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palavras-chave

resumo

Pterospartum tridentatum, atividade anti-inflamatoria, atividade anti-
acetilcolinesterase.

O Pterospartum tridentatum é um arbusto usado na medicina tradicional
Portuguesa no tratamento de vérios problemas de saude. Existe, no entanto,
pouca informacgdo na literatura que suporte cientificamente os efeitos que lhe
sdo atribuidos. Assim, este trabalho visou isolar novos compostos da raiz, do
caule e das folhas do arbusto Pterospartum tridentatum, sendo posteriormente
feita a avaliacdo in vitro da sua atividade anti-inflamatéria e in chemico da
atividade anti-acetilcolinesterase, de modo a comprovar o seu uso na medicina
tradicional. Foram preparados os extratos etandlicos destas trés seccdes e
feita a sua caracterizagdo usando UHPLC-MS-ESI/MS". Procedeu-se também
ao isolamento de 3 flavonoides prenilados dos extratos da raiz, sendo um
deles isolado pela primeira vez. O potencial anti-inflamatério dos extratos das
diferentes secgBes foi avaliado in vitro em macréfagos estimulados com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Foi avaliado o efeito a nivel da producéo
de O6xido nitrico NO, da expressdo das proteinas iINOS e COX-2 e da
transcricao de varios genes pro-inflamatérios como 111, Nos2, 116, Ptgs2 e Tnfa.
Atendendo aos dados obtidos verificou-se que todos o0s extratos inibem
significativamente a producdo de NO induzida pelo LPS, em resultado de uma
diminuicdo da transcricdo do gene Nos2 e da consequente expressdo da
enzima por iINOS por ele codificada. Verificou-se também que todos os
extratos exibem atividade antioxidante significativa a nivel celular. O extrato do
caule mostrou ainda inibir a expressdo de COX-2 induzida pelo LPS, sendo
este efeito devido a uma diminui¢cdo da transcricdo do respetivo gene Ptgs2.
Adicionalmente, foi possivel verificar que todos os extratos inibem
significativamente a transcricdo da citocina inflamatéria IL-1B. Quanto a
atividade anti-acetilcolinesterase ndo foi possivel verificar se o0s extratos
apresentam atividade inibidora relevante. Em suma, 0s extratos tém
caracteristicas anti-inflamatérias que suportam alguns dos usos da
Pterospartum tridentatum na medicina tradicional.



keywords

abstract

Pterospartum tridentatum, anti-inflammatory activity, anti-acetylcholinesterase
activity.

Pterospartum tridentatum is a shrub used in Portuguese traditional medicine for
the treatment of various health problems. However, there is little information in
the literature that scientifically supports the effects attributed to it. Thus, this
work aims to isolate new compounds from the root, stem and leaves and to
evaluate in vitro the anti-inflammatory activity and in chemico anti-
acetylcholinesterase activity, in order to prove their use by traditional medicine.
The ethanolic extracts of these three sections were prepared and the
characterization was performed using UHPLC-MS-ESI/MS". It was also
possible to isolate 3 prenylated flavonoids from the root extract, one of them
being isolated for the first time. The anti-inflammatory potential of the extracts
from the different sections was evaluated in vitro on bacterial
lipopolysaccharide (LPS) stimulated macrophages. The effect on the
production of nitric oxide NO, the expression of the iINOS and COX-2 proteins
and the transcription of several pro-inflammatory genes like Il1, Nos2, Ptgs2
and Tnfa were evaluated.

Based on the data obtained, it was verified that all the extracts significantly
inhibit the NO production induced by LPS, because of a decrease in the
transcription of the Nos2 gene and the consequent expression of the enzyme
by iINOS encoded by it. We also found that all extracts show significant
antioxidant activity at the cellular level. The extract of the stem also showed to
inhibit the expression of COX-2 induced by LPS, being this effect due to a
decrease of the transcription of the respective gene Ptgs2. Additionally, it was
possible to verify that all the extracts significantly inhibit the transcription of the
inflammatory cytokine IL-1B. As for the anti-acetylcholinesterase activity, it
wasn’t possible to verify if the extracts present a relevant inhibitory activity. In
sum, the extracts have anti-inflammatory and anti-acetylcholinesterase
characteristics that support some of the uses of Pterospartum tridentatum in
traditional medicine.
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1. Introducéo

As plantas desenvolveram ao longo do seu processo evolutivo formas de sobrevivéncia
no seu meio ambiente, tirando muita das vezes partido dos metabolitos intermediarios do
metabolismo primario — metabolitos secundarios. Estes compostos garantem a sobrevivéncia do
organismo que o produz e apresentam normalmente atividades bioldgicas relevantes. Estas
atividades levam a que produtos naturais sejam usados em diversas industrias, como fonte de
agentes antioxidantes®, antif(ngicos®, antibacterianos>®, entre muitos outros’®. In(meras
plantas sdo usadas desde a antiguidade para o tratamento de doencas que acometem o ser
humano. Estima-se que nos dias de hoje cerca de 80% da populacdo mundial®® utiliza
formulagcdes medicinais tradicionais. Cerca de 50% dos farmacos em circulagdo sdo direta ou

indiretamente derivados de compostos de origem natural**.

2. Pterospartum tridentatum
Ha& uma grande quantidade de plantas com propriedades medicinais que sdo usadas em
varias partes do mundo, contudo 0s seus constituintes ativos e mecanismos de acdo sdo
frequentemente desconhecidos. Um exemplo desta situacdo € a planta portuguesa Pterospartum

tridentatum.

Pterospartum tridentatum (Spach) K. Koch [=Chamaespartium tridentatum (L.) P.
Gibbs.; Genista tridentata L.] é um arbusto endémico da Peninsula Ibérica pertencente a
subfamilia Papilionoideae e a familia Fabaceae'®, localmente conhecido como carqueja,
cargueija, flor-de-carqueija ou querqueijeira. A P. tridentatum é conhecida em muitas regides

»13 e tem muitas aplicacbes na medicina tradicional, onde sdo

como “a planta que cura tudo
utilizadas infusdes das flores, folhas e dos caules secos. Esta planta foi descrita pela primeira
vez por Koch (1996)* como Pterospartum através das descricdes de Spach (1977), que tinha
considerado esta planta como Genista. Também foi descrita como Chamaespartium por Franco
(1971), mas apos consideracdo Pterospartum tornou-se um taxon monotipica pertencente a
tribo Cytiseae e a subtribo Genistinae. A espécie Pterospartum tridentatum é composta por trés

subespécies™: subsp. tridentatum, subsp. cantabricum e subsp. lasianthum. As diferencas



fitoquimicas entre eles sdo desconhecidas, contudo as diferengas fenotipicas baseiam-se na

presenca ou auséncia de flores ou de tricomas nas pétalas.

Uma pesquisa etnobotanica realizada por Novais™ (Tabela 1), cujo objetivo foi
descobrir os conhecimentos que a populagdo tinha sobre plantas medicinais na regido, revelou
que existiam varias plantas que eram usadas como medicinas alternativas, sendo uma delas a
carqueja. Na Tabela 1 podem ver-se as diversas aplicacdes que foram descritas. Contudo,
existem poucos artigos na literatura que descrevem as atividades inflamatérias deste arbusto™®
18 Nestes artigos foi descrito o isolamento de 9 compostos flavonoides a partir da carqueja
(Tabela 2), os quais ja tinham sido previamente isolados noutras plantas e que apresentam uma
vasta gama de atividades bioldgicas. Um dos compostos, a genisteina, frequentemente

19-21 sendo mesmo usada

referenciada na literatura pela sua diversidade de atividades bioldgicas
em algumas aplicacOes terapéuticas, como por exemplo na Terapia de Reposicdo Hormonal
(TRH) em mulheres pés-menopausa®. A anélise quimica (LC-MS) dos extratos aquosos das
flores revelou ainda a existéncia de varios flavonoides, alguns deles glicosilados (Tabela 3).
Um deles, a biocanina A, é um flavonoide cuja atividade anti-inflamatéria®® e antiproliferativa®

tem sido descrita varias vezes na literatura.

Tabela 1: Utilizacdo do arbusto P. tridentatum que foram descritos na pesquisa etnobotanica de

Novais"” de modo a descobrir algumas plantas medicinais na regido.

Secdousada Condicdo Administracéo Beneficios

Flores Seca Oral Tratamento da hipoglicémia,
constipagBes, gota, acido Urico, anti-
hipertensivo, anti-hipercolesterolémico,
digestivo, antitussico, circulacédo
sanguinea, hepatoprotetor, analgésico
gastrico, anti-inflamatério intestinal,

antiespasmadico renal e
emagrecimento;
Seca Externa Cicatrizante;
Flores e Folhas Seca Oral Doencas da vesicula, anti-hipertensivo,
para a azia;
Partes Aéreas  Seca Oral Doencas da vesicula, antiespasmodico
intestinal.
Seca ou Oral Anti-diarreico

Fresca




Tabela 2: Compostos isolados dos extratos aquosos das flores previamente descritos na literatura.

Estrutura Substituintes Algumas Atividades

Biologicas Descritas
. (Referéncia)

Rl,Rg,R(;:H 5,5’-Di-
R,=0-Glu hidroxi-3’-
R4,R7=0OH metoxi-
Rs=0-Me isoflavona-7-
0-p-
glicosideo
R{,R3,R=H 7-Metilorobol *
R,=0-Me
R4,R5,R6:OH
R1,R3Rs R7=H Genisteina Anti-angiogénico®,
R,,R4Re=OH hepatoprotector?®#,
R1,R3,Rs,R,=H Genistina cardioprotetor®=,
R4,R¢=OH outras atividades®
R,=0-Glu
R1,R3,Rs,R7=H Prunetina Anti-obesidade™,
R4,Rs=OH inibidor da
R,=0-Me testosterona 50~
reductase®, inibidor
da PDE4*, outras
atividades®” >
R1,R3,Rs,R,=H Sissotrina *
R2=O-G|u
R,=0OH
Rs=0-Me
R{,Rs=H Miricetina-6- *
R2,R4,Re,R7,Rg=OH C-glucosideo
R3:G|U
R;R3Rs=H Rutina Anti-inflamatério®~
Rz R4 Re,R7=0H 2 anti-
Rg=0-RhaGlu trombotico™®*, anti-
diabético™*®, outras
atividades*
R:R3R/=H Isoquercitrina  Antioxidant™,
R2 R4 Rs,Re=0OH Tratamento de
Rg=0-Glu asma’?, outras
atividades® >

* Sem atividades bioldgicas descritas na literatura; todos os compostos foram extraidos do extrato aquoso das

flores.



Tabela 3: Compostos putativamente identificados nos extratos aquosos das flores, folhas e do caule do

arbusto Pterospartum tridentatum usando técnicas cromatograficas (LC-MS).

| Compostos identificados nos extratos aquosos |
Composto Identificado Secédo da Planta

Di-hidroquercetina-6-C-hexosideo Flores™

Miricetina-6-C-hexosideo

Quercetina dioxi-hexosil-hexosideo

Quercetina-3-O-rutinosideo

Isoquercitrina

Quercetina-O-hexosideo

Genistina

5,5’-Di-hidroxi-3’-methoxi-isoflavona-7-O-g-glicosideo

Genisteina-8-C-glucosideo

Metilbiocanina A/Metilprunetina O-hexosideo

Genisteina

Derivado de Metilbiocanina A/Metilprunetina

Biocanina A O-hexosideo-O-hexosideo

Sissotrina

Biocanina A O-acetil-hexosideo-O-hexosideo

Biocanina A O-hexosideo

Biocanina A

Prunetina

7-O-Metilorobol

Metilbiocanina A/Metilprunetina

Puerarina Folhas e do Caule™®

Daidzeina

Genistina

Os flavonoides e isoflavonoides apresentam uma diversidade de atividades bioldgica
resultante da presenca de diferentes grupos substituintes na sua estrutura quimica base. As
caracteristicas mais comuns nestes compostos sdo hidroxilagcdes, metilacdes e a presenca de
glicosideos, que fornecem aspetos essenciais para a atividade biologica do
flavonoide/isoflavonoide. A hidroxilacdo é a substituicdo mais comum nas estruturas de
aglicona. Esta substituicdo tem implicacdes importantes em certas atividades bioldgicas como,
por exemplo, na atividade antiviral para o virus H5N1°’. A aplicacdo de 5,7-di-

hidroxiflavonoides a células infetadas pelo virus inibiu a replicagdo do mesmo nas células



infetadas. Outro fator influenciadora é a quantidade de grupos hidroxilos presentes: quanto
maior o nimero de substituicdes menor é a hidrofobicidade® e maior é a sua atividade
antioxidante. A glicosilacdo, tal como a hidroxilagdo, aumenta a variedade de compostos
presentes nas plantas medicinais. A presenca de agUcares na estrutura dos flavonoides varia ndo
s6 com o tipo de agulcar (glucose, galactose, ramnose, etc) mas também com a sua posicdo na
estrutura do flavonoide. Por exemplo, aglcares nas posi¢fes 3-OH e C-8, como acontece na
rutina e puerarina, conferem-lhe uma maior atividade antiviral do que flavonoides sem
glicosilagdes como a daidzeina®. A metoxilacdo é também um fator influenciador da
capacidade biolégica que os flavonoides apresentam, visto que esta influencia a fluidez
membranar®® diminuindo a passagem de certas bactérias e virus. Esta substituicdo também
influencia a atividade proliferativa, uma vez que compostos 3’-metoxilados apresentam maior
poder inibitério (ex. diferenca entre os compostos nobiletina e tangeretina)®’. Todos estes
fatores garantem uma diversidade de compostos que podem estar presentes nas plantas

medicinais, explicando a sua utilizagdo na medicina tradicional.

Os compostos ja identificados na P. tridentatum apresentam algumas destas substitui¢des
e tém sido descritos como tendo atividade bioldgica relevantes. A genisteina, por exemplo,
reduz véarios mediadores inflamatérios tendo sido descrito como um forte anti-inflamatério?”®?
e tem atividade neuroprotetora®™®*. Por sua vez a prunetina tem sido descrita como um forte
anti-inflamatorio, reduzindo a producdo de 6xido nitrico e inibindo a expressdo de mediadores
inflamatérios®, tais como PGE, e COX-2. Tal como se pode ver da Tabela 2, dos poucos
compostos que foram isolados de P. tridentatum alguns apresentam imensas atividades
bioldgicas, no entanto a informacdo na literatura sobre as atividades biol6gicas da planta é
escassa. Dado ser uma planta cujos extratos sdo amplamente usados na medicina tradicional,
tornam-se prementes estudos mais aprofundados acerca do potencial farmacoldgico deste

arbusto.

2.1  Atividade anti-inflamatoéria
A obtencdo de extratos de determinada planta tem geralmente por objetivo efetuar

estudos de avaliacdo de possiveis atividades bioldgicas e assim sustentar cientificamente a sua



utilizacdo empirica na medicina tradicional. Dada a utilizagdo desta planta para o tratamento de
sintomas inflamatorios € crucial o estudo da sua atividade inflamatéria. Um dos ensaios mais
frequentemente realizado é o de pesquisa da atividade anti-inflamatéria. O processo
inflamatorio €, na sua esséncia, um mecanismo de defesa que visa eliminar potenciais causas de
dano para o organismo®, protegendo-o contra infecdes e células danificadas ou alteradas que
possam ser uma ameaca. No entanto, quando prolongada no tempo ou muito exacerbada, a
inflamacdo acaba por ter efeitos deletérios danificando tecidos normais. A pesquisa de novos
medicamentos que possam ajudar a aliviar os sintomas da inflamagdo ou simplesmente inibi-la
é uma grande preméncia para a medicina atual. Existem indmeras plantas cuja utilizagdo na

medicina tradicional assenta precisamente nas suas propriedades anti-inflamatérias.

A nivel molecular, o processo inflamatério € desencadeado pela interacdo de um padrao
molecular associado a um agente patogénico (PAMP) com um recetor de reconhecimento de
padrdes (PRR)® presente na superficie das células do sistema imunitario. Estes recetores, dos
quais se destacam os TLRs, traduzem de seguida o sinal de perigo através de uma complexa
cascata de sinalizacdo intracelular que culmina com a ativacdo de fatores de transcri¢do tais
como o NF-kB, c-JUN, IRFs e STAT. O fator de transcrigdo NF-kB ¢ um elemento central no
processo inflamatdrio e na imunidade inata. Ele encontra-se no citoplasma ligado a proteina
IkBo®’, que inativa a sua translocacdo para o ndicleo. Quando a IkB cinase ¢ ativada, fosforila a
IxBa levando a sua ubiquitinagdo e posterior degradacao pelo proteosoma. O NF-kB fica entao

livre e sofre translocacdo para o nicleo da célula®"®®

onde vai ativar a transcri¢do de inimeros
mediadores inflamatérios tais como IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, iNOS e COX-2, entre outros. O
NF-xB é composto por duas subunidades®, a p50 (NF-xB B1) e a p65 (RelA), mas também
podera ter duas outras proteinas pertencentes a familia proteica Rel, p52, RalB e cRel. A
inflamac&o passa ainda pela ativag&o de vias intracelulares como a PI3K/Akt", as MAPKs'""

e a IRF3"°.
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Figura 1: Esquema de um dos mecanismos do processo inflamatdrio. As moléculas adaptadoras TIRAP
e MyD88" traduzem o sinal recebido pelo TLR?, ap6s o reconhecimento de um agente patogénico,
iniciando a cascata de eventos que leva a ativacdo do NF-«kB e da sua translocagdo para o nicleo. Por
outro lado, a TRAF6 leva a ativacdo das MAPKSs, ativando a Erk1/2, a JNK ou a p38, que ultimamente
levam a translocagdo da AP-1 para o nucleo, um fator de transcri¢do que controla a diferenciacéo,

proliferacdo e apoptose celular.

O processo inflamatdrio é uma cadeia complexa de eventos, e a avaliagdo bioldgica dos
extratos de plantas ou seus constituintes passa por um conjunto de ensaios in vitro e/ou in vivo
que visam averiguar elementos chave desse processo. As técnicas in vivo mais utilizadas
recorrem ao uso de ratos albinos Wistar, enquanto que nos ensaios in vitro séo usadas linhas

celulares de mondcitos/macréfagos”, como por exemplo as RAW264.7, THP-1, J774.2, entre



outras. Grande parte dos estudos, fundamentalmente a nivel de screening, sdo efetuados usando
linhas celulares. Uma das linhas celulares mais usadas para uma analise preliminar de atividade
anti-inflamatoria é a linha celular de macrofagos RAW264.7. A RAW264.7 permite uma
avaliacdo das vias suprimidas ou estimuladas pelo extrato, permitindo o estudo a nivel
molecular do mecanismo de acdo dos componentes da planta. O ensaio consiste em expor as
células a uma concentra¢do ndo citotoxica de extrato seguindo-se a estimulacdo das mesmas
com agentes inflamatdrios, como por exemplo citoquinas ou lipopolissacarideos bacterianos
(LPS). S&o de seguida avaliados parametros ligados ao processo inflamatorio tais como a
ativacdo de fatores de transcricdo, a expressdo de enzimas, e a producdo e libertacdo de
citoquinas e mediadores inflamatorios (prostaglandinas, leucotrienos e oxido nitrico (NO)).
Entre os parametros de maior utilidade na avaliacdo de atividade anti-inflamatoria em ensaios
in vitro encontram-se a expressdo das enzimas iNOS e ciclo-oxigenase (COX-2). A iNOS néo ¢
expressa constitutivamente nos macréfagos, sendo apenas fortemente induzida apos
estimulagdo, por exemplo, por agentes patogénicos ou seus componentes. A iINOS é
responséavel pela producdo de 6xido nitrico (NO)"™ na ordem dos M, através da oxidacdo da L—
arginina. O NO difunde-se rapidamente criando um ambiente citotoxico que promove a
destruicdo dos microrganismos invasores*, sendo um dos mais efetivos meios de defesa contra
infecdes. A COX-2 é, tal como a iNOS, uma proteina responsavel pela formacao de mediadores
pro-inflamatoérios. A COX-2 converte o0 &cido araquidonico (AA) em prostaglandina H2 através
da oxidacdo do AA e da adicdo de duas moléculas de oxigénio ao sitio oxidado, cuja reducdo
pela peroxidase da COX-2 transforma a prostaglandina G2 em prostaglandina H2 (PGH2)*°. A
PGH2 pode ser modificada de vérias formas, dependendo do tecido em que é produzida. A
conversdo da PGH2***° pode ocorrer pela tromboxano-A sintase para formar tromboxano A2
(TXA2), pela prostaciclina sintase para formar prostaciclina (PGI2), pela prostaglandina D2
(PGD) sintase para formar PGD2 ou pela prostaglandina E (PGE) sintase para formar PGE2. O
tromboxano A2, que estd presente nas plaquetas sanguineas, onde a PGH2 é convertida a
TXAZ2, causa a agregacdo das plaquetas sanguineas ao aumentar a concentracdo de calcio no
citoplasma que causa a fusdo das mesmas. O TXA2 tem um efeito oposto da PGI2, que é
produzido pelas paredes dos vasos sanguineos, e serve como Vvasodilator e indutor de

proliferacdo das células do musculo liso®. A PGD2 que é produzida pelos mastécitos e



macréfagos é um potente vasoconstritor, agente pirogénico e potenciador do processo

inflamatorio®?.

Tal como foi referido anteriormente, existe pouca informacéo na literatura a sustentar as
atividades bioldgicas atribuidas ao arbusto Pterospartum tridentatum. Pelo nosso conhecimento
ndo existe nenhum estudo a avaliar diretamente a atividade anti-inflamatoria deste arbusto,
embora 0s seus usos sejam principalmente para o alivio de sintomas de inflamacdo. Dos
estudos fitoquimicos realizados, provou-se que existem alguns compostos que possam explicar
0 uso desta planta para aliviar sintomas de inflamagdo, tal como a genistina, genisteina,
prunetina e a rutina. Todos estes compostos previnem a translocagdo do NF-Kb para o nticleo
ao interferir com o complexo IKK, e suprimem a ativacdo da p38 e JNK, diminuindo a
producdo de varios mediadores inflamatérios (Tabela 2). Contudo, estes sdo s6 4 dos 9
compostos ja isolados dos extratos aquosos das flores do P. tridentatum, o que significa que
outros compostos possam possuir caracteristicas anti-inflamatdrias ainda por referenciar.
Embora a parte mais consumida da planta sejam as folhas e as flores sob a forma de infuséo,
ainda nao existem estudos que avaliem as caracteristicas quimicas da raiz, do caule ou das

folhas como sec@es individuais.

2.2 Atividade anti-acetilcolinesterase

As doencas neurodegenerativas sdo um vasto grupo de doencas que progressivamente
afetam a estrutura e funcdo dos neuronios. Este leque de doencas afeta maioritariamente a
populacdo idosa e normalmente estdo associados a alteragdes citoldgicas e genéticas que levam
a alteracdo da massa cinzenta do SNC, progressiva perda de neurénios e aumento de agregados
proteicos. A doenca neurodegenerativa que mais afeta a populacdo idosa € a doenca de
Alzheimer (DA). Esta doenca leva a sucessiva perda das funcdes cognitivas e alteracdes no
comportamento’, levando ultimamente & completa incapacidade do paciente. As causas da DA
tém uma natureza complexa, dependente de varios fatores ambientais e genéticos. Existem
varias hipoOteses competitivas que tentam explicar o mecanismo da doenca de forma a encontrar
a causa principal que despoleta todo o processo caracteristico da mesma. Uma das causas que

tem sido evocada para explicar a DA sdo as anomalias que ocorrem na enzima colinesterase "



(Figura 4). Existem dois tipos de colinesterases, a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase. A
acetilcolinesterase (AChE) é uma esterase libertada na fenda sinaptica, que termina a
transmissdo do sinal ao clivar a acetilcolina em colina e &cido acético. A colina é reabsorvida
pelo neurdnio e usada para formar uma nova molécula de acetilcolina com a ajuda da enzima
colina acetiltransferase e de acetil-CoA”". A inibicdo reversivel ou irreversivel da AChE, em
pacientes com DA, leva ao aumento da concentracdo de SAPP e proteina cinase C (PKC),
favorecendo a passagem ndo amiloidogénica pela estimulacdo da atividade da a-secretase
mediada pela PKC. A forma como a AChE interage com as placas senis tem sido recentemente
descrita. A ACh, presente no nucleo das placas senis, forma complexos AB/ACh que aumentam
a neurotoxicidade amiloide. A ACh glicosilada associada ao nucleo amiloide das placas senis é
estimulada na sua sintese pela amiloide-p®", levando & acumulagdo dentro ou perto da placa e
aumentando o deposito de APP nos neuronios. Assim, interveng6es farmacoldgicas que possam
prevenir a interagdo com a AChE poderéo retardar a progressao da DA (Figura 4). A enzima
butirilcolinesterase tem funcGes similares a AChE, contudo encontra-se no plasma sanguineo e
é sintetizada pelo figado. A sua funcdo é hidrolisar diferentes tipos de ésteres com colina,
nomeadamente succinilcolina e farmacos analgésicos/antipiréticos (ex. acido acetilsalicilico).
Pacientes com deficiéncia ou excesso de BChE (hipo- ou hipercolinesterasemia) podem estar
vulneraveis a paralisia neuromuscular prolongada®. Outro papel da BCh é a sua capacidade de
substituir a AChE ap0s esta ter sido inibida, ampliando o efeito de certos medicamentos no
tratamento da DA. Assim, pacientes com DA que tenham niveis baixos de BChE podem néo
tolerar os inibidores de AChE®! sendo necessério o estudo do efeito que certos farmacos tém

em ambas estas enzimas.

Esta doenca apresenta varias caracteristicas, nomeadamente, a presenca de placas
amiloides e emaranhados neurofibrilares, compostos maioritariamente de peptideos AP e
proteina tau hiperfosforilada, respetivamente. Estes levam a progressiva perda da funcao
sinaptica e neuronal, acompanhada de sérios danos no citoesqueleto axonial e dendritico,
levando a falha e interrupcdo no transporte de neurotransmissores. A perda de neurdénios ocorre
em certas regides subcorticais®, levando a atrofia cortical e degeneracdo nos I6bulos temporal e

parietal e, partes do cortex frontal e limbico.
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As placas amiloides sdo depositos densos e insoliveis do peptideo B-amiloide e materiais
celulares que se acumulam no espaco extracelular a volta dos neurdnios. Estas placas sdo feitas
de peptideos de 39-43 aminoacidos, chamados de B-amiloide (AB)®. Este &, por sua vez, um
fragmento proteico da chamada proteina percursora da amiloide (APP), uma proteina

transmembranar essencial para o crescimento neuronal®

, sobrevivéncia neuronal e reparacéo de
danos neuriticos. A degradacéo proteolitica da APP por parte das enzimas - e y-secretase leva
a formacdo e agregacdo de fibras amiloides insolluveis produzindo formacGes densas
conhecidas como placas senis®. Outros possiveis efeitos dos agregados AB sio a interferéncia
no transporte de fragmentos SAPPa neuroprotetores para fora da célula. Consequentemente, a
retencdo destas proteinas afeta o trafico de APP cuja caracterizacdo dos efeitos induzidos pelo
AP no transporte vesicular de APP/sAPP podera indicar alteragfes dinamicas no citoesqueleto.
Os emaranhados neurofibrilares, por seu lado, sdo agregados de proteina tau hiperfosforilada
associada a microtibulos (MAPT), que se acumulam no interior dos neurénios. A
hiperfosforilacdo desta proteina leva a diminuicdo da sua afinidade a tubulina®, emparelhando-
se com outras proteinas hiperfosforiladas (proteina tau, MAP2, entre outros), produzindo

filamentos helicoidais que desintegram o sistema de transporte neuronal.
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Figura 2: Processo amiloidogénico e ndo amiloidogénico. A enzima f-secretase cria um fragmento

insoluvel que se complexa entre si para formar placas senis no meio extracelular. Estes formam

74,75

complexos com a acetilcolina que aumenta a formacdo de agregados A", criando um sistema de

feedback positivo.

Alguns extratos ou compostos naturais tém provado ser bons inibidores da
acetilcolinesterase. Como por exemplo, a quercetina e a mucluraxantona apresentam uma
atividade inibitéria dependente da concentracdo®. No caso da P. tridentatum n3o existem
quaisquer estudos a avaliar atividades biologicas relacionadas com doencas neurolégicas ou

888 na qual esta planta se encontra

atividades calmantes. Sabe-se que na familia Fabaceae
agrupada, existem varias plantas com alcaloides e flavonoides com propriedades
antidegenerativas, nomeadamente, que previnem certos sintomas caracteristicos da doenca de

Alzheimer. Dada a falta de conhecimento sobre as propriedades e 0s compostos que constituem
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as diferentes seccOes da P. tridentatum, a avaliagdo das propriedades calmantes ou
neuroprotetoras revela-se um campo bastante promissor. Embora existam alguns estudos que
tentem isolar compostos dos extratos aquosos das folhas nesta planta, ha uma auséncia de

informacéo sobre o porqué desta planta ser usada como um cha anti-inflamatorio.

3. Objetivos:

O objetivo do presente trabalho passou pelo estudo da composicdo quimica da planta P.
tridentatum, assim como pela avaliagéo in vitro e in chemico da atividade anti-inflamatorio e
atividade anti-acetilcolinesteras, respetivamente, dos extratos etandlicos da raiz, do caule e da
folha. Foram também isolados compostos do extrato da raiz com o objetivo de investigar esta
seccdo da planta nunca previamente estudada. Este trabalho constituiu, de acordo com o0 nosso
conhecimento, a primeira analise das sec¢6es individuais da planta — raiz, caule e folhas - e da

respetiva atividade anti-inflamatoria e anti-colinesterase.

4. Material e métodos
4.1 Material vegetal e preparacdo dos extratos

A planta Pterospartum tridentatum foi recolhida em populacfes selvagens na area da
Serra da Estrela (Centro de Portugal) no fim da sua época de floracdo (Agosto, 2015). O
material vegetal foi identificado pela Doutora Rosa Pinho e outros colaboradores do
Departamento de Biologia e do Herbario da Universidade de Aveiro como sendo Pterospartum
tridentatum subsp. lasiantum. Apos a recolha total da planta (desenterrada do solo), esta foi
deixada a secar durante 1 més sendo posteriormente dissecada para obter as trés secc¢des — raiz,
caule e folhas. A distin¢do entre o caule e as folhas foi feita com base no seguinte principio: as
seccOes consideradas folhas sdo as &reas do arbusto que realizam fotossintese, e como tal as
partes como o caule com asas realizam fotossintese, logo foi tratado como “nervura” e
considerada como parte das folhas. Feita a separacdo dos 6rgdos, cada secdo — raiz, caule e
folhas - foi triturada usando o moinho Retsch SKI com martelos cruzados equipados com
peneira de 1 mm (40-mesh).
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4.2 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massa

Os solventes usados (hexano, diclorometano, acetona, acetato de etilo e metanol) para
obter as diferentes fracGes por cromatografia em camada fina (TLC) e na separacdo em placas
de silica preparativa (20x20) foram bidestilados. Os solventes usados para obter os espectros de
RMN foram cloroférmio deuterado (CDCl5) e acetona deuterada. As experiéncias usando RMN
(*H, *c, DEPT, COSY, DEPT 90, HSQC e HMBC) foram realizadas usando os
espectrometros Bruker Avance 300 e Avance 500 ou Avance 700 (300,13, 500,13 e 700,13
MHz para 'H, 75,47, 125,77 e 700,13 MHz para *C) usando tetrametilsilano (TMS) como
padrdo interno. Os desvios quimicos (8) sdo expressos em ppm (partes por milhdo) e as
constantes de acoplamentos (J) estdo em Hz (Hertz). As experiéncias usando espectrometria de
massa foram realizadas com o espectrometro Micromass Q-TOF2 com ionizagdo por
electrospray em modo positivo (ESI™), operando com um cone de 30 V. As cromatografias
preparativas foram realizadas em placas de vidro (20x20 cm) cobertos por uma camada fina de
silica gel (Merck silica gel 60 F,s, ativado a 110°C durante 12-14 h) e as bandas foram
observadas usando uma lampada de UV (A 254 e 366 nm). A otimizacgdo dos eluentes usados
para fracionar os extratos foi efetuada em placas preparativas de TLC laminadas com Merck
silica gel 60 GFzs4. A cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa (LC-MS) foi
realizada usando o cromatografo de ultra-performance Ultimate 3000RSLC Thermo
SCIENTIFIC acoplado ao espectrometro de massa LTQ XL Linear lon Trap 2D com ionizagédo

por electrospray em modo positivo (ESI™), operando com um cone ortogonal.

4.3  Extracdo e isolamento

A extracdo dos compostos foi feita com um aparelho de Soxhlet (Figura 3). Porcdes de
cada seccdo foram devidamente pesadas (Tabela 4) num cartuxo limpo, tapado com algodéo
neutro e colocado no aparelho de Soxhlet. Os cartuxos foram limpos e secos entre cada
utilizacdo. Apos estarem secos, uma nova amostra da outra sec¢do foi inserida no cartuxo e
tratada da mesma forma como descrito em cima. Cada amostra foi deixada em refluxo no
aparelho de Soxhlet durante 8 h com 3 L, 2 L e 2 L (raiz, caule e folhas, respetivamente) de

etanol 99%, findo o qual cada extrato foi devidamente evaporado a secura. Na Tabela 4 estdo
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resumidas as quantidades de amostra usada para cada secgdo. Foram realizadas extragoes de
quatro amostras de cada seccao, num total de amostra vegetal de 624.31 g, 533.68 g € 515.86 ¢
de raiz, caule e folhas, respetivamente (Tabela 4). A primeira extracdo de cada uma das sec¢oes
sofreu dois ciclos de extracdo. Isto serviu para avaliar o processo de extracdo de Soxhlet, tendo
por objetivo verificar se existia quantidade mensuravel na segunda extracdo, que implicaria
repetir a extracdo por Soxhlet com a mesma amostra tantas vezes quanto necessarias até que
houvesse uma quantidade extraida de %m/m inferior a 5%. Como nesta segunda extracdo se
obtiveram valores de %m/m <2%, a partir dai s6 foi realizada uma extracdo para cada amostra.
Os extratos resultantes dos dois ciclos da primeira extragéo de cada sec¢do foram juntas para o
mesmo baldo e usados para 0s ensaios bioldgicos. As restantes trés extragdes realizadas com
amostras diferentes, foram juntas para o mesmo baldo e usado para o isolamento dos

componentes puros.
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Figura 3: Imagem da montagem de Soxhlet em funcionamento com uma amostra. A legenda da figura
é: 1 — condensador; 2 — mangueira com saida de &gua; 3 — mangueira com entrada de 4gua; 4 — camara

de Soxhlet; 5 — cartuxo com a amostra; 6 — baldo de fundo redondo; 7- manta de aquecimento;

Tabela 4: Massa do extrato de raiz, do caule e das folhas obtidas para a analise das atividades

bioldgicas e para o isolamento de compostos, apds estarem completamente secos.

Extrato p/Atividades Bioldgicas Extrato p/Isolamento de Compostos
SaETs Miotal de Miotal Rendimento Miotal de_ Miotal Rendimento
extrato amostra  daextragdo  extrato obtido  amostra da extragéo
obtido (g) usada (g) (%) (0) usada (g) (%)
26.267  155.873 16.85 83.634 624.309 17.85
26.834  132.745 20.21 71.856 533.676 17.92
29.912  126.499 23.64 116.525 515.856 29.93

16



O extrato da raiz (R) foi fracionado a frio com cinco solventes de polaridade crescente:
hexano (H), diclorometano (D), acetato de etilo (AE), acetona (A) e metanol (M). Cada eluente
foi deixado a fracionar durante 3 h, onde apés terminar este tempo, o solvente foi filtrado para
um baldo pesado e etiquetado. O resto do extrato que ndo ficou dissolvido foi deixado a agitar
numa nova quantidade de solvente, repetindo o processo descrito até completar um ciclo de
fracionamento de 24 h. Apos as 24 h, o extrato foi seco e posto a agitar da mesma forma com o
proximo solvente de polaridade crescente. Cada fracdo foi evaporada a secura usando um

evaporador rotativo obtendo as quantidades mencionadas na Figura 4.

Hexano (RH)
(1.858 g)

(13.194 g)

8)

Acetona (RA)
(26.392 g)

Metanol (RM)
(5.8218)

Figura 4: Fluxograma das massas obtidas pelo fracionamento do extrato da raiz (R).

A fracdo de hexano da raiz (RH, 1858 mg) foi separada por cromatografia em coluna de
silica gel e eluida com um sistema gradiente de polaridade crescente diclorometano:acetona (0-
100%). Desta coluna, recolheram-se 32 fragdes que foram combinadas baseadas no perfil do
TLC criando as fra¢Bes principais RH1-RH5. As fracGes obtidas de 1 a 6 foram unidas para
formar a fracdo RH1 (464 mg). Este, originou um precipitado branco que foi previamente
filtrado num funil de prego, usando acetona como solvente, dando a fragdo pre-RH1 (30 mg). A
restante fracdo foi separada em placas de silica com o eluente hexano:acetona 3:1 para dar as
fracbes RH1.1 a RH1.4. A fracdo RH1.4 (292 mg) foi purificada em placas de silica com o
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eluente hexano:acetona 3:1 eluida duas vezes para dar as fragdes RH1.4.1 a RH1.4.8. A fracéo
RH2 (645 mg) foi separada em placas de silica com o eluente hexano:acetona 3:1 para dar as
fragdes RH2.1 (4 mg) e RH2.2 (5 mg). A fracdo RH3 (160 mg) foi separada em placas de silica
com o eluente diclorometano, eluida 3 vezes, para dar as fragbes RH3.1 a RH3.5. A fracédo
RH3.5 equivale ao composto 1 (36 mg). A fragdo RH5 (147 mg) formou um precipitado pouco
solivel em solventes de baixa polaridade. Assim, esta fracdo foi refracionada com agitagdo em
metanol durante 1 h e depois em agua destilada durante 1 h. As restantes fracbes ndo foram

purificadas devido a falta de tempo. Todas estas informacdes encontram-se resumidas na

Figura 5.
Pré-RH1 (30 mg)
RH1.1 (10 mg)
RH1 (464 mg)
RH1.2 (28 mg)
RH2.1 (16 mg)
RH2.2 (16 mg)
RH2 (645 mg)
RH2.3 (5 mg)
Fracdo de hexano |
(1858 mg) RH2.4 (2 mg)
RH3.1 (3 mg)
RH3.2 (8 mg)
RH3 (160 mg) RH3.3 (1 mg)
RH4 (195 mg) RH3.4 (1 mg)
RHS5 (147 mg) RH3.5 (3 mg)

Figura 5: Fluxograma das massas obtidas do fracionamento da fracéo de hexano da raiz (RH).

A fracéo de diclorometano da raiz (RD, 3160 mg) foi separada por cromatografia em
coluna de silica gel e eluida com um sistema gradiente de polaridade crescente
diclorometano:acetona (0-100%) e terminada com metanol. Desta coluna, recolheram-se 32

fracbes que foram combinadas baseadas no seu perfil de TLC criando as fraces principais
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RD1-RD32. Devido & similaridade dos perfis obtidos em placa TLC, as fragdes RD4 a RD7
foram juntas para formar a fracdo RD4-7 (72 mg), tal como as fracdes RD9 e RD10 foram
juntas para formar as fracbes RD9-10 (52 mg). A fracdo RD1 (236 mg) foi fracionada em
placas de silica com o eluente hexano:acetona 5:1 para dar as fracfes de RD1.1 (27 mg), RD1.2
(109 mg) e RD1.3 (32 mg). A fracdo RD1 também formou um precipitado branco que foi
previamente filtrado num funil de prego, usando acetona como solvente, dando a fragéo pre-
RD1 (7.1 mg). A fracdo RD1.2 foi purificada por placas de silica com o eluente hexano:acetona
4:1, eluida 3 vezes, para dar as fracfes de RD1.2.1 a RD1.2.10. A fracdo RD1.2.3 equivale ao
composto 2 e a fragdo RD1.2.4 equivale ao composto 3. A fracdo RD4-7 foi fracionada em
placas de silica com o eluente hexano:acetona 3:1, eluida 3 vezes, para dar as fracdes de RD4-
7.1 a RD4-7.7. A fracdo RDA4-7.4 foi fracionada em placas de silica com o eluente
hexano:acetona 3:2 para obter as fracdes RD4-7.4.1 a RD4-7.4.4. As restantes fracbes nédo
foram purificadas devido a falta de tempo. Todas estas informag6es encontram-se resumidas na
Figura 6.
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RD1.2.1 (4 mg)

RD1.2.2 (3 mg)

Pre-RD1 (7.1 mg)

RD1.1 (27 mg)

RD1.2.3 (5 mg)

RD1 (236 mg)

RD1.2.4 (2 mg)

RD1.2 (109 mg)

RD2 (414 mg) J RD1.2.5 (2 mg)

RD1.3 (32 mg)
RD3 (324 mg) RD1.2.6 (1 mg)
RD4-7.1 (2 mg)

RD1.2.7 (2 mg)

RD4-7.2 (4 mg)

Fragédo de diclorometano da RD1.2.8 (1 mg)

——————————

(3160 mg) RD4-7.3 (1 mg)

—_———
—————————

RD4-7 (195 mg) RD4-7.4 (9 mg)

| S —

) ———

RD8 (1257 mg) ’ RD4-7.5 (4 mg)
—_—
RD9-10 (52 mg) ’ RD4-7.6 (2 mg)

As restantes massas estao RD4-7.7 (1 mg)

Figura 6: Fluxograma das massas obtidas do fracionamento da fragdo de diclorometano da raiz (RH).
As restantes massas sdo RD11 (219 mg), RD12 (34 mg), RD13 (48 mg), RD14 (68 mg), RD15 (23 mg),
RD16 (4 mg), RD17 (5 mg), RD18 (126 mg), RD19 (26 mg), RD20 (13 mg), RD21 (11 mg), RD22 (1
mg), RD23 (147 mg), RD24 (54 mg), RD25 (44 mg), RD26 (75 mg), RD27 (22 mg), RD28 (18 mg),
RD29 (31 mg), RD30 (9 mg), RD31 (12 mg) e RD32 (5 mg).
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4.4  Andlise dos Extratos usando UHPLC-MS-ESI/MS"

Os sistema de UHPLC consiste num tubo de 20 pL, uma bomba Dionex Ultimated 3000
RS LC e um detetor Dionex Ultimated 3000 RS DAD (Thermo Fischer Scientific, San Jose,
CA, USA). A separacao dos compostos foi realizada com um programa de eluigdo em gradiente
a uma taxa de fluxo de 0,2 mL/min, a 30°C, usando a Hypersil Gold (coluna de 1,9 pum
fornecida por Thermo Fischer (Thermo Fischer Scientific, San Jose, CA, USA)). O volume
injetado no sistema UHPLC foi de 2uL e a fase movel consiste em agua acidificada com 0,1%
acido formico (A) e acetonitrilo (B). A separacdo ocorreu num tempo total de 34,7 min e aos
tempos de retencdo 0, 14,7, 16,6, 18,8, 24,0 e 34,0 foram alteradas as percentagens de A e B
sendo que as 5,0, 40,0, 100,0, 100,0, 5,0 e 5,0% foram as percentagens de B. A detecdo online
foi realizada com um detetor de matriz de diodos (DAD) a 220, 230, 240 e 280 nm. O espetro
de UV tem um intervalo de 190-450 nm, tal como registados. Antes da injecao, cada extrato foi
dissolvido em metanol de grau HPLC, para obter uma concentracdo final de extrato de 5
mg/mL, que depois foi filtrada por uma seringa com filtro de 0,2 pm. Na analise ESI-MS", o
HPLC foi acoplado ao espectrometro de massa LTQ XL Linear lon Trap 2D (Thermofisher
SCIENTIFIC, San Jose, CA, USA), equipada com uma ionizacdo em electrospray ortogonal
operando em modo negativo (-10V). A voltagem do spray foi de 5 kV e a temperatura capilar
foi de 275°C. A aquisicdo dos dados foi feita usando o sistema de dados Xcalibur®
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

45  Cultura de células

A linha celular de macrofagos de murganho RAW 264.7 (nimero ATCC: YIB-71) foi
cultivada em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino ndo activado-, penicilina
100 U/mL, e estreptomicina, e incubada a 37°C numa atmosfera himida contendo 95% de ar e
5% de CO..
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4.6  Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de resazurina. Neste ensaio, 5x10*
células/poco numa placa de 96 pocos foram expostas a diferentes concentragdes de extrato (500
pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 10 pug/mL), durante 24 h. Uma hora antes de
terminar a exposi¢do, o meio celular foi mudado para um meio igual ao anterior contendo a
solucdo de resazurina para uma concentracao final de 50 uM. A absorvéncia foi lida aos 570 e
600 nm num espectrofotometro MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

4.7  Avaliacéo da producao de 6xido nitrico

A concentracdo de nitrito no sobrenadante da cultura celular foi avaliada por reacédo
colorimétrica com o reagente de Griess. As células foram plaqueadas como acima descrito e
tratadas com varias concentracfes de extratos das diferentes seccdes da planta. 1 hora mais
tarde foi adicionado 1upg/mL de LPS. Apo6s 24 h, 100uL do sobrenadante da cultura foi
recolhido tendo-lhe sido adicionado igual volume de reagente de Griess (0,1% [w/v] NED e 1%
[w/v] sulfanilamida com 5% [w/v] H3PO,4). Apds 30 min de incubagéo no escuro & temperatura
ambiente, a absorvéncia das amostras foi registada usando um leitor de microplaca a 550 nm. A
concentracdo de nitritos foi calculada através de uma curva de calibracdo de nitrito de sddio,

servindo o meio de cultura como branco.

4.8  Determinacédo da atividade scavenging de 6xido nitrico

A potencial atividade scavenging de NO dos extratos foi avaliada usando S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP) como dador de NO. Cada extrato (raiz, caule e folhas) (100 ug/mL)
e SNAP (300 puM) foram adicionadas a meio de cultura e mantidas num incubador
humidificado a 37°C durante 3 h. O meio foi recolhido e os niveis de nitritos foram

determinados pela reacdo de Griess como acima descrito.
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4.9  Analise de Western Bloting

Para avaliar o efeito dos extratos na expressdo das proteinas inflamatorias iNOS e
COX-2 recorreu-se & técnica de Western Blot. Resumidamente, os macréfagos RAW 264,7
foram plaqueados em placas de 6-pocos (2 x 10° células/poco) e deixados estabilizar durante a
noite. Posteriormente foram tratados com o extrato etandlico de raiz, caule ou folha do arbusto
Pterospartum tridentatum (100 pg/mL) ou com LPS (1 pg/mL). As células foram recolhidas e
lisadas durante 30 minutos em gelo em tampéo RIPA (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1% Nonidet P-
40, 150 mM NacCl, 0,5% &cido desoxicolico, 0,1% SDS e 2 mM EDTA) suplementado com 1
mM de ditiotreitol, inibidores de proteases e inibidores de fosfatases. Apds vortex, as amostras
foram centrifugadas a 12,000g durante 10 min a 4°C. Por fim recolheu-se os extratos pos-
nucleares, os quais foram utilizados como lisados celulares totais. A concentracdo proteica de
cada amostra foi determinada pelo meétodo do acido bicinconinico. Os lisados foram
posteriormente desnaturados com tampdo de Laemli (0,125 mM Tris pH 6,8, 2% (w/v) SDS,
100 mM ditriotreitol, 10% glicerol e azul de bromofenol) aquecendo durante 5 min a 95°C.
Quantidades equivalentes de proteinas foram aplicadas e separadas em gel SDS-PAGE 10%
(v/v), sendo posteriormente transferidas para membranas PVDF (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia). As membranas foram inicialmente bloqueadas com leite seco desnatado 5%
(m/v) em tampdo salino Tris contendo Tween-20 0,1% (v/v) (TBS-T), durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente foram incubadas durante a noite a 4°C, com 0s
anticorpos primarios de coelho ou murganho para iNOS (1:10,000; R&D Systems,
Minneapolis, MN), COX-2 (1:10,000; Abcam, Cambridge, UK). Apos lavagem em tampao
TBS-T, as membranas foram incubadas a temperatura ambiente durante 1h em anticorpos
secundarios anti coelho ou anti murganho ligados a fosfatase alcalina. As bandas
imunorreativas foram visualizadas usando substrato ECF e o sistema de imagem Thyphoon
FLA 9000 (GE Healthcare). Para assegurar o carregamento de igual quantidade de proteina
entre condicdes, removeram-se 0s anticorpos previamente utilizados e incubaram-se novamente
as membranas com anticorpo de murganho antitubulina. Seguiu-se a incubagdo com anticorpo
secundario antimurganho conjugado com fosfatase alcalina e a visualizacdo por
quimiofluorescéncia. As bandas foram quantificadas usando o software Total Lab 2009
(TotalLab Ltd).
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4.10 Avaliacdo do potencial anti-oxidante in vitro

A potencial atividade antioxidante dos extratos a nivel celular foi determinada pela sua
capacidade de prevenir o stress oxidativo induzido por LPS nos macrofagos. Resumidamente,
as células foram plaqueadas a 0,05 x 10° por poco em camaras pSlide (IBIDI GmbH,
Alemanha), e deixadas a estabilizar durante a noite. De seguida foram adicionados 0s extratos
ou 5 mM de N-acetilcisteina (antioxidante usado como controle positivo) e 1 hora depois 1
pg/ml de LPS. Apos 18h de incubacéo, as células foram lavadas trés vezes com HBSS (em
mM: 1,3 CaCl2, 0,5 MgCI2, 5,3 KCI, 138 NaCl, 0,44 KH2PO4, 4,2 NaHCO3 e 0,34
Na2HPO4, pH 7,4) e depois carregadas com 5 uM de H2DCFDA HBSS durante 30 min a 37°C
no escuro. As células foram lavadas trés vezes com HBSS e analisadas com um microscopio
fluorescente Axio Observer Z1 (Zeiss Group, Oberkochen, Alemanha) com uma ampliacao de
63X.

4.11 Avaliacéo da transcricdo de genes inflamatdrios por g°PCR

Os efeitos dos extratos na transcricdo dos genes Il1b, Nos2, Ptgs2, 116 e Tnfa foram
avaliadas por PCR quantitativo em tempo real (QPCR). Ap6s o tratamento das células com o0s
extratos em estudo seguiu-se o isolamento do ARN total com o reagente TRIzol de acordo com
as instrucdes do fabricante. A determinacdo da concentracdo de ARN e a averiguacdo de
possiveis contaminantes foi conseguida por monitorizacdo das absorvancias a 260 e 280 nm
com auxilio de um espetrofotometro NanoDrop (ThermoScientific). As amostras foram
armazenadas em solucdo de armazenamento para ARN, RNA-Stop a -80°C até posterior uso.
Previamente a andlise por gPCR, 1 pg de ARN foi retrotranscrito por recurso ao kit de sintese
de cDNA iScript Select. Seguidamente efetuaram-se as reacGes de PCR utilizando a sonda
SYBR Green e recorrendo ao sistema de detecdo CFX Connect (Bio-Rad). Apds a amplificacdo
recorreu-se ao software CFX Connect System de modo a determinar o valor limiar (threshold)
para cada gene em analise e normalizaram-se os resultados usando o gene Hprtl como
referéncia. A comparacdo final dos racios de transcricdo entre amostras foi calculada pelo
método de quantificacdo relativa corrigido para a eficiéncia de primers especificos. As
sequéncias dos primers foram delineados através do software Beacon Designer v 7.7 (Premier
Biosoft International) e exaustivamente testadas.
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4.12 Avaliacdo da atividade anti-acetilcolinesterase

As inibicbes da AChE pelos extratos da planta foram avaliadas segundo descrito por
Hlila®®. Foram preparadas as seguintes solucdes: solucdo A (0,25 U/mL de AChE em 100 mM
de tampao fosfato, pH 7,0, 0,1% BSA), tampao fosfato (100 mM de fosfato de sddio, pH 8,0),
solugédo de DTNB (3 mM de DTNB em 100 mM de tampéo fosfato), solugdo de ATChl (75
mM de ATChl em 100 mM de tampao fosfato) e a mistura do substrato (75 mM de ATChl e 3
mM de DTNB em tampéo fosfato). As amostras dos extratos (5 mg/mL) foram preparadas em
etanol para reduzir a inibicdo que o solvente podera ter nas enzimas durante o ensaio. Foram
pipetadas 240 pL do extrato no primeiro pogo e aos seguintes pogos foram adicionados 120 pL
de tampdo fosfato. Foram transferidas 120 puL do primeiro pogo para 0 segundo poco,
misturando meticulosamente, e transferindo outros 120 pL para o seguinte poco de modo a
fazer uma diluicdo em série. A todos os pocos foram adicionados 110 pL de tampéo fosfato e
10 pL da solugdo A para 0 2-12° pogco. Apos incubar a enzima com o extrato durante 5 min,
adicionou-se a todos o0s po¢os 10 pL da mistura do substrato, contando o primeiro tempo apds a
primeira adicdo. Terminado isto colocou-se a placa no leitor programado a agitar 5 s e ler a
Abs,5 aos 0 s, 150 s, 300 s e 450 s. Cada ensaio foi repetido trés vezes para cada extrato. O
calculo da atividade enzimatica foi calculada segundo a equacdo apresentada a seguir. A
inibigdo da acetilcolinesterase foi calculada comparando com as taxas da enzima das amostras
dos extratos com o branco (mistura sem extrato). O donepezil com uma concentracdo de 2,9
mM serviu como controlo positivo. A percentagem de inibicdo foi calculada usando a equacao:

RR
Inibicio (%) =1 — [RRL"S”“] x 100

controlo

Em que RRamostra € @ taxa de reacéo das amostras dos extratos € RR¢ontrolo € 0 d0 branco.

5. Resultados e discussao

5.1 Isolamento de compostos da raiz
A andlise das fracGes de hexano e diclorometano do extrato de etanol da raiz do P.

tridentatum levou ao isolamento de um novo flavonoide prenilado (3) e dois outros ja

previamente isolados noutras espécies, cujos dados na literatura concordam com 0 que esta
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apresentado, como lupinifolina (1) e mundulina (2). A caracterizacdo estrutural destes 3

compostos por RMN e espectrometria de massa estdo descritos em seguida:

Lupinifolina (1) (fracdo RH3-5)

Os dados espectroscopicos deste composto estdo resumidos nas Figuras 7 e 8 e na Tabela
5. A andlise dos dados do ESI*-TOF do composto 1 revelou a presenca de um ido quasi-
molecular a m/z 407 (M+H)" com férmula molecular CysH250s. O espectro de RMN de 'H
revelou a presenca de um singleto a oy 12,23 (1H, s, 5-OH). Este desvio quimico €
caracteristico da formacdo de uma ponte de hidrogénio entre um protdo do grupo hidroxilo do
com o0 oxigénio de um grupo carbonilo que normalmente estd associado a uma estrutura
flavonoide. Com este dado, é possivel atribuir os picos do RMN de *H e de **C na estrutura
apresentado na figura 7. A partir do espetro de HMBC, foi possivel identificar a partir deste
protdo, os carbonos C-5, C-6 e C-10 a 8¢ 156,6, 108,7 e 102,7, respetivamente. O sinal em
forma de dupleto a 64 3.20 (2H, d, J 7, H-1"") foi atribuido a ressonancia de um grupo
metilénico cujo carbono surge a oc 21,5 (C-1°"). As correlacbes HMBC destes protdes
permitiram identificar os carbonos C-7, C-2> e C-3"" a 8¢ 159,9, 1225 e 131,1, sendo o
primeiro e o ultimo, dois carbonos ndo ligados a protdes, e o carbono a é¢c 122,5 um carbono
terciario, cujo sinal de protdo surge na forma de tripleto a &4 5,14 (1H, t, J 7,4, H-2""). O desvio
quimico do carbono C-2°’ e dos seus protdes ¢ caracteristico de uma dupla liga¢do. Todos estes
dados e as correlagdes HMBC dos protdes a 6 1,65 (3H, s, H-4’") e 1,64 (3H, s, H-5"") com os
carbonos primarios C-5"" ¢ C-6’’ confirmam a presenga de um grupo prenilo.

A presenca de dois dupletos a oy 6,87 (2H, d, J 8,5, H-3",5") ¢ 7,31 (2H, d, J 8,5, H-
2°,6”) ligados a carbonos tercidrios 6c 1155 (C-3°,5") e 127,7 (C-2’,6"), respetivamente,
sugerem a existéncia de um anel aromatico para-substituido. As correlacdes HMBC de H-2",6’
permitem a identificagdo de um carbono néo protonado a d¢c 156,0 (C-4’), enquanto as de H-
3°,5’ permitem a identificacdo dos carbonos C-2°,6’ e C-4’, e outro carbono ndo protonado a d¢c
130,9 (C-1°). A desprote¢do do carbono C-4’ sugere a presenga de um atomo muito
eletronegativo, o grupo —OH. Outro par de dupletos presentes no espetro de RMN de *H a &y
6,63 (1H, d, J 10,0, H-4*"") ¢ 5,50 (1H, d, J 10,0, H-3""") ligados a dois carbonos terciarios d¢c
126,0 (C-3"") e 115,6 (C-4’""), respetivamente, sugerem a presenca de uma outra dupla
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ligacdo. As correlagbes HMBC do protdo H-4’ permite a identificagdo de carbonos néo
protonados a ¢ 78,1 (C-2""") e 159,9 (C-7). O sinal protdo a oy 6.63 (1H, d, J 10,0, H-3""")
correlaciona-se com o dos carbonos C-2’"’ ¢ C-6, indicando que esta dupla ligacdo esta ligada
ao anel A do flavonoide. As correlagdes HMBC dos dois singletos a oy 1,44 (6H, s, H-5""" ¢ H-
6°’"), ligados a dois carbonos primarios a d¢c 28,30 (C-5"") e 28,39 (C-6’"), permitem a
identificacdo do C-2’*’, e sugerem que esta ligado aos dois carbonos primérios e ao carbono
3”*’, contudo a desprotecdo deste carbono indica também que esta ligado a um atomo bastante
eletronegativo. Em resumo, todos estes dados indicam a presenca de um anel pirano ligado ao
anel A, que deve ser resultar da condensacdo de uma cadeia prenilo com o grupo 7-hidroxilo do

anel A.

Os Unicos protes que permitem identificar, através das correlagbes HMBC, o carbono
carbonilico do anel C sdo os dois sinais em forma de duplo dupleto a 6y 2,97-3,10 (H-3), que
estdo ligados ao carbono secundario a oc 43,2 (C-3). As referidas correlagbes também
permitem confirmar a ressonancia de C-1° e do carbono terciario a 6¢c 78,5 (C-2), que se
encontra ligado ao protdo sob a forma de multipleto a 6y 5,30-5,37 (H-2). O sistema ABX dos
protbes H-2 e H-3 e os espetros DEPT-135 e DEPT-90 confirmam a estrutura de uma
flavanona. A maioria das flavanonas naturais apresenta um grupo arilo em C-2 com orientagéo-
0, OU Seja apresentam uma configuracdo absoluta S°*. As elevadas constantes de acoplamento
entre H2 e H3 no anel heterociclico indica que a estrutura favorece termodinamicamente a
conformacdo equatorial do grupo C2-arilo® confirmando que este composto apresenta a
configuracdo S. Assim, este composto foi corretamente identificado como (S)-5-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-8,8-dimetil-10-(3-metilbut-2-enil)-2,3-di-hidropirano[3,2-g]cromen-4-ona,

comumente conhecido como lupinifolina e confirmado na literatura®.
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Figura 7: Identificacdo dos carbonos e protdes na elucidagdo da estrutura do composto lupinifolina. A —
identificagdo do anel A e C do flavonoide baseado no espetro de HMBC e da ligacdo de hidrogénio do
grupo 5-hidroxilo; B — identificacdo da unidade pirano da estrutura; C — identificagdo da cadeia prenilo;

D — identificagdo do anel aromético; E — estrutura da lupinifolina com todos os carbonos numerados.

A lupinifolina é um flavonoide prenilado ja previamente isolado®, contudo existem

poucos estudos a descrever as suas atividades bioldgicas. Sabe-se que a lupinifolina tem uma

|96

importante atividade antibacteriana®™ e antitumoral®, contudo estas s&o as Unicas atividades

28



bioldgicas testadas. A avaliagdo anti-inflamatoria deste composto seria um excelente alvo para

futuros estudos uma vez que a sua atividade bioldgica é pouco referida na literatura.

Os dados espectroscopicos da lupinifolina sdo as seguintes: (S)-5-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-8,8-dimetil-10-(3-metilbut-2-enil)-2,3-di-hidropirano[3,2-gJcromen-4-ona.  Oleo
alaranjado; RMN de 'H (ppm, 300 MHz, CDCls): & 1,44 (6H, s, H-5"> ¢ H-6""), 1,64 (3H, s,
H-5%), 1,65 (3H, s, H-4""), 2,78 (1H, dd, J 17,11, 3,33, H-3eq), 3,04 (1H, dd, J 17,11, 12,80,
H-3ax), 3,20 (2H, d, J 7,32, H-1"), 5,14 (1H, t, J 7,32, H-2"), 5,30-5,37 (1H, m, H-2), 5,50
(1H, d, J 9,99, H-3"""), 6,63 (1H, d, J 9,99, H-4*""), 6,87 (12H, d, J 8,52, H-3",5"), 7,31 (2H, d,
J 8,52, H-2°,6"), 12,23 (1H, s, C5-OH). RMN de *C (CDCls): 6 17,8 (C-5""), 21,5 (C-1°"), 25,8
(C-4>7), 28,3 (C-57"7), 28,4 (C-6"""). 43,2 (C-3), 78,1 (C-2""’), 78,5 (C-2), 102,7 (C-8), 102,7
(C-10), 102,8 (C-6), 115,5 (C-3°,5"), 115,7 (C-4>"’), 122,5 (C-2"’), 126,0 (C-3"""), 127,7 (C-
2°,6), 130,9 (C-1), 131,1 (C-3"), 156,0 (C-4’), 156,6 (C-5), 156,6 (C-9), 159,9 (C-7), 196,5
(C-4). MS ESI*-TOF m/z: 407 [M+H]" (calculado para M[C,sH260s] = 406,2). Todos os dados

obtidos por RMN *3C e *H estdo em concordancia com dados da literatura®.

Figura 8: Estrutura do composto lupinifolina com as correlacbes HMBC (azul) e COSY (verde).

Mundulina (2) (fracdo RD1-2.3)
As informac6es dos dados espectroscopicos estdo resumidas nas Figuras 9 e 10 e na

Tabela 5. O composto 2 mostrou ter uma formula molecular C,sH,604 de acordo com o ido
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quasi-molecular observado a m/z 391 (M+H)" e os ides moleculares de sodio a m/z 413
(M+Na)" e 803 (2M+Na)", de potassio a m/z 429 (M+K)" e 819,5 (2M+K)", e de amébnia a m/z
407 (M+NH,)". O espetro de RMN de **C é similar ao do composto 1, residindo a diferenca no
desvio do sinal do C-4’ para menores valores de frequéncia, que sugere a auséncia do
substituinte 4’-OH. Este dado é corroborado pela correlacdo do espectro COSY que demonstra
que os protdes de cada carbono no anel aromético acoplam uns com 0s outros. Destas
observacOes espectroscopicas descritas, foi possivel concluir que o composto 2 é (S)-2-fenil-5-
hidroxi-8,8-dimetil-10-(3-metilbut-2-enil)-2,3-di-hidropirano[3,2-g]cromen-4-ona, mais

conhecido como mundulina®’.
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Figura 9: Identificagdo dos respetivos carbonos e protdes na elucidagdo da estrutura do composto
mundulina. A — identificacdo do anel A e C do flavonoide baseado no RMN HMBC e da ponte de
hidrogénio criado pelo grupo hidroxilo do anel A; B — identificacdo da unidade pirano da estrutura; C —
identificacdo da cadeia prenilo; D — identificacdo do anel aromatico; E — estrutura final com todos os

carbonos numerados;

A mundulina é um flavonoide prenilado previamente isolado noutras espécies de

planta®™®°. Este composto tem um estudo na literatura a descrever a sua atividade inibitéria na
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enzima H*,K*-ATPase'®, sendo este o Unico estudo a avaliar a sua atividade biolégica. Devido
a presenca em varias plantas usadas na medicina tradicional este composto podera apresentar
varias atividades biologicas, sendo este, tal como o composto 1, excelente candidato para
futuros estudos de atividades biol6gicas.

Os dados espectroscopicos da mundulina sdo as seguintes: (S)-2-fenil-5-hidroxi-8,8-
dimetil-10-(3-metilbut-2-enil)-2,3-di-hidropirano[3,2-g]cromen-4-ona. Oleo amarelado, RMN
de 'H (ppm, 300 MHz, CDCls): § 1,44 (3H, s, H-6">"), 1,45 (3H, s, H-5°""), 1,66 (6H, s, H-4> ¢
H-5"), 2,70 (2H, dd, J 13,0, 3.0, H-3eq), 3,04 (1H, dd, J 17,10, 13,00, H-3ax), 3,22 (2H, d, J
7,32, H-1"), 5,16 (1H, t, J 7,39, H-2""), 5,23-5,47 (1H, m, H-2), 5,51 (1H, d, J 9,96, H-3"*"),
6,64 (1H, d, J 9,99, H-4>>), 7,39-7,47 (5H, m, H-2’,6"), 12,25 (1H, s, 5-OH). RMN de *C
(ppm, CDCl3): 6 17,8 (C-5"), 21,5 (C-1""), 25,8 (C-4"’), 28,3 (C-5"""), 28,4 (C-6"). 43,5 (C-
3), 78,1 (C-2°"), 78,8 (C-2), 102,7 (C-10), 102,9 (C-8), 108,6 (C-6), 115,7 (C-4">"), 122,5 (C-
2%), 1259 (C-37"%), 127,9 (C-27,6"), 128,6 (C-3°,5), 128,7 (C-4’), 131,1 (C-3""), 138,9 (C-1°),
156,6 (C-9), 159,2 (C-5), 159,9 (C-7), 196,2 (C-4). MS ESI*-TOF m/z: 391 (M+H)", 413
(M+Na)*, 429 (M+K)*, 407 (M+NH,)", 803 (2M+Na)’, 819 (2M+K)" (calculado para
M[C2sH2604] = 390,5). Todos os dados apresentados estdo em concordancia com a

literatura®" %101,

Figura 10: Estrutura do composto mundulina com as correlacées HMBC (azul) e COSY (verde).
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Composto 3 (fracdo RD1-2.4)

As informacdes dos dados espectroscopicos estdo resumidas nas Figuras 11 e 12 e na
Tabela 5. O composto 3 tem a formula molecular CyHp305 de acordo com o id0 quasi-
molecular observado a m/z 421 (M+H)" e os ides moleculares de sodio a m/z 443 (M+Na)" e
863 (2M+Na)* e de potassio a m/z 459 (M+K)*. O espectro de RMN de 'H apresenta os
mesmos picos que permitem deduzir o anel A e C dos flavonoides descritos em cima,
nomeadamente, o pico de protdo oy 11,99 (1H, s, 5-OH), e pelas correlagbes HMBC que
permitiram a atribuicéo dos sinais dos carbonos C-5, C-6 e C-10. Os espetros de RMN de *C e
de 'H séo idénticos aos do composto 2 com a excecéo do C-3 e H-3. Pelo espectro de RMN de
B3¢ verifica-se a presenga de um carbono a o¢c 81,4, que do espectro de RMN HSQC e DEPT
verificamos que este é um carbono terciario ligado a um protéo a 6y 4,04 (1H, d, J 10,0, H-3).
As correlacdes dos espectros COSY e HMBC (Figura 12) permitiram concluir que existe um
grupo metoxilo na posicéo 3 [d¢c 60,8; 64 3,39 (3H, s)]. Do melhor dos nossos conhecimentos,
esta estrutura ndo se encontra na literatura sendo esta a primeira vez que ha uma descrigdo
espectroscopica deste composto.

Os dados espectroscopicos do composto 3 sdo as seguintes: (S)-2-fenil-5-hidroxi-3-
metoxi-8,8-dimetil-10-(3-metilbut-2-enil)-2,3-di-hidropirano[3,2-g]cromen-4-ona. Oleo
amarelado. RMN de *H (ppm, 300 MHz, CDCl3): ¢ 1,43 (3H, s, H-5""), 1,45 (3H, s, H-6""),
1,64 (6H, s, H-4> ¢ H-5""), 3,19 (2H, d, J 7,41, H-1""), 3,39 (3H, s, OCH3), 4,04 (1H, d, J
10,05, H-3), 5,12 (1H, t, J 4,65, H-2""), 5,22 (1H, d, J 10,05, H-2), 5,51 (1H, d, J 10,02, H-
3°%), 6,63 (1H, d, J 8,25, H-4>>"), 7,44-7,48 (5H, m, H-2,3°,4°,5°,6"), 11,99 (1H, s, 5-OH).
RMN de **C (ppm, CDCl3): & 17,8 (C-4""), 21,3 (C-17"), 25,8 (C-5°"), 28,4 (C-5""" e C-6""),
78,3 (C-2"""), 82,0 (C-2), 81,4 (C-3), 101,5 (C-10), 103,1 (C-6), 108,7 (C-8), 115,6 (C-4>>"),
122,3 (C-27"), 126,1 (C-3"), 127,1 (C-2°,6"), 128,5 (C-4’), 128,9 (C-3°,5"), 131,2 (C-3"),
136,8 (C-1°), 156,7 (C-5), 158,5 (C-9), 160,2 (C-7), 195,8 (C-4). MS ESI*-TOF m/z: 421
(M+H)", 443 (M+Na)®, 459 (M+K)", 863 (2M+Na)" (calculado para M[CxH2s05] = 420,5).
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Figura 11: Estrutura do composto 3 com os devidos carbonos identificados, consoante a sua

nomenclatura.

Figura 12: Estrutura do composto 3 com as correlagbes HMBC (azul) e COSY (verde).
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O resumo dos dados espectroscopicos dos compostos 1-3 encontram-se na tabela a seguir:

Tabela 5: Dados espectroscépicos de RMN de **C (esquerda) e de RMN de *H (direita) dos compostos

1-3 (em ppm).
1 - - - 1 - - -
2 785 788 820 2 5,30-5,37 5,23-5,47 5.22 (1H, d)
(1H, m) (1H, m)
3 432 435 814 3 3,04 3,04 4,04 (1H, d)
(1H, dd, H-3ax) (1H, dd)
2,78 2,70
(1H, dd, H-3eq) (2H, dd)
4 1965 196,2 195,8 4 - - -
5 156,6 159,2 156,7 5 - - -
6 102,8 108,6 103,1 6 - - -
7 1599 1599 160,2 7 - - -
8 108,6 102,9 108,7 8 - - -
9 156,6 156,6 158,5 9 - - -
10 102,7 102,7 1015 10 - - -
1> 130,9 1389 136,8 1 - - -
2> 127,7 1279 1271 2’ 7,31 (1H, d)
3 1155 128,6 1289 3 6,87 (1H, d)
4 1560 1287 1285 & : 7(’231_7&?)7 7(’;‘_"'%8
5 1155 1286 1289 5 6,87 (1H, d) ' ’
6 1277 1279 1271 6’ 7,31 (1H, d)
1 215 215 213 1> 3,20 (2H, d) 3,22 (2H, d) 3,19 (2H, d)
2 1225 1225 1223  2” 5,14 (1H, 1) 5,16 (1H, 1) 5,12 (1H, 1)
3> 1311 1311 131,2 3 - - -
4° 258 258 258 4 1,65 (3H, s) 1,66 (6H, s) 1,64 (6H, s)
5 17,8 17,8 17,8 5 1,64 (3H, s) 1,66 (6H, s) 1,64 (6H, s)
199, - - - 19’, - - -
2> 781 781 78,3 2°” - - -
3> 1260 1259 126,1 3 5,50 (1H, d) 5,51 (1H, d) 5,51 (1H, d)
4> 115,7 115,7 1156 4 6,63 (1H, d) 6,64 (1H, d) 6,63 (1H, d)
5 283 283 284 5 1,44 (3H, s) 1,45 (3H, s) 1,43 (3H, s)
6 284 284 284 6>’ 1,44 (3H, s) 1,44 (3H, s) 1,45 (3H, s)
C5-OH 12,23 (1H, s) 12,25 (1H, s) 11,99 (1H, s)
OCHz3; - - 3.39 (3H, s)
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5.2  Caracterizacao dos extratos por UHPLC-MS

Os compostos identificados nos extratos etandlicos da raiz, do caule e das folhas estéo
indicadas nas tabelas 6-8. Os respetivos tempos de retencdo, comprimentos de onda dos
maximos de absorcdo, ides moleculares e os principais ides fragmento observados em MS"

também sdo indicados nas referidas tabelas.

No extrato da raiz foram identificados 8 compostos, enquanto no caule e folhas foram
identificados 10 compostos. O pico 17 apresenta um i4o pseudo-molecular igual ao pico 2° a
[M-H]" m/z 593, dando origem a um ido fragmento a m/z 473 (-120 mu) caracteristico de
flavonas com uma unidade C-hexosideo’®. Os restantes ides produtos a m/z 503, 431 e 311
(perdas de -90, -162 e -282 [162+120] mu, respetivamente) sugerem a presenca de duas
unidades hexosideo, contudo a presenca de -162 mu sugere que a segunda hexose esteja ligada
via ligacdo O-hexosideo. A perda -18 mu do ido produto a m/z 575, resulta da perda entre o
grupo 2”-hidroxilo do aclicar com os grupos 5- ou 7-hidroxilo da aglicona'®, e os ides produto
[Aglicona+113] e [Aglicona+83] a m/z 383 e 352, respetivamente, corroboram esta afirmacéo,
visto que esta situacdo ndo &€ comum em 8-C-hexoses. Este composto foi tentativamente
identificado como genisteina-C-hexosideo-O-hexosideo. Atendendo a que a genisteina ja foi
isolada da Pterospartum tridentatum, a presenca deste derivado ndo sera estranha. O pico 27
apresenta um i4o pseudo-molecular [M-H] (m/z 639) e o ido fragmento a m/z 593 no MSZ.
Sabe-se que nas condi¢cBes experimentais utilizadas € possivel haver a formacéo de artefactos
com &cido férmico'®, por isso este do pico 2% devera ser um aduto do pico 17 com o &cido

formico (593+46 mu). Ou seja, este composto 27, sera um artefacto do pico 17.

O pico 3%, tal como o pico 3%, apresentam um i&o pseudo-molecular [M-H] a m/z 447,
obtendo-se um ido produto a m/z 285 pela perda de -162 mu, caracteristico de flavonas O-

103

hexosideo™®. A fragmentacéo da aglicona (285 mu) no MS? produziu vérios fragmentos que

sdo caracteristicos do campferol, nomeadamente, a m/z 285, 257, 243 e 229. Estes i0es

fragmento sdo idénticos aos descritos em Fabre®

que estudaram em detalhe a fragmentacéo
deste composto. Assim, este composto foi identificado como campferol-O-glucosideo. N&o foi
possivel determinar a posicao do glicosideo neste composto. A presenca da aglicona campferol

foi identificada no extrato do caule e das folhas nos picos 8% (Tabelas 8). Além disso a presenca
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de derivados glicosilados de campferol nesta espécie foi previamente reportada por Roriz>. O
pico 4% e o pico 4° apresentam o mesmo ido pseudo-molecular [M-H] a m/z 491 e os
fragmento detetados (m/z 445 e 283) sdo caracteristicos de derivados biocanina um

isoflavonoide anteriormente isolado do arbusto P. tridentatum®>®

, encontrado no extrato das
folhas (pico 87, tabela 9) e do caule (pico 7°, tabela 8). Contudo, a razdo massa/carga detetada
indica que estamos na presenca de mais um aduto, neste caso de um derivado de biocanina A
com &cido férmico. Estes derivados foram identificados na raiz e no caule nos picos 77 e 11°, a
m/z 283 e 297, respetivamente. Ambos 0s compostos apresentam perdas de -15, -28 e -44 mu,
que sdo caracteristicos de compostos contendo grupos metoxilos como substituintes e perdas de
CO e CO, do anel C. Assim, devido & descricdo deste tipo de fragmentacdo noutros trabalhos, o
pico 77 foi identificado como biocanina A e o pico 10° como metilprunetina/metilbiocanina A,
sendo que este Ultimo ndo é possivel determinar no nosso caso devido & similaridade estrutural
dos compostos. Outros compostos com estruturas semelhantes & biocanina A foram
identificados nos extratos da raiz, tal como a daidzeina e genisteina nos picos 8% e 9%/9° a m/z
253 e 269, respetivamente. Estes compostos apresentam uma fragmentacdo semelhante no MS?
nas perdas de -28 e -44 mu da aglicona, contudo a genisteina ja foi isolado desta planta ao
contrario da daidzeina. Um estudo realizado por Cunha® revelou que ndo foi possivel
identificar niveis de daidzeina nos extratos metandlicos da planta, mas foi possivel identificar

daidzina, a forma glicosilada da daidzeina.

Os picos 57, 5° e 6" apresentam o mesmo ido pseudo-molecular a m/z 431. Os ides
fragmento obtidos em MS? a m/z 311 (-120 um), 341 (-90) e 269 (-162) sdo caracteristicos de
compostos contendo substituintes C-hexosideo. Esta fragmentacdo foi previamente descrita na
planta P. tridentatum para o composto genisteina-6-C-glucosideo. Contudo a diferenca no
tempo de retencdo do pico 6 sugere a presenca de um composto com uma estrutura similar. No
nosso caso, esta fragmentagdo sugere que é o composto genistina, outro composto ja
identificado na planta. O pico 6%, 6° e 57 tém um ido pseudo-molecular a m/z 461, e foi
identificado como a 5,5'-di-hidroxi-3'-metoxi-isoflavona-7-O-glicosideo, um composto
previamente descrito em extratos aquosas de P. tridentatum®®*®. Devida as caracteristicas de
fragmentacao deste composto serem idénticas as descritas por Vitor'® como 5,5'-di-hidroxi-3'-
metoxi-isoflavona-7-O-glicosideo, o composto detetado foi associado a essa estrutura.
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Tabela 6: Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do méaxima na regido do ultravioleta

(Amax), dados do espetro de massa e identificacdo de compostos presentes no extrato etandlico da raiz de

Pico Tr
(min)

Amax
(nm)

140

Molecular

[M-HT
(m/z)

Pterospartum tridentatum.

MS? (%)

Tentativa de

MS? (%) Identificacdo

1 9.18 260, 593 473 (100), 503 (4), genisteina-C-
192 431 (3), 311 (3), 383 hexosideo-O-
(1), 352(1), 575 (1) hexosideo
2" 0.87 259 639 621 (8), 593 (12), 549 268 (100) genisteina-C-
(7), 519 (83), 477 hexosideo-O-
(42), 431 (100), 357 hexosideo
(6), 315 (2)
3" 1053 262 447 327 (100), 357 (3), campferol-O-
393 (<1), 369 (<1), glucosideo
299 (1), 285 (<1),
429 (1)
4% 1114 255 491 283 (100), 445 (16) 268 biocanina-O-
(100), glucosideo
240 (5)
57 11.98 196, 431 311 (100), 341(4), 282 genisteina-6-C-
261 269 (1) (100), glucosideo
311 (1),
293 (18)
6% 12.28 262 461 341 (100), 446 (3), 5,5'-di-hidroxi-3'-
371 (2), 326 (1) metoxi-isoflavona-
7-O-glucosideo
7% 1535 255 283 268 (100), 283 (23), biocanina A
239 (4), 255 (2), 196
1)
8"  16.08 249, 253 253 (100), 225 (2), daidzeina
301 209 (1), 197 (2)
" 18,62 260 269 269 (100), 241 (86), genisteina

225 (97), 147 (18)

Dos 10 compostos identificados no extrato do caule, 9 foram também encontrados no

extrato da raiz. O pico 1° apresenta um ido pseudo-molecular [M-H]" a m/z 445, com perdas de

-162, -120 e -90 mu, que corresponde a perda de uma unidade glicosideo, e perdas de -15
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correspondente a perdas de grupos metilo. Por outro lado, um composto com as mesmas
caracteristicas de fragmentacdo foi descrito por Vitor'®, o que possibilita a sua identificagdo

como sendo a sissotrina.

Tabela 7: Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do ultravioleta

(Amax), dados do espetro de massa e identificacdo de compostos presentes no extrato etandlico do caule

de Pterospartum tridentatum.

a0 Tentativa de
Molecular MS? (%) MS? (%) Identificacdo
[M-H]
(m/z)
1 8.69 192, 445 325 (7), 283 (100), 268 sissotrina
254 355 (1), 268 (2), 430 (100),
1) 283 (4),
255 (2),
240 (3),
224 (1),
190 (1)
2° 915 194, 593 473 (100), 431 (6), genisteina-C-
260 550 (1), 515 (1), 503 hexosideo-O-
(1), 431 (7),415 (1) hexosideo

371 (1), 323 (1), 311
(1), 281 (1), 269 (4)
3“ 1049 198, 447 429 (100), 415 (47), campferol-O-
261 403 (15), 315 (43), glucosideo
387 (7), 327 (6), 297
(8), 271 (33), 249
(40), 237 (3), 219 (3),
207 (12), 197 (7), 193
(3), 179 (11), 163
(17), 152 (16)

4% 1113 194, 491 445 (100), 283 (24) biocanina-O-
255 glucosideo

5 11.94 247, 431 311 (100), 341 (3), genisteina-6-C-
273, 268 (7) glucosideo
2217,
206

6° 12.28 199, 461 341 (100) 5,5'-di-hidroxi-3'-
262 metoxi-isoflavona-

7-O-glucosideo
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7° 1544 194, 283 283 (100), 328 (46), 252 (100) biocanina A

255 566 (42)
8“ 16,57 198, 285 285 (88), 267 (4), 257 campferol
261 (51), 241 (27), 229

(4), 217 (53), 199
(100), 175 (5), 149 (4)

o“ 18.88 193, 269 269 (100), 225 (4), genisteina
260 201 (3), 181 (3)
10 21.03 260 297 297 (100), 282 (10), metilprunetina/
269 (6), 253 (1), 241 metilbiocanina A
(1),225(1)

No extrato da folha foram identificados 10 compostos, 7 dos quais ja foram identificados
no extrato da raiz e do caule. O pico 17 apresenta um i3o pseudo-molecular [M-H] a m/z 465
com perdas de -120, -90 e -18 mu. Este tipo de fragmentacdo foi observado em MS?, tal como
em MS?, por Roriz> descrevendo que estes picos sdo caracteristicos de um flavonol com duas
unidades hidroxilo e C-hexosideo, correspondendo a uma estrutura tipo di-hidroquercetina-6-C-
hexosideo, pelo que os picos 17, 27 e 37 devem ser estereoisémeros. Contudo, no nosso caso

ndo foi possivel identificar o tipo de acUcar ligado & estrutura.

O pico 4" apresenta um ido pseudo-molecular a m/z 479, idéntico ao descrito por Paulo®®
como sendo a miricetina-6-C-glucosideo. As perdas de -120 e -90 mu sugerem a presenca de
um C-hexosideo e as perdas de -28, -18 e -42 apontam para quebras no anel C do composto. A
fragmentagdo deste composto foi previamente descrita por Paulo™® e Roriz™ que possibilita a
sua identificacdo neste extrato. O pico 7° apresenta um ido pseudo-molecular a m/z 477 com
ibes produto a m/z 459 (-18 mu), 387 (-90 mu), 357 (-120 mu) e 315 (-162) que sdo
caracteristicos de grupos O-hexosideos. No entanto, a fragmentacdo da aglicona a m/z 297
mostrou ter um fragmento de m/z 282 (-15 mu) que indica a presenca de um grupo metilo. Este
tipo de fragmentacéo foi descrito para a isorhamnetina-3-O-glucosideo™’ noutras espécies de
planta mas nunca na Pterospartum tridentatum, embora seja comum na familia Fabaceae®.
Similarmente, o pico 107 também tem sido descrito noutras espécies mas nunca neste arbusto
sendo também comum na familia Fabaceae. O ido-pseudomolecular a m/z 269 apresenta

fragmentos caracteristicos do composto apigenina (m/z 241 (-28 u.m.a), 227 (-42 u.m.a), 225 (-
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105

44 u.m.a) e 201 (-68 u.m.a)) que € confirmado por Fabre™, que estudaram em detalhe a

fragmentacdo deste composto.

Tabela 8: Tempo de retencédo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do méaxima na regido do ultravioleta
(Amax), dados do espetro de massa e identificacdo de compostos presentes nos extratos etanolicos da

folha de Pterospartum tridentatum.

Tentativa de
Identificacéo

Pico Tr 140
(min) Molecular
[M-HJ
(m/z)

MS? (%)

MS? (%)

1 8.61 198, 465 447 (6), 375 327 (100), 301  di-hidroquercetina-
2217, (10), 345 (100), (18), 299 (15), 6-C-hexosideo
293 303 (7) 285 (11), 195
(11), 167 (18),
151 (18)
2" 9.23 199, 465 447 (6), 375 327 (100), 301  di-hidroquercetina-
217, (10), 345 (100),  (18), 299 (15), 6-C-hexosideo
293 303 (7) 285 (11), 195
(11), 167 (18),
151 (18)
3 9.45 199, 465 447 (6), 375 327 (100), 301  di-hidroquercetina-
217, (10), 345 (100), (18), 299 (15), 6-C-hexosideo
290 303 (7) 285 (11), 195
(11), 167 (18),
151 (18)
47 10.89 199, 479 359 (100), 389 331 (100), 341 miricetin-6-C-
220, (3) (36), 316 (4), glucosideo
290 313 (9), 300
(18), 222 (24),
207 (8), 194
(15), 167 (26)
5-  12.83 200, 461 446 (12), 371 5,5'-di-hidroxi-3'-
262 (7), 341 (100), metoxi-isoflavona-
299 (23), 281 7-O-glucosideo
(38)
6 13.37 197, 431 416 (1), 385 (1), 283 (100), 268 genistina
261 341 (2), 311 (1), 225 (1),
(100), 299 (3), 149 (1)
268 (8), 224 (1)
70 1473 198, 477 459 (9), 433 (6), 297 (75), 282  isoramnetina-3-O-
232, 387 (6), 357 (100), 269 glucosideo
289 (70), 315 (100), (13),177 (12),
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297 (10) 119 (8)

8~ 17.09 198, 283 283 (100), 268 derivado de
239, (55), 255 (91), biocanina A
255 237 (8), 217 (9),

212 (5), 200 (4),
181 (3), 169 (4),

149 (4)
o 1828 198, 285 285 (100), 267 nao identificado
261 (6), 257 (27),

241 (33), 229

(7), 217 (64),

201 (10), 199
(7), 195 (6), 185
(6), 177 (7), 149

(11), 93 (8)
107 2036 195, 269 269 (30), 251 183 (100) apigenina
261 (12), 241 (38),

227 (86), 225
(100), 201 (12),
197 (21), 176
(36), 151 (10)

5.3  Atividade bioldgica dos extratos

5.3.1 Efeitos dos extratos etandlicos da raiz, do caule e da folha na viabilidade celular.

Os extratos de planta sdo misturas complexas de compostos que podem apresentar uma
vasta gama de aplicacdes terapéuticas. No entanto, dada a complexidade desta mistura, para
além que compostos com atividade predominantemente benéfica, podem existir compostos que
apresentem consideravel citotoxicidade.

Deste modo, foi numa primeira fase avaliado o potencial citotoxico de diferentes
concentracfes dos extratos sobre os macrofagos. Esta etapa inicial permitiu definir a
concentracdo nao citotoxica a usar nos ensaios biologicos subsequentes. Pelos resultados
obtidos, o extrato de raiz mostrou ser 0 menos toxico para as células, causando apenas morte
consideravel para concentracdes acima de 250 ug/mL (Figura 7). Por sua vez os extratos do

caule e das folhas causaram uma diminuicgéo na viabilidade de forma linear com o aumento da
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concentracdo usada. Face aos dado obtidos, foi selecionada a concentragdo 100 ug/mL, uma

vez que em todos 0s extratos esta apresentava uma viabilidade entre 90 a 100%.
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Figura 13: Efeito dos extratos na viabilidade das células RAW 264,7. A viabilidade encontra-se
representada em termos de percentagem relativamente as células ndo tratadas (controlo), considerado
100%.
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5.3.2. Avaliacdo da producdo de NO, potencial atividade scavenging e atividade
antioxidante.

As folhas da planta Pterospartum tridentatum tém sido usadas na medicina tradicional
para o tratamento de vérias doencas anti-inflamatdrias'®>. Como tal, estudou-se o efeