possuido!”

Conflcio






Parte | - Investigacdao Experimental -
Determinacdo da atividade anti-inflamatoéria de
extratos metanoélicos de Pterospartum
tridentatum

1. Introducéao

1.1. Inflamacao

A inflamacao define-se clinicamente como um processo fisiopatologico resultante da
reacao do tecido vascularizado a um dano num determinado local. Geralmente resulta da
resposta imune a um microrganismo infecioso, podendo também dever-se a traumas,
cirurgias, quimicos causticos, temperaturas extremas ou isquémia em tecidos do
organismo.[1-2]

Os mecanismos de inflamacao envolvem cascatas complexas de eventos cujas respostas
sao iniciadas e reguladas por uma variedade de diferentes mediadores libertados por diversos
tipos de células [2], aos quais estdo atribuidas determinadas respostas inflamatorias, como se

pode observar na tabela 1.

Tabela 1. Sinais da inflamacéao e respetivos mediadores quimicos [1]

Resposta Inflamatoéria Mediador Quimico

Inchacgo, vermelhidao e calor do tecido ] ) ) ) o
Histamina, prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina,
(vasodilatacdo e aumento da L
. . fator de ativacao plaquetar
permeabilidade capilar)

. Enzimas lisossomais e produtos libertados por
Danos tecidulares L . , . L
neutrofilos, macrofagos e outras células inflamatorias

Quimiotaxia Fragmentos do complemento
Prostaglandinas
Dor —
Bradicinina
Febre Interleucina-1 e interleucina-6
Leucocitos Fator de necrose tumoral e interleucina-8

A inflamacao pode apresentar-se de duas formas: aguda ou crénica.

A inflamacdo aguda resulta de uma resposta complexa, essencial e imediata a uma
lesdo. Nao é especifica e geralmente ocorre antes da resposta imunitaria se estabelecer
tendo assim como objetivo a remocao do agente infecioso, limitando a extensao do dano

tecidular.[1] Aurelius Cornelius (50 a.C. - 45 d.C.), médico e escritor romano, definiu que a



reacao local poderia ser caracterizada em latim por Rubor, Tumor, Calor, Dolor e Functio
laesa, i.e., vermelhidao, inchaco, calor, dor e perda de funcdo.[3] A manifestacao da
resposta inflamatdria aguda pode ser atribuida a alteragdes vasculares imediatas
(vasodilatacao e aumento da permeabilidade capilar), ao influxo de células inflamatorias
como os neutrofilos e, em alguns casos, a efeitos sistémicos provocados por mediadores
quimicos produzidos no local da inflamacdo entrando posteriormente na circulacdo
sistémica.[1]

Os mediadores inflamatorios responsaveis pela vasodilatacdio e aumento da
permeabilidade vascular sdo: oxido nitrico (NO), histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetar e substancia P. Estes sao
responsaveis pela adesdo e transmigracdo endotelial de leucocitos (ex. neutrofilos
granulocitos) até ao local da infecdo tecidular. A extravasacao de neutréfilos é coordenada
por moléculas de adesdo (molécula de adesao intracelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesdo
vascular celular 1 (VCAM-1)), quimiocinas (ex. IL-8) e metabolitos gerados pela via do acido
araquidonico (AA).[4]

O AA (precursor de eicosanoides) € um acido gordo polinsaturado libertado
maioritariamente pela membrana lipidica das células, sendo a enzima responsavel por esta
libertacdo a fosfolipase A,, apesar de também poder estar envolvida a fosfolipase C e a
diacilglicerose lipase, quando estimulada por diversos fatores associados a inflamacao. [5-6]
Assim na via do acido araquiddnico a fosfolipase A, (PLA;) fornece AA como substrato para a
cicloxigenase (COX) e para a lipoxigenase (LOX) que por sua vez originam diferentes
eicosanodides, como as prostaglandinas e leucotrienos, respetivamente, desencadeando
quimiotaxia e vasodilatacao.[4, 6]

Ao nivel da inflamacdo aguda, na via da LOX a LTA, hidrolase assume particular
importancia levando a formacdo de um potente leucotrieno B, (LTB,4) atractor de neutrdfilos e
eosinofilos, estando envolvido na patogénese de diversas doencas inflamatorias humanas. [4,
7]

Como o tempo de meia vida dos mediadores inflamatérios e neutrofilos envolvidos na
inflamac&o aguda é curto e como ocorre libertacdo de citocinas anti-inflamatorias (ex.: fator
transformador de crescimento B e IL-10) e mediadores (ex.: lipoxinas, resolvinas, e
protectinas), este tipo de inflamacéo é limitado e de curta duracéo.[4]

A inflamacdo cronica, por outro lado, prolonga-se no tempo podendo durar semanas a
meses e é causada por infecdes persistentes, doencas inflamatdrias imuno-mediadas ou
exposicdo prolongada a reagentes toxicos. Caracteriza-se pela infiltracao de células
mononucleares (macrofagos) e linfocitos, que possuem um tempo de vida de meses a anos e
sdo responsaveis pela destruicao severa dos tecidos, em vez do influxo de neutroéfilos
observado nas inflamacgdes agudas, bem como pela proliferacdao de fibroblastos, em vez da
formacao de exsudatos. Neste tipo de inflamacdao ha assim um risco aumentado para

formacao de cicatrizes.[1, 4]



Os macrofagos diferem dos mondcitos ndo s6 no tempo de meia vida, mas também no
processo de travessia do endotélio, o qual no caso dos macrofagos € determinado por
moléculas de adesao (ex.: ICAM-1 e VCAM-1) e por quimiocinas (ex.: proteina quimioatratora
de monocitos-1 (MCP-1) e proteina inflamatoria de macrofagos-1(MIP-1)). Existe uma
interacao positiva bidirecional entre linfécitos e macrofagos que envolve diversas citocinas
(ex.: IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF-a), IL1-B e IL-12) e quimiocinas (ex.: IL-8, MCP-1 e
MIP-1), resultando assim numa resposta inflamatoria prolongada.[4]

O grau de inflamacao pode ser determinado pelo balanco entre a
regulacao/desregulacdo e a inter-relacdo entre os mediadores inflamatoérios chave. Por
exemplo, citocinas como o TNF-a e a IL-1B sdo essenciais para o inicio da resposta
inflamatodria, por se ligarem aos seus recetores e ativarem o NFkB por diversas vias,
controlando assim a inducao de varios genes inflamatorios.[4]

Na figura 1 estao representadas as principais vias inflamatorias presentes nas células

humanas.

A —

//| PGF, | T [ TBX |
| PGD, Jof pT1, ] PG |

Figura 1. Vias inflamatdrias em células humanas. Representacao da rede de mediadores-chave para a
inflamacao. Os efectores inflamatorios e os recetores estao representados nas caixas negras, fatores de
transcricao e cofatores nas caixas cinzentas, ou outros mediadores nas caixas brancas. De uma forma
resumida, a transmigracao de leucdcitos através do local de infecao tecidular é desencadeada pelo
ICAM-1 e IL-8. A PLA, cliva o AA dos fosfolipidos como substrato para a COX-2 e 5-LOX. A conversao de
AA em prostaglandinas e tromboxanos (COX-2) e leucotrienos (5-LOX) induz quimiotaxia, vasodilatacao e

febre. A LTA, hidrolase gera um potente quimioatrator: LTB4. O TNF-a e a IL-1B s&o criticos no inicio da



resposta inflamatoria por ligacdo aos respetivos recetores e inducao da febre, vasodilatacao e
estimulacdo dos linfocitos-T ou apoptose. A expressao de genes inflamatérios é desencadeada pelo NF-
KB (locais de ligacao em promotores de PLA,, COX-2, 2-LOX, iNOS, ICAM-1, IL-18, IL-6, IL-8, IFN-B e GM-
CSF) e AP-1 (locais de ligacao em promotores de COX-2, iNOS, ICAM-1, TNF-qa, IL-18, IL-6, IL-8). O CREB
tem um papel principal como coativador transcricional do NF-kB e AP-1. O IFN-y ativa o NF-kB e induz a

ativacao de macroéfafagos e apoptose mas também tem propriedade anti-inflamatorias (induz a

expressdo de antagonistas dos recetores de IL-1, desregula a IL-1 e IL-8). A geracao de ES pro-

inflamatorios € mediada pela NADPH oxidase (ex.: 0;’) e iNOS (ex.: NO). As outras ILs tém funcoes
pleiotropicas como a inducao de febre, estimulacdo de linfocitos-T, desregulacao do TNF-a e IL-18 (IL-

6), inducéo e libertacao de IFN-y, regulacao das células T (H1) (IL-12), ativacao das células T e

macrdfagos, sinalizacao STAT, inducao de TMF-a e IL-1B (IL-15), e expressao de IFN-y, TNF-a, IL-1B, GM-
CSF, e IL-8 (IL-18). Abreviaturas: 5-LOX (5-lipoxigenase), AA (acido araquidénico), AP-1 (ativador de

proteina-1), COX-2 (ciclo-oxigenase-2), CREB (elemento responsavel pela ligacdo a proteinas- cAMP), ES

(espécies electrofilicas), HPETES (acidos hidroperoxieicosatetraendico), HETES (acidos

hidroxieicosatetraenoico), ICAM-1 (molécula de adesao intracelular-1), iNOS (6xido nitrico sintetase

induzivel), ikB (subunidade inibitdria do NFkB), IKK (kB cinase), LT (leucotrieno), MAPK (proteina cinase

ativadora do mitogeno), NFkB (fator nuclear k B), NO (dxido nitrico), PLA, (fosfolipase A;), PGs

(prostaglandinas), ROS (espécies reativas ao oxigénio), TBX (tromboxanos), TNF-a (fator de necrose

tumoral - a) e TNF-a R (recetor de TNF-a). [4]

Para além da via de inflamacao dependente de AA, existe ainda uma via independente
de AA na qual estdo incluidas proteinas como NOS, NF-kB, PPAR e NAG-1.[3] Uma vez que sdo
produzidas e reguladas varias citocinas inflamatoérias a nivel transcricional, pode ocorrer
aumento ou inibicdo do processo inflamatorio.[3] Um dos elos de ligacdo entre os fatores de
transcricdo e as citocinas pro-inflamatorias é o recetor ativado por proliferador de
peroxissomas (PPAR), que consiste num recetor nuclear de hormonas que sao ativadas por
ligandos especificos enddgenos e exodgenos. A sua ativacdo € responsavel pelos efeitos
pleiotrépicos dos proliferadores de peroxissomas, como a inducdo enzimatica, a proliferacao
de peroxissomas e o efeito anti-inflamatério.[3] O dxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso
sintetizado bioquimicamente a partir da L-arginina por enzimas NOS (NOS endotelial, NOS
neuronal e NOS induzivel) constituindo um mediador inflamatério, pelo que a sua inibicao tem
sido cada vez mais estudada.[3, 5] O NF-kB é um fator ubiquitario presente no citoplasma
celular, e quando ativado por exemplo por radicais livres, estimulo inflamatério ou
endotoxinas, é translocado para o nucleo onde induz a expressao de genes que suprimem a
apoptose e induzem a transformacdo celular, proliferacdo, invasdo, metastase, quimio-
resisténcia, radio-resisténcia e inflamac&o.[3] A inducdo do NAG-1 por AINEs constitui um
importante mecanismo independente da COX e a diversidade de funcdes bioldgicas
representadas pela sua nomenclatura sugerem que esta proteina tem uma atividade alargada

ao nivel da inflamacao, cancro e diferenciacao.[3]



1.2. Inibicao da Lipoxigenase (LOX)

As lipoxigenases sdo as enzimas responsaveis pela producdo de hidroxiacidos e
leucotrienos (LTs) a partir do acido araquiddnico (AA). [3, 5]

Dependendo do ponto de insercdo da molécula de oxigénio no AA, as isoenzimas LOX
dos mamiferos podem ser classificadas em cinco grupos: 5-, 8-, 11-, 12- e 15-LOX que afetam
diferentes células/tecidos.[8]

Como se pode verificar na figura 2 a 15-LOX sintetiza os anti-inflamatorios 15-HETE
(acido  15-hidroxieicosatetraendico); a 5- e 12-LOX provocam a resposta
inflamatoéria/desordens alérgicas. A 5-LOX possui atividade de dioxigenase, convertendo o
araquidonato, em C-5, nos seus derivados de acidos gordos 5-HPETE (acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico) que por sua vez origina 5-HETE (acido 5-
hidroxieicosatetraenoico) e LTs (LTB,4, LTC,, LTD, e LTE,), que sdo potentes quimioatratores e
induzem a sintese e libertacdo de outros mediadores pré-inflamatdrios como as interleucinas
e fatores de agregacao plaquetar. Por outro lado, a 12-LOX origina 12-HETE, que origina

agregacao plaquetar e induz a resposta inflamatoria.[3, 5, 7, 9-10]

Phospholipid

NSAIDs l oL,

coX-1/2 AA
/ ‘*——H,,,__m-x
—
Peroxidase PGG, H"“*—-,\
/ 5-LOX 124.01('“‘&%‘

PGH,
‘//i\\‘ 5-HpETE 12-HpETE  15-HpETE
TXA: PGD: PGE: PGF:; PGl —*PGJ: LTC, LTB, 12-HETE 15-HETE
TP DP. EP FP IP LT receptors ? ?

TP DP, EP, G-protein
[ coupled receptors
EP,
AA Arachidonic acid

PL: Phospolipass
COX: Cydooxygenase
LOX: Lipoxigenase

PG: Prostaglandin

LT, Leukotriene

Tx: Thromboxans

HETE: Hydroxyeicosatetraencic acd

HpETE - Hydroperoxysicosatetrasnoic acid
NSAIDs : non -stercidal anti -inflammatory drugs

Figura 2. Via do acido araquidoénico (AA). O AA pode ser convertido em prostaglandinas ou leucotrienos,
dependendo das enzimas que estao presentes. Cada metabolito exerce a sua agao biologica através de

recetores. [3]

Os efeitos biologicos dos LTs podem ser antagonizados ou prevenidos através da
inibicao da sua sintese pela via da 5-LOX e através de antagonistas de recetores de LTs tendo
um uso potencial em diversas doencas inflamatdrias e alérgicas [10-11] uma vez que

apresentam diversas funcoes, como se pode verificar na tabela seguinte.



Tabela 2. Fungdes especificas dos leucotrienos [12]

Leucotrienos ‘ Funcéo Orgao/ célula

Neutrofilos, eosinofilos,
Quimiotaxia
linfocitos, mondcitos

Agregacao Neutrofilos, eosinofilos

Recrutamento, migracao, adesao Granulocitos

Desgranulacao com geracao de superdxido Granuldcitos

Aumento da producao e libertacao de citocinas Granulocitos
LTB Aumento da citotoxicidade e producao de citocinas Células T, macrofagos (?)

4

Inibicao da transformacao e secrecao

Células T

Aumento da proliferacao, ativacao e producao de

imunoglobulinas

Células B

Aumento da permeabilidade

Microvasculatura

Hiperalgesia

Nervos aferentes

Papel na sintese de matriz extracelular

Tecido 6sseo

Aumento da reabsorcao dssea

Tecido 6sseo

LTC,, LTD,, LTE,

Contracao

Musculo liso, segmento das
artérias coronarias distais
das artérias pulmonares,
vasculatura mesentérica,
musculo gastrointestinal,

broénquios

Secrecao de muco e edema

Bronquios

Aumento da permeabilidade

Microvasculatura

Recrutamento de células inflamatorias

Linfocitos, eosinofilos

Estimulacao da secrecao de glicoproteinas

Pulmao

Remodelacao das vias aéreas na inflamacao alérgica cronica

Pulmao

LTC,, LTD, sao biologicamente equipotentes enquanto que LTE, € menos ativo.

Para além das suas funcdes, os LTs estdo relacionados com diversas desordens tais

como a asma bronquica, rinite alérgica, doencas inflamatorias intestinais e doencas de pele,

artrite reumatoide, cancro, osteoporose e doencgas cardiovasculares.[13]

O desenvolvimento do conceito de inibidores de LTs surgiu da ideia de que estes

mediadores inflamatdrios sao sintetizados na superficie celular, e as suas acoes sdo mediadas

através de recetores da superficie celular. Contudo, estabeleceu-se agora que a producao

destes inibidores ocorre na membrana nuclear e que existem recetores de LTs em diferentes

compartimentos celulares.[11] Assim, tém sido feitos esforcos de forma a estabelecer

possibilidades farmacoldgicas para inibir a sintese de LTs por inibicdo da atividade da enzima

5-LOX e também da proteina ativadora da 5-LOX (FLAP) e por antagonismo do LTB, e

recetores de leucotrienos cisteinil, tal como se encontra representado na figura 3. [11, 13]




Na maioria dos estudos desenvolvidos, os compostos derivados de plantas foram
testados ao nivel da capacidade de bloqueio da sintese de LTs em células isoladas em ratos e

em humanos.[13]

12-LO
SOHIERTES Ai 5-LO x Zileuton
FLAP x MK-886
Lo S5HPETE
v
15-HPETE LTA,

\

LTB, LTC,, LTD, LTE

Prostaglandins
Thromboxanes
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Figrua 3. Inibicdo da atividade dos leucotrienos. HPETE, acido 5-hidroperoxi-6,8,11,14-

eicosatetraendico; LTC, , leucotrieno C4; LTD,, leucotrieno Dg4; LTE,, leucotrieno E4 [11]

A administracao oral de inibidores da 5-LOX, inibidores da FLAP, e inibidores da 5-
LOX/COX juntamente com antagonistas dos recetores de LTB, em animais levou a uma
inibicao do influxo de neutrofilos e do edema tecidular.[11]

Os inibidores da 5-LOX impedem os sinais relacionados com o crescimento e induzem a
morte celular programada (apoptose) em neuronios, mastocitos, e células mesoteliais e
endoteliais em linhas celulares com cancro pulmonar, prostata, mama e pancreas.[14] Foi
recentemente demonstrado que a expressao de mRNA para a 5-LOX e que a producao de
produtos da 5-LOX estd elevada em figados de ratos com cirrose induzida por CCls. [14] E
assim importante a elucidacao da estrutura da 5-LOX e a compreensao da regulacao da
ativacdo da 5-LOX e a sua catalise.[13]

Os modelos computacionais da estrutura da 5-LOX indicam que esta enzima é
constituida por um dominio “N-terminal C2-like B-barrel”, com funcbes distintas e um
dominio C-terminal catalitico.[13]

Este C-dominio contém um ferro ndo heme no local ativo, coordenado por His-367, His-
372, His-550, Asn-554 e lle C-terminal. O ferro ndao hémico atua como um aceitador de
eletroes ou dador durante a catalise. Na forma ativa, o ferro encontra-se no estado ferroso
(Fe*") enquanto a 5-LOX cataliticamente ativa requer a conversao a forma férrica (Fe®")
através da oxidacdo por hidroperoxidos lipidicos (LOOH). De notar que a maioria dos
inibidores da 5-LOX, tanto os sintéticos como os de origem natural (ex.: polifendis,
cumarinas, quinonas) atuam no dominio catalitico por reducao ou quelacado no local ativo do
ferro, por reducao da ativacao do LOOH, ou simples captura de eletrées que participam no
ciclo redox do ferro. Por outro lado, os dados disponiveis demonstram que a inibicao
farmacologica da 5-LOX ocorre por interferéncia com o dominio C2-like.[13] O dominio C2-like

tem uma funcdo reguladora demonstrada pela capacidade de se ligar a varios lipidos,



dicaties como Ca ** e Mg?* e a proteina coactosina-like. Estas interacdes estimulam a catalise
da 5-LOX.[13]

Dois substratos naturais das LOX sdo o acido linoleico (acido octadeca-9Z,12Z-diendico,
AL) e o acido araquidonico (acido eicosatetra-5E,8E,11E,14E-enoico, AA). O AA é considerado
como o principal substrato para as LOX de origem mamifera, enquanto o AL é o substrato
padrao para as LOX das plantas.[8]

Em 1981, Bokoch e Reed identificaram o polifenol acido nordihidroguaiarético (NDGA)
na Larrea divaricata, planta presente no deserto mexicano, como sendo o primeiro inibidor
da 5-LOX de origem natural.[13]

Tal como o NDGA, o acido cafeico (compostos fendlicos lipofilicos), e a eupatilina e a 4-
demetileupatilina (flavonas) tem propriedades redutoras, atuando como antioxidantes.
Paralelamente, a esculetina e o derivado da orto-dihidroxicoumarina presente em varias
plantas, foram identificados como inibidores da 5-LOX. De notar que estes compostos tém
uma estrutura parcial de catecol em comum, e assume-se que a combinacao da quelacao-
ferro e a capacidade antioxidante desta porcdao € eventualmente responsavel pelo
desacoplamento do ciclo catalitico da 5-LOX. Uma segunda classe de inibidores da 5-LOX
derivados das plantas é constituida por compostos sem propriedades redutoras que podem
mimetizar estruturas de acido gordos (acido araquidonico) incluindo poliacetilenos e
triterpenos e assim, inibir a atividade da 5-LOX por ligacao e/ou competicao com os locais de

ligacao ao substrato.[13]

1.3. Anti-inflamatorios

Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs) sdo os farmacos mais utilizados no
tratamento da inflamacao aguda. Contudo, para além de nédo possuirem efeitos significativos
em doencas inflamatorias crdnicas, estdo associados a efeitos adversos como a ulceracdo
gastrica, a hemorragia gastrointestinal, a falha renal e o broncospasmo, devidos
principalmente a inibicao da COX-1.[3, 7, 15]

Acredita-se que o efeito anti-inflamatorio resulte da inibicdo da formacdo de
prostaglandinas pela prostaglandina H sintetase (COX, cicloxigenase), que permite a
conversao do acido araquidonico libertado pelas membranas fosfolipidicas em
prostaglandinas.

O tratamento com AINEs ou inibidores seletivos da COX-2 leva a uma producao
excessiva de potentes moléculas mediadoras inflamatodrias e reacdes alérgicas - leucotrienos,
pela via da 5-LOX, podendo agravar a toxicidade associada a falta de prostaglandinas e
excesso de producdao de leucotrienos. Por exemplo, as elevadas concentracdes de LTB,
presentes nas paredes estomacais levam a atracdo de leucocitos para o estomago

contribuindo assim para a ulceracao.[9-10, 15]
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Assim, tem sido sugerida a producao de novos farmacos anti-inflamatorios com maior
eficacia por inibicdo dupla da COX e da 5-LOX, evitando-se desta forma os efeitos adversos
associados com a toma de AINEs.[3, 7] A inibicdo da 5-LOX por si s6 ou por meio de inibicao
dupla da 5-LOX/COX proporciona a inibicao de uma gama mais ampla de mediadores.[11]

Os inibidores da 5-LOX e os antagonistas dos recetores do LTB4 sao considerados como
tratamentos potenciais em condicdes inflamatorias mais tardias.[11]

Aparentemente a inibicao da 5-LOX exerce efeitos tanto sobre a resposta imune como
na resposta inflamatoéria em doentes com DPOC (doenca pulmonar obstrutiva cronica), e esta
pode ser benéfica na reducao das respostas inflamatorias agudas, em que essas respostas sao
excessivas, mesmo que a progressao da doenca nao diminua.[11]

As substancias naturais ou derivadas de plantas constituiram os primeiros inibidores da
5-LOX identificados no inicio dos anos 80.[13]

1.4. Produtos naturais com atividade anti-inflamatoria

Os produtos naturais tém sido utilizados como produtos medicinais ha centenas de anos
apesar das fontes e aplicacées variarem de regiao para regiao. O conhecimento dos produtos
naturais forneceu uma importante fonte na descoberta terapéutica permitindo assim o
desenvolvimento de muitos farmacos. Apesar dos compostos quimicos puros serem agentes
terapéuticos muito potentes, podem causar efeitos adversos que conduzem a uma fraca
tolerancia pelo doente, aplicacao limitada e consequente retirada do mercado. A percecdo do
consumidor esta a crescer no sentido de que o uso de produtos naturais bioativos, proximo do
seu estado natural, pode originar menos efeitos adversos e ser semelhante ou ainda mais
efetivo que os compostos sintetizados quimicamente. [4]

E possivel que consumindo compostos bioativos como parte de uma mistura complexa -
i.e. no seu ambiente quimico natural - haja reducédo do potencial para efeitos adversos ja que
os diferentes componentes podem influenciar a absorcdao, metabolismo e excrecao do
bioativo principal. Para além disso, os compostos de um complexo natural podem atuar
sinergicamente de uma forma dificil de revelar experimentalmente e produzir efeitos
impossiveis de serem replicados por um Unico composto puro. Dados recentes de diversos
laboratoérios sugerem que os produtos naturais tendem a atuar mais subtilmente e
amplamente que a maioria dos farmacos, com efeitos modestos nos multiplos passos da
cascata inflamatoria em vez de exercerem uma acdo potente num Unico passo, como
acontece com os farmacos desenhados para esse feito.[4]

De todos os compostos de origem natural, os flavonoides sdo os mais reconhecidos por
possuirem atividade anti-inflamatoria, pelo que se torna importante avaliar a sua atividade
nao s6 de forma a estabelecer mecanismos anti-inflamatorios mas também de forma a

contribuir para o desenvolvimento de novas classes de agentes anti-inflamatorios.[5]
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1.4.1. Flavonoides

Os flavonoides sao compostos polifenolicos que formam um grupo muito extenso, pelo
numero dos seus constituintes naturais ja conhecidos (mais de 4000) e ampla distribuicdo no
reino vegetal e geralmente sao consumidos em alimentos, chas, vinhos, através da medicina
tradicional e em farmacos.[13, 16-17]

Sao conhecidos pelas suas varias funcdes na natureza contribuindo ndo sé para a cor e
sabor dos alimentos (frutas, vegetais e especiarias), como também formando um grande
grupo de metabolitos secundarios com atividades biologicas/farmacologicas muito diversas
como atividade anticancerigena, anti-inflamatodria, antioxidante, antimicrobiana, antiviral e
antitrombadtica.[13, 17-18]

Estudos epidemiolégicos indicam que as populacdes que consomem alimentos ricos em
polifenodis tém uma menor incidéncia de desordens inflamatorias cronicas. [13]

Sao moléculas de baixo peso molecular que estdo presentes em toda a parte aérea da
planta e ocasionalmente noutras regides como raizes e sementes e tém por base a estrutura
da flavona, ou seja, sao formados por um nicleo benzopireno ou cromano ao qual se encontra

ligado um anel aromatic (figura 4).[16, 18]

9]
C |

9]

Figura 4. Estrutura quimica da flavona (2-fenil-benzopirano)

Podem estar presentes no seu estado livre e como glicésidos (O-heterdsidos ou C-
heterosidos), constituindo um dos maiores grupos de fenodis de origem natural.[19]

Os varios tipos de estrutura dos flavonoides diferem no grau de oxidacdo do anel C e no
padrdo de substituicoes dos anéis A e/ou B, conferindo aos flavonodides diferentes atividades
farmacologicas.[18, 20] Entre as diversas atividades biologicas/farmacoldgicas, uma das mais
descritas na literatura € a sua capacidade anti-inflamatoria tanto ao nivel do estabelecimento
de mecanismos anti-inflamatorios como no desenvolvimento de novas classes de agentes anti-
inflamatorios ao nivel de doencas inflamatorias como a doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) e a osteoartrite. Tém sido propostos varios mecanismos de acao celular que explicam
a atividade anti-inflamatoria in vivo dos flavonoides: atividade antioxidante e anti-radicalar,
regulacao da atividade de células relacionadas com a inflamacao (ex., macrofagos, linfocitos,
neutroéfilos), inibicao da libertacao de histamina, inibicdo da proliferacao de células-T e ainda
modulacdo da atividade das enzimas metabolizadoras do acido araquidonico.[5, 17] Por
exemplo, o efeito dos polifendis na 5 e na 12-LOX tem sido muito estudado ao nivel das

propriedades anti-inflamatorias.[3] Varios destes mecanismos atuam em multiplos locais da
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magquinaria celular, mas os principais mecanismos envolvidos na atividade anti-inflamatdria
dos flavonoides parecem ser o efeito nas enzimas produtoras de eicosanoides e o efeito na
expressao de moléculas pré-inflamatoérias.[5]

A ligacdo dupla C-2,3 é essencial para a atividade anti-inflamatoria in vivo dos
flavondides e esta depende dos padroes e nimeros de hidroxilacées/metoxilacées no anel
A/B: [5]

e A 5,7-hidroxilacdo no anel A e a 4’-hidroxilacdo no anel B sdo favoraveis.

e A 5,7-dihidroxilacao no anel A e o 3’,4’-catecol no anel B sao importantes.

e O grupo C-3 hidroxilo é favoravel para a inibicao da LOX e para a atividade anti-
inflamatéria oral.

e As flavonas sem o grupo C-3 hidroxilo tém maior capacidade de desregulacdao da
expressao do gene pro-inflamatorio

e As flavonas/flavonois com substituicoes em C-6 ou C-8 possuem também estruturas
favoraveis.

Na tabela 3 estao representadas alguns exemplos de flavondides que ocorrem naturalmente e

na figura 5 as estruturas quimicas dos flavonoides mais comuns.

Tabela 3. Alguns exemplos de subclasses de flavonodides que ocorrem naturalmente [21]

Substituintes

Flavonéides

3 5 7 3 4’ 5’
Flavan-3-o6is (+)-catequina OH OH OH OH OH H
Cianidina OH OH OH OH OH H
Antocianidinas
Pelargonidina OH OH OH OH H H
Apigenina H OH OH H OH H
Diosmina H OH Oru OH Ome H
Flavonas
Luteolina H OH OH OH OH H
Naringenina H OH OH H OH H
Naringina H OH Oru H OH H
Hesperetina H OH OH OH Ome H
Flavanonas
Hesperedina H OH Oru OH Ome H
Floretina OH (2)* OH (4) OH (6) H H OH (6’)
Floridzina Ogl (2) H (4) OH (6) H H OH (6’)
Chalconas
Quercetina OH OH OH H OH H
Kaempferol OH OH OH H OH H
Miricetina OH OH OH OH OH OH
Flavon-3-6is
Fisetina OH H OH OH OH H
Morina® OH OH OH H OH
ru, rutinose.
2 Nimero em paréntesis denota substituintes semelhantes adicionais na posicao indicada pelo nimero
® 0 Morin tém um grupo OH adicional na posicao 2’.
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Fllawone-3-ol Anboolanidins

Flavona Flavarons Chaloone

Quercetina OH OH - OH oM -
Campferol 0OH OH - = OH -
Miricetina OW  OM - OH OH OH
Morina oW OW I OH I o -

Figura 5. Estruturas quimicas das subclasses de flavondides mais comuns e estrutura geral dos flavon-3-
6is e alguns compostos representativos onde o grupo hidroxilo do anel B esta presente. [21]

Apesar destes flavonoides nao serem adequados para desordens agudas, tém potencial
para tratar desordens inflamatodrias crdnicas devido ao seu mecanismo celular Unico, com
menos efeitos adversos.[5]

A sua acdo anti-inflamatoéria pode ocorrer por interferéncia diferencial na via
dependente do AA (PLA;, COX, LOX) e na via independente de enzimas ou recetores (NOS,
NFkB, PPARs e NAG-1), dependendo da estrutura de cada polifenol.[13]

Apesar de ser dificil estabelecer uma relagdo estrutura atividade devido as diferencas
menos em parte, a atividade anti-inflamatéria/antialérgica dos flavonédides.[5]

Flavondides como o campferol, quercetina, morina e miricetina estao presentes nos
inibidores da 5-LOX.[3]

Relativamente a farmacocinética, uma vez que os flavonoides convencionais
apresentam uma eficacia fraca apds administracdao oral, provavelmente devido a baixa
biodisponibilidade e/ou rapido metabolismo e eliminacdo, os derivados prenilados mais
lipofilicos podem possuir uma melhor capacidade de atravessarem as membranas para além

do seu elevado potencial como inibidores da 5-LOX, apresentando-se como um potencial

14



tratamento tdpico para doencas inflamatorias na pele.[13] Em particular, alguns flavonoides

prenilados como as artoninas sao inibidores potentes para a 5-LOX, exibindo menos inibicao

para a 12-LOX.[5] Na tabela 4 estdo representados alguns exemplos de flavondides que inibem

a sintese de produtos da 5-LOX.

Apesar da baixa biodisponibilidade oral, o consumo habitual de alimentos ricos em

flavondides pode levar a uma diminuicao significativa das concentracdes plasmaticas de cys-

LTs, comprovando-se assim os seus efeitos benéficos.[13]

Tabela 4. Flavondides que inibem os produtos de sintese da 5-LOX (n.d. - ndo determinado) [13]

IC 50 célula
Composto Estrutura ICs50 intacta ] Planta
livre
Lonicera
)UH OH
Quercetina o Oj\/’J 3.2 uyM 0.2 uM, 25 pM japonica,
(”Irfl o ubiquitario
OH
Miricetina oo, /[C]:DH 13 uM n.d. Ubiquitdrio
OH O
OH 0.1 |JM
LOH . .
Miricetina-3-0-B-p- o o i\ (ratos) d Epilobium
= e OH n.a.
glucorénido ‘-:\__/“L \Dﬂ&:-\—oﬂ 2.2 UM angustifolium
oH oo
(humanos)
) T o Guiera
Ramnetina ‘ 0.7 uM n.d. )
He O O s senegalensis
L X
T "rr “OH
OH O
R, O Stachys
Xantomicrol veo d_o k! 29.2 uM n.d.
© /Y\IJ’ chrysantha
t:?u\ oH ©
5-0- HE., 0 Sideritis
- o S o LI 035 m - 0.25 M |
demetilnobiletina B ‘*I ] o tragoriganum
oYY o
CH, OH O
Salvia
Cirsiliol 0.4 uM 0.1 uM L
officinalis
7.13 UM Scutellaria
Baicaleina n.d.
9.5 UM baicalensis
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OH
Qi
Luteolina ) 0.1 UM n.d. Ubiquitario
HO. 0.
A
OoH O
Broussnetia
Papiriflavonol 0.64 pM 7 UM "
papyriferra
n.d. 2.9 UM,
Morusina 100 UM Morus alba
> H
Artocarpus
Artonina E n.d. 0.36 pM )
communis
i
e Silybum
Silibinina L 15 pM n.d.
H"'W“‘ oj\'f‘i marianum
CH OH
OH O Ht.o
= OH
HO O = |
P o Lonicera
Ochnaflavona || Q 6.56 pM n.d. . .
japonica
"
-
OH
j H
. ,Lgflm
Ginkgetina /j|\) 0.33 uM n.d. Gingko biloba
Ho™ g |"O”CH
H!C’o | e O| =
-_]{/
aH O
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o A Morus
Sanggenona D ol Ton n.d. 4 uM .
. /4\ & mongolica
S T
P
ole
OH OH
Ho\[l/i: - Hamamalis
Hamamelitannina i n.d. 1 pM o
o H oS virginiana
HO. o o
OH CH
Chrisoeriol 7-0-B-(3- Ay
E-p-coumaroil)- O - A 111 M n.d. Stachys
U SR e P - chrysantha
glucopiranoside a o P
H
HC—0._~. -0 CH, .
Echinosophora
Equinoisosofaranona = ! 1 i“ n.d. 19 uM p.
W | koreensis
OH O P OH
L
|
Sophora
Sofaraflavanona G HO. =~ ~OH n.d. 0.09 - 0.25 pM P
Ho o, A | flavescens
HJE:’Q ©
HO. e | 0 OH
~ e L
o 7o Echinosophora
Kenusanona A n.d. 0.5-0.9 pM .
\ koreensis
|
. Eryth l
rythroxylum
Epicatequina HOL om0 oy I oH n.d. 22 yM Y v
| \T coca
B oM
OH
OH
\_OH
Camellia
Epigallocatequina HO o O gy n.d. < 30 pg/mL
Y sinensis
“ OH
OH
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1.4.2. Carqueja - Pterospartum tridentatum

A Carqueja, ou Carqueija, € uma Leguminoseae que cresce espontaneamente no oeste
da Peninsula Ibérica, nomeadamente em Portugal, sendo muito utilizada na medicina popular
portuguesa no tratamento de diversas condicdes patologicas.[22-24]

0 seu nome cientifico é Pterospartum tridentatum L. Willk. [=Chamaespartium
tridentatum (L.) P. Gibbs.; Genistella tridentata (L.) Samp.], pertence a familia Leguminosae
(=Fabaceae) e a subfamilia Papilionoideae (=Faboideae) e é de origem autdctone.[25]

E um arbusto pequeno que cresce até 100cm, prostrado ou ereto, sendo habitual o seu
crescimento em montanhas do norte de Portugal.[25] Os seus ramos apresentam 2-14mm de
largura, com 5-6 costas achatadas e onduladas, duas das quais se assemelham a asas, opostas
e mais ou menos desenvolvidas. As folhas sao mais ou menos desenvolvidas, unifoliadas; as
estipulas tém forma de dentes triangulares, afiados e as vezes recurvados; limbo triangular,
reto ou recurvado, semelhante as estipulas e estreitamente ligadas a estas, resultando numa
folha com aspeto tridentado (figura 6). As inflorescéncias sdo formadas por 3 a 10 flores de

cor amarela (figura 7). [26]

Figuras 6 e 7. Folhas e flores de Pterospartum tridentatum

As suas flores sao normalmente colhidas na primavera e sao usadas na medicina
tradicional e como condimento na cozinha tradicional portuguesa.[25] A carqueja seca é
também usada como lenha em fornos tradicionais e lareiras devido as suas propriedades
combustiveis.[25] O uso da carqueja como biomassa para a producdo de bioetanol foi ja
comprovado, uma vez que a carqueja é rica em celulose e hemicelulose (biomassa lenhosa),
podendo assim dar origem a bioetanol que é uma alternativa mais ecologica aos combustiveis
fosseis e contribuindo para a limpeza das florestas e consequente reducdo do risco de
incéndio.[27] O fumo resultante da queima da carqueja é também usado para fumigar as
colmeias de abelhas e assim conseguir retirar o mel.[28] Tradicionalmente, a carqueja € uma
planta utilizada devido a sua acdo digestiva, diurética e estimulante do figado, estando
indicada como auxiliar no tratamento de diversas doencas do trato gastrointestinal e urinario.

E também utilizada na forma de infusdes no tratamento da anemia, calculos biliares, diarreia,
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problemas de circulacdo sanguinea, ictericia, parasitas intestinais, irritacbes da garganta
(flores). Como possui efeito diurético esta indicada na gota e reumatismo e pode também ser
utilizada no tratamento de gripes, bronquites e pneumonias.[24-25, 29] Constitui ainda um
ingrediente de diversas misturas herbais usadas para controlo da diabetes tipo 2.[24-25]
Geralmente ¢ usada toda a planta, na forma de decoccao, contudo esta também disponivel
em capsulas em ervanarias e estabelecimentos dietéticos. E ainda usada em cataplasma no
tratamento de feridas.[29]

Foram realizados estudos etnobotanicos em Portugal, nomeadamente nos Parques
Naturais da Serra de Sao Mamede [30] de Montesinho [31] e da Arrabida [32], sobre plantas
medicinais e aromaticas que incluiram a carqueja, dos quais se pode concluir que a parte
geralmente mais usada sao as flores secas na forma de decoccao ou infusao no tratamento de
constipacoes, gripes, tosse, mal-estar, problemas digestivos, de circulacao, entre outros,
sendo uma das espécies com maior frequéncia de citacdes, i.e., uma das plantas as quais é
atribuido uma maior nimero de utilizacdes. Para além do seu uso a nivel medicinal, estes
estudos confirmaram o uso da carqueja como condimento.[28, 30, 32]

De notar que a carqueja € uma planta endémica e o uso deste tipo de espécies indica
que as pessoas tém um bom conhecimento das plantas que crescem de forma natural a nivel
local. [30]

Ainda nado sao conhecidos estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos relativos a esta
espécie, mas os alcaloides e os isoflavonodides sao metabolitos secundarios caracteristicos das
espécies Leguminoseae e as suas propriedades farmacotoxicologicas sao ja conhecidas.[24,
33]

Pterospartum tridendatum € uma espécie muito rica em compostos fendlicos,
apresentando elevadas concentracdoes de flavonodides, sendo o rendimento de extracao de
compostos fendlicos de 28,61% em extrato etandlico e 12,01% em extrato aquoso.[33-34]

Foram identificados varios constituintes no extrato aquoso de Pterospartum
tridentatum, através de métodos espectroscopicos, nomeadamente trés derivados da
genisteina (4’,5,7-trihidroxiisoflavona), as isoflavonas sissotrina, genistina, prunetina e 0 5,5’ -
dihidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7-0-B-glucésido que apresentou um padrdao de oxigenacao
diferente no anel B. Foi ainda identificado por HPLC a presenca do flavonol 3-0-glicosido
isoquercirina, importante para a protecao do dano oxidativo endotelial, de forma dose-
dependente e em concentracdes ndo-toxicas (0.1-1mM) [24] cujas estruturas estao
representadas na figura 8. Para além destes compostos foram também ja identificados por
RP-HPLC no extrato metanodlico de Pterospartum tridentatum varios compostos fendlicos
como o acido vanilico, acido cafeico, acido clorogénico, acido siringico, acido p-cumarinico,

acido ferdlico, acido elagico e quercetina.[33]
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Figura 8. Estruturas quimicas de flavonoides identificados no extrato de P. tridentatum. glu, glucose;
rha, ramnose. [22]

1.5. Determinacao da atividade anti-inflamatéria

Existem diversos métodos para determinacao da atividade anti-inflamatoria de extratos
de plantas ou de compostos isolados, que variam de acordo com o que se pretende inibir ao
nivel da cascata inflamatéria.

Foram ja realizados estudos nos quais se testou a capacidade de alguns extratos de
plantas inibirem o aumento da elastase leucocitaria humana libertada por neutréfilos, que
desempenha um papel vital durante a inflamacao, sendo considerada um dos principais
marcadores de doencas inflamatérias. Para tal procede-se a realizacdo de um ensaio
enzimatico, no qual a enzima (elastase leucocitaria humana) € incubada com o composto,
iniciando-se a reacdo com a adiciko do substrato. A reacdo € seguida
espectrofotometricamente a 405 nm, sendo possivel calcular a atividade enzimatica por
comparagao com os controlos.[35-36]

0 o6xido nitrico (NO) esta envolvido nas vias inflamatodrias independentes do AA, e a sua
producao excessiva durante a resposta a uma infecao e em condi¢oes inflamatorias, contribui

para o stresse oxidativo e consequente dano tecidular devido aos danos provocados nas
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macromoléculas e peroxidacao lipidica das membranas. Desta forma, foram realizados
estudos nos quais se pretendia avaliar a capacidade antioxidante de alguns extratos de
plantas de forma a atenuar o processo inflamatorio.[37] Para tal procede-se a determinacao
do nitrito, um produto oxidado estavel do NO, sendo a formacdo deste produto seguida
espectrofotometricamente a 550 nm. A concentracdo de nitrito formado é determinada por
comparacao com a curva padrao de nitrato de sodio. [37-41]

Por outro lado, varios estudos tém como objetivo regular a expressao de genes pro-
inflamatorios através da supressao do NF-«kB. Este é responsavel pela regulacdo da expressao
de citocinas pré-inflamatorias, que medeiam a resposta aos estimulos inflamatoérios.[42] Para
avaliar a capacidade que os extratos tém para suprimir a atividade do NF-«kB, é realizado um
ensaio de alteracdao da mobilidade eletroforética (EMSA) complementado por analise Western
Bloot e RT-PCR.[42-44]

Um outro método para avaliar a atividade anti-inflamatoéria de extratos de plantas é
por inducao de inflamacao topica em animais usados para ensaios experimentais e avaliacao
da capacidade do extrato de reduzir o edema.[45]

O objetivo deste trabalho é avaliar a atividade anti-inflamatdria de extratos de
Pterospartum tridentatum por inibicao da enzima 5-lipoxigenase, a qual pode ser realizada
através de diversos métodos.

Os ensaios de inibicao da enzima 5-lipoxigenase (5-LOX) podem ser realizados
diretamente em mondcitos e neutrofilos isolados a partir do sangue humano ou animal, que
sdo pré-incubadas com os compostos a testar sendo adicionada posteriormente a enzima. Este
tipo de ensaio permite avaliacao da formacao do leucotrieno B, (LTB;) e de leucotrienos
cisteinil (LTC4/D4/E,) através de imunoensaios.[46-48]

Uma vez que a 5-LOX desempenha um papel essencial no crescimento e sobrevivéncia
celular, pode também ser avaliado o modo como a inibicdo da enzima influencia a reducao do
numero de células Kupffer e atenua a inflamacdo e fibrose verificada em doencas
hepaticas.[14] As células de Kupffer sao o Unico tipo de células hepaticas relacionadas com a
via metabdlica da 5-LOX e como tal é possivel analisar a formacdo de 5-HETE, por RP-HPLC,
quando as células sao postas em contato com extratos de plantas, os quais se pensa terem
atividade inibitéria da enzima. E também possivel avaliar a formacao de LTB, nestas células
através de imunoensaios. As conclusdes dos resultados obtidos com os ensaios realizados a
partir de células Kuppfer podem ser corroboradas com as que se obtém com ensaios como a
analise das propriedades anti-proliferativas e de apoptose realizados com inibidores da
enzima.[14, 49]

A 5-LOX catalisa a oxidacao de acidos gordos insaturados que possuam a estrutura 1-4
pentadieno e o acido araquidénico (AA) constitui um substrato bioldgico para esta enzima.
Assim, o acido linoleico (AL), cuja estrutura esta representada na figura 9, pode também ser

usado com substrato para a enzima.[50]
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Figura 9. Estrutura quimica do acido linoleico

A inibicdo da formacado do produto resultante da acao da enzima 5-LOX durante o
processo inflamatério, o 5-HETE, pode ser avaliada através de determinacoes
espectrofotométricas. De uma maneira geral a enzima é incubada com o composto em
analise, sendo posteriormente adicionado o substrato. A inibicdo da enzima e a modificacao
da insaturacao do acido linoleico (dieno 1-4 - dieno 1-3) pelos extratos pode ser seguida a
234 nm, de um modo concentracao-dependente.[10, 51-53] Como composto de referéncia em
estudos de inibicdo da 5-LOX usa-se o acido nordihidroguaiarético (NDGA) ou o zileuton,

A atividade da enzima 5-LOX pode ainda ser avaliada através de um outro método
espectrofotométrico designado por ensaio FOX que se baseia no principio de que em meio
acido a hidroperoxidacdo lipidica oxida o Fe?* a Fe®, oxidando o corante laranja xilenol
formando um produto que absorve na regiao do visivel.[53, 55-57]

Vérios estudos evidenciam a importancia que cofatores como o ATP, Ca’* e a L-a-
fosfatidilcolina (PC) assumem na ativacao da enzima 5-LOX de origem humana, potenciando a
sua reacao com o substrato usado e a formacao de 5-HETE, potenciando assim a sua
atividade. [57-59]

O objetivo deste trabalho é a avaliar a capacidade que os extratos de Carqueja (caules
e folhas, e flores) tém para inibir a enzima 5-LOX humana, através de ensaios

espectrofotométricos com determinacdes na zona do UV e no visivel (ensaio FOX).
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2. Material e Métodos

2.1. Matéria vegetal

Para a realizacdo deste trabalho foram usados extratos metanoélicos de carqueja, a qual
foi identificada como Pterospartum tridentatum (L.) Willk subsp. cantabricum (Spach)
Talavera & P.E. Gibbs pelas Prof.? Dr.? Dalila Espirito Santo e Dr.? Paula Paes do Herbario do
Instituto Superior de Agronomia do Jardim Botanico d’Ajuda (Lisboa), onde ficou guardada
uma amostra.

Os extratos foram obtidos e gentilmente cedidos por Angelo Luis (CICS - Universidade
da Beira Interior) a partir das partes aéreas do arbusto (caules e folhas, e flores) recolhido na
Serra da Estrela. Tanto o extrato de caules e folhas, como o extrato das flores encontravam-

se dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) numa concentracao de 200mg/mL.

2.2. Reagentes quimicos

Para a realizacao deste trabalho experimental foram usados os seguintes reagentes
quimicos: agua MilliQ, Tween®20, dimetilsulféoxido (DMSO), cloreto de calcio anidro (CaCl,),
adenosina trifosfato (ATP) dissodica, acido linoleico, acido sulfurico, sulfato de ferro,
metanol, Tris e HCL. Todos estes reagentes eram de qualidade analitica. Foram ainda usados
a enzima 5-lipoxigenase recombinante humana (EC 1.13.11.34) e o acido
nordihidroguaiarético (NDGA) da Caymman Chemical e o laranja xilenol sal disédico e a
fosfatidilcolina (PC) da Sigma-Aldrich.

2.3. Equipamentos

Para medicao das absorvancias tanto no ensaio espectrofotométrico como no ensaio

colorimétrico foi usado um espectrofotometro UV/vis Ultroscop® 3000.

2.4. Preparacao das amostras

Como composto de referéncia para este estudo de inibicdo da 5-LOX foi utilizado o

enzima.[50, 52, 54] Foi preparada uma solucao de NDGA em DMSO e Tween®20, bem como a
diluicao dos extratos de caules e folhas e de flores de Pterospartum tridentatum para uma

concentracao de 10mg/mL. A partir destas solucdes-mae foram preparadas as diluicdes para
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as concentracoes de 0.5, 1, 2, 5 e 10 mg/mL, as quais foram analisadas no ensaio

espectrofotométrico e no ensaio colorimétrico.

2.5. Ensaio Espectrofotométrico

Como ja foi referido a 5-LOX é responsavel pela catalise da oxidacao dos acidos gordos
que contenham o dieno 1-4 e a modificacao do acido linoleico (dieno 1-4 para dieno 1-3) pode
ser detetada a 234 nm, bem como a conversao do produto 5-HPETE para 5-HETE.[52, 60]

Para a realizacdo do ensaio espectrofotométrico foram adaptados procedimentos ja
descritos na literatura.[10, 50-52, 61] Foram incubados durante 4 minutos a temperatura
ambiente 10ul da amostra, com 20ul de enzima 5-LOX recombinante humana (5,42 unidades)
e 5.46mL de tampao Tris-HCl (50mM, pH=7.4) que contém CaCl, (0.4mM), fosfatidilcolina (PC)
(24ug/mL) e ATP (0.2mM). Posteriormente foram adicionados 10ul de acido linoleico. A
inibicdo enzimatica foi seguida espectrofometricamente com aumento da absorvancia a 234
nm. Como branco é usada a solucdo com tampao Tris-HCl (50mM, pH=7.4) com CaCl, (0.4mM),
PC (24ug/mL) e ATP (0.2mM). O controlo negativo é composto por 2.47mL de mistura da
mesma solucao usada com branco (5mL) e DMSO e Tween®20 (25ul).

A percentagem de inibicdo da atividade enzimatica é calculada por comparacdo com o
controlo negativo através da formula (1), onde A, corresponde a absorvancia do controlo
negativo e A; da amostra a testar:

— Ap—Aq

% = 2415100 (1)

Ao
A concentracdo da amostra que provoca a inibicido da enzima em 50% (IC50) obtém-se
relacionando a percentagem de inibicdo com as concentra¢des da amostra.[51] Os valores de
IC50 para este composto sdo muito variaveis, dependendo da fonte de 5-LOX variando por

exemplo de 0.26uM (células peritoniais de ratos) a 44uM (soja).[50]

2.6. Ensaio FOX

A lipoxigenase possui um ferro ndao hémico que catalisa a dioxigenacao de acidos gordos
polinsaturados que contenham um (1Z-4Z)-pentadieno, como o acido araquidénico ou o acido
linoleico.[53, 55]

Um método colorimétrico, como o ensaio FOX, para determinacdo da atividade da
lipoxigenase pode ser aplicado em diversos ensaios. Este ensaio baseia-se no principio de que
um hidroperoxido lipidico pode oxidar o Fe** a Fe*, o qual em meio acidico oxida o laranja
xilenol formando o complexo Fe**/laranja xilenol que absorve na regido do visivel.[53, 55, 57]

Os inibidores da 5-LOX, como o zileuton, reduzem a velocidade inicial da atividade enzimatica
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de uma forma dependente da concentracao, com valores de IC50 de aproximadamente 0.1-
0.2uM para a 5-LOX de ratos e humana.[57]

Para a realizacao deste ensaio foi adaptado um procedimento ja descrito por Cho e
colaboradores.[57] Foram pré-incubados 20ul de enzima 5-LOX recombinante humana
(5.42unidades), durante 4 minutos a temperatura ambiente, com 10ul da amostra e com
825ul de tampéao Tris-HCl (50mM, pH=7.4) que contém CaCl, (0.4mM), PC (24ug/mL) e ATP
(20uM). A reacao ¢é iniciada apos a adicao de 10ul de acido linoleico, que fica em incubacao
com a enzima durante mais 4 minutos. A reacao é terminada com a adicdo do 1,650mL de
reagente FOX, composto por: solucdo de acido sulfurico (25mM), solucdo de laranja xilenol
(100uM), solucao de sulfato de ferro (II) (100uM) e metanol:agua (9:1). A cor amarela do
laranja xilenol acidificado é convertida em azul devido a hidroperoxidacdo lipidica que
medeia a oxidacdo dos ides Fe’" e a interacdo resultante entre os ides Fe®* e o corante. O
aumento da absorvancia esperado devido a formacdao do complexo é seguido a 620 nm
durante 12 minutos, uma vez que a cor gerada estabiliza em 10 minutos.[53] O branco
utilizado neste ensaio é preparado sem substrato durante a incubacdo, sendo este adicionado
apos o término, isto é, apds a adicdo do reagente FOX.

A concentracdo de ATP utilizada no ensaio colorimétrico é inferior a usada no ensaio
espectrofotométrico, uma vez que o ATP atua como um supressor do complexo corado que se
forma na reacao FOX, em aproximadamente 65%, de uma forma dependente da concentracao
entre 25-200uM. Assim, a concentracdo otima de ATP utilizada em ensaios FOX € de 20uM,

com a qual a perda de atividade enzimatica é minimizada.[57]
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3. Resultados e Discussao

3.1. Ensaio Espectrofotométrico

As absorvancias registadas a 234 nm para cada uma das amostras (NDGA, extrato de
caules e folhas e extrato de flores) encontram-se descritas na tabela A dos Anexos-Parte | e

representadas no grafico seguinte.

Absorvancia registadas a 234 nm

10

2
1,8
£ 1,6
=
E 1,4
v 1,2
[=
g 0,8 - m Caule e folhas
2 0,6 1 Fl
204 ] ores
0,2
0 - . . '
0,5 1 2 5

Concentracdo da amostra (mg/mL)

Figura 10. Grafico com as absorvancias registadas para cada uma das concentracdes das amostras em

analise

A absorvancia registada para o controlo negativo foi de 0,087. Desta forma, e de acordo
com a equacao descrita no ponto 2.5. é possivel calcular a % de inibicdo enzimatica para cada
uma das concentra¢des analisadas de cada amostra. A tabela com os valores obtidos de % de
inibicdo enzimatica para cada uma das concentracdes de cada amostra encontra-se nos
Anexos - Parte |. Os graficos das figuras 11-13 representam a relacdo entre a % de inibicao e a

concentracao da amostra.
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Figura 11. Curva que relaciona a % de inibicao enzimatica com as varias concentracoes de NDGA

utilizadas
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Figura 12. Curva que relaciona a % de inibicdo enzimatica com as varias concentracdes do extrato de

caules e folhas de Pterospartum tridentatum utilizadas
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Figura 13. Curva que relaciona a % de inibicao enzimatica com as varias concentracdes do extrato de

flores de Pterospartum tridentatum utilizadas
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De acordo com equacdes obtidas a partir da curva para cada uma das amostras &
impossivel calcular a concentracdo em que ocorre 50% de inibicdo da enzima, isto &, a IC50,
uma vez que para o intervalo de concentracdes avaliado as % de inibicdo enzimatica
encontram-se sempre acima de 90%

Contudo, tal como o descrito na literatura[50-51] e como é possivel verificar no grafico
da figura 10, observa-se um aumento da absorvancia a medida que a concentracdo de extrato
aumenta. Avaliando os valores obtidos para as absorvancias das varias concentracdes dos
extratos e do NDGA, representados na figura 10, e as curvas representadas nas figuras 11-13,
que relacionam a % de inibicdo enzimatica com as varias concentracoes das amostras, €
possivel verificar que os extratos de carqueja tém uma capacidade inibitoria da enzima 5-LOX
elevada, semelhante a do NDGA, uma vez que os valores de absorvancia sao semelhantes,
bem como as percentagens de inibicdo obtidas. Para além disso, os elevados valores de R
(coeficiente de determinacao) obtidos para os graficos das figuras 11-13 comprovam a relacao
entre a concentracdo e a % de inibicdo enzimatica de cada amostra. A diferenca da
capacidade de inibicdo entre os dois extratos nao € muito evidente nas concentracédes de 0.5,
1, 2 e 5mg/mL, sendo notoria a maior capacidade de inibicdo do extrato de caules e folhas na

concentracao de 10mg/mL.

3.2. Ensaio FOX

Neste ensaio espera-se que a cor amarela do laranja xilenol acidificado seja convertida
em azul devido a hidroperoxidacéo lipidica que medeia a oxidacdo dos ides Fe’" e a interacao
resultante entre os ides Fe** e o corante, sendo a formacao deste complexo seguida a 620 nm.

Apds a incubacao da enzima com a amostra e adicao do reagente FOX, e imediatamente
antes de se dar inicio a leitura das absorvancias, o aspeto de cada solucédo era o representado

pela seguinte figura:

Figura 14. Aspeto de uma das solucdes apos ser adicionado o reagente FOX

Tal como referido pela literatura [53, 55-57], verificou-se um aumento da absorvancia

ao longo do periodo de tempo durante o qual foi efetuada a leitura (12 minutos). Este
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aumento de absorvancia traduz a formacdo do complexo entre o Fe** e o laranja xilenol,
sendo evidente a formacao da coloracao azul apds remocao da célula do espectrofotometro.
A figura 15 traduz a formacao do complexo azul para as varias concentracées de NDGA apos a
leitura das absorvancias durante 12 minutos, tendo este precipitado apds alguns minutos. A
formacao da coloracdo azul observou-se também para as varias concentracoes de extrato de

caules e folhas e de extrato de flores de Pterospartum tridentatum.

Figura 18. Formacéo do complexo Fe**/laranja xilenol para as varias concentracdes de NDGA

As absorvancias medidas a 620 nm durante 12 minutos para cada uma das
concentracdes de NDGA, extrato de Caules e Folhas, e extrato de Flores de Pterospartum
tridentatum, encontram-se registadas na Tabela C, D e E dos Anexos - Parte I, e

representadas nos graficos das figuras 16, 17 e 18.

NDGA
0,600
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.;E, 0,300 =2 mg/mL
§ 0,250 5 mg/mL
0,200 #=10 mg/mL
0,150 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
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Figura 16. Absorvancias registadas em funcao do tempo para as diversas concentracées de NDGA
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Caules e Folhas
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Figura 17. Absorvancias registadas em funcao do tempo para as diversas concentracoes de extrato de

Caules e Folhas de Pterospartum tridentatum
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Figura 18. Absorvancias registadas em funcao do tempo para as diversas concentracoes de extrato de

Flores de Pterospartum tridentatum

Tendo em conta que os inibidores da enzima 5-LOX diminuem a velocidade inicial da
atividade enzimatica de uma forma dependente da concentracdo, quanto menor for o declive
da reta obtida a partir da relacao absorvancia/tempo, menor sera essa velocidade. Posto isto,
e avaliando as equacdes obtidas para cada uma das retas tracadas nos graficos das figuras 16,
17 e 18 é possivel determinar o declive da reta para cada uma das concentracoes, que se

encontram representados na tabela 5.
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Tabela 5. Declives das retas obtidas para as varias concentra¢des de cada uma das amostras

(NDGA, extrato de Caules e Folhas e extrato de Flores de Pterospartum tridentatum)

NDGA Caules e Folhas Flores

0,5 mg/mL 0,0282 0,0300 0,0267
1 mg/mL 0,0291 0,0312 0,0292
2 mg/mL 0,0298 0,0267 0,0253
5 mg/mL 0,0286 0,0353 0,0298
10 mg/mL 0,0271 0,0252 0,0279

Avaliando os declives obtidos é possivel concluir que as concentragdes que provocam
uma maior reducao da atividade enzimatica da enzima 5-LOX é a de 10mg/mL para o NDGA e
para o extrato de Caules e Folhas e a de 2 mg/mL para o extrato de Flores. Uma vez que,
segundo a literatura [33], € nas flores de Pterospartum tridentatum que esta presente uma
maior quantidade de flavonoides, seria de esperar que se obtivessem declives menores, de
um modo concentracao-dependente para o extrato de flores, ou seja, um menor declive para
a concentracao de 10mg/mL. Contudo tal nao se verificou provavelmente devido a algum erro
experimental que possa ter ocorrido durante a preparacao desta amostra.

Através deste ensaio € mais uma vez possivel confirmar a elevada capacidade de
reducdo da atividade enzimatica do extrato de Caules e Folhas e do extrato de Flores de

Pterospartum tridentatum, face aos valores obtidos para o NDGA.
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4. Conclusoes

Os medicamentos sdo substancias que possuem propriedades curativas ou preventivas
de uma doenca ou dos seus sintomas. Contudo, muitas vezes a toma de medicamentos esta
associada a efeitos adversos que comprometem a qualidade de vida dos doentes agravando
outras patologias concomitantes. E o caso dos anti-inflamatdrios, cuja toma esta associada a
efeitos indesejaveis como a ocorréncia de distUrbios gastrointestinais.

Na flora que nos rodeia sdao inUmeras as espécies consideradas como “medicinais”
usadas ancestralmente na forma de infusdes, decoccbées e cataplasmas, pelas suas
propriedades em diversas patologias de natureza inflamatéria. A pesquisa dos compostos com
atividade anti-inflamatodria presentes nestas espécies constitui uma promissora fonte de novos
anti-inflamatorios que, pelo seu mecanismo de acdo mais amplo, possam originar menos
efeitos adversos no doente, tendo sido desenvolvidos cada vez mais estudos cientificos que
pretendem determinar quais as espécies e os compostos que possuem essa atividade.

Este trabalho pretendia avaliar a atividade anti-inflamatéria de extratos de
Pterospartum tridentatum, conhecida como Carqueja, através da determinacao da inibicao
de uma das principais enzimas envolvidas na cascata inflamatoria, a 5-lipoxigenase. Por ser
um arbusto de origem autoctone, crescendo principalmente no oeste da Peninsula Ibérica, o
numero de estudos desenvolvido relativamente a esta espécie é ainda muito reduzido.

Devido a inexisténcia de estudos que avaliem especificamente a capacidade dos
extratos de Pterospartum tridentatum para inibirem a enzima 5-LOX foi necessario realizar
uma analise exaustiva de varios estudos de inibicdo da enzima da 5-LOX, sendo implementado
um procedimento para a realizacdo de um ensaio espectrofotométrico e de um ensaio
colorimétrico (ensaio FOX). A metodologia foi implementada em laboratorio, tendo sido
realizadas diversas alteragées nos procedimentos estabelecidos inicialmente de forma a
otimizar os métodos.

Apos analise dos resultados obtidos para o ensaio espectrofotométrico foi possivel
concluir que a capacidade de inibitoria dos extratos de Pterospartum tridentatum é
semelhante a do NDGA, um potente inibidor utilizado em diversos estudos de inibicao da
enzima 5-LOX. Contudo, devido aos elevados niveis de % de inibicdo enzimatica foi impossivel
calcular a IC50 para cada um dos extratos. Foi também possivel concluir que o extrato de
Caules e Folhas possui maior capacidade inibitoria que o extrato de Flores. Estes resultados
nao estao de acordo com o que se encontra descrito na literatura para estes extratos [33],
que indica a existéncia de uma maior quantidade de flavonodides nas flores de Pterospartum
tridentatum, compostos referidos como possuindo propriedades anti-inflamatérias. Posto isto,
pode-se justificar os resultados obtidos pela relacdao existente entre a concentracdao do
extrato e respetiva capacidade inibitéria, pelo que provavelmente a capacidade inibitoria do
extrato de flores de Pterospartum tridentatum sera mais evidente numa outra faixa de
concentrages. Oura explicacao, seria a existéncia de outros compostos nao flavondides

responsaveis por esta atividade anti-inflamatoria.
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Os resultados obtidos a partir do ensaio FOX vém confirmar as conclusdes do ensaio
espectrofotométrico. Através deste ensaio colorimétrico foi possivel concluir que, tal como o
NDGA, os extratos de Caules e Folhas e Flores tém capacidade de diminuir a velocidade inicial
da atividade enzimatica da enzima 5-LOX, sendo esta influéncia mais evidente para as
concentracoes de 10 mg/mL e de 2 mg/mL, respetivamente, e nao de uma maneira
concentracao-dependente, como seria de esperar, provavelmente devido ao erro
experimental que podera ter ocorrido durante a preparacdao da amostra de 2mg/mL de
extrato de Flores de Pterospartum tridentatum.

Assim, seria necessario realizar ainda mais ensaios de forma a confirmar a metodologia
usada e, numa fase posterior, separar e isolar os diversos compostos extraidos a partir da
Carqueja, de forma a verificar qual(quais) o(s) responsavel(véis) pelas propriedades anti-

inflamatdrias deste arbusto, verificando se esta atividade se mantém nos compostos isolados.
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Anexos - Parte |

As absorvancias registadas para cada uma das concentracoes de NDGA e dos extratos

estao representadas na tabela seguinte:

Tabela A. Absorvancias registadas a 234 nm para cada uma das amostras em analise

Absorvancias
Concentracao da
amostra (mg/mL) Caules e folhas Flores
0,5 1,149 1,108 1,089
1 1,182 1,13 1,109
2 1,252 1,182 1,194
1,557 1,268 1,288
10 1,901 1,608 1,423

A percentagem de inibicdo da atividade enzimatica é calculada por comparacdo com o
controlo negativo através da seguinte férmula, onde A, corresponde a absorvancia do controlo
negativo e A; da amostra a testar:

AO_A1

% = X 100

0
O valor de absorvancia obtido para o controlo negativo foi de 0,087. Uma vez que os

valores das absorvancias sao >1, isto &, ndo respeitam a lei de Lambert-Beer, para calcular a
% de inibicdo foi necessario utilizar o mddulo da formula acima descrita. Posto isto,

obtiveram-se as % de inibicdo enzimatica descritas na tabela seguinte:

Tabela B. % de Inibicao enzimatica calculada para cada uma das concentragdes de cada amostra em

analise
% Inibicdo enzimatica
Concentracdo da amostra
(mg/mL) Flores

0,5 92,4 92,1 92

1 92,6 92,3 92,2

2 93,1 92,6 92,7

5 94,4 93,1 93,2
10 95,4 94,6 93,9
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Os valores de absorvancia obtidos ao longo dos 12 minutos de medicao para cada uma
das concentracdes das varias amostras estao descritos nas seguintes tabelas. Os valores de
absorvancia descritos para o NDGA resultam da média dos valores obtidos nos trés ensaios que

foram realizados.

Tabela C. Média dos valores de absorvancias medidos ao longo de 12 minutos para as concentragdes de
0.5, 1,2, 5e 10 mg/mL de NDGA

Tempo Concentracao de NDGA (mg/mL)

(min.)
2 0,222 0,244 0,230 0,191 0,177
4 0,361 0,386 0,369 0,335 0,318
6 0,431 0,46 0,437 0,408 0,389
8 0,475 0,504 0,481 0,450 0,428
10 0,501 0,533 0,524 0,479 0,451
12 0,524 0,554 0,545 0,497 0,469

Tabela D. Média dos valores de absorvancias medidos ao longo de 12 minutos para as concentragoes de

0.5, 1, 2, 5 e 10 mg/mL de extrato de Caules e Folhas de Pterospartum tridentatum

Tempo Concentracao do extrato de Caules e Folhas (mg/mL)

(min.)
2 0,198 0,205 0,222 0,230 0,196
4 0,335 0,347 0,360 0,380 0,302
6 0,414 0,415 0,429 0,470 0,347
8 0,461 0,479 0,472 0,518 0,397
10 0,492 0,511 0,500 0,575 0,429
12 0,514 0,531 0,503 0,598 0,462

Tabela E. Média dos valores de absorvancias medidos ao longo de 12 minutos para as concentragoes de

0.5, 1, 2, 5 e 10 mg/mL de extrato de Flores de Pterospartum tridentatum

Tempo Concentracao do extrato de Flores (mg/mL)

(min.) 0,5 1 2 5 10
2 0,048 0,091 0,124 0,141 0,126
4 0,178 0,233 0,239 0,280 0,257
6 0,247 0,306 0,300 0,353 0,327
8 0,290 0,349 0,344 0,401 0,371
10 0,314 0,381 0,369 0,435 0,404
12 0,332 0,403 0,392 0,455 0,420
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“0 papel do Farmacéutico no mundo é tdo nobre qudo vital.

O Farmacéutico representa o 6rgdo de ligagcdo entre a medicina

e a humanidade sofredora. E o atento guardido do arsenal

de armas com que o Médico combate as doencas. E quem atende

as requisicoes a qualquer hora do dia ou da noite.

O lema do Farmacéutico é o mesmo do soldado: servir. Um serve a

pdtria; outro serve a humanidade, sem nenhuma discriminacdo de cor ou raca.”

Monteiro Lobato
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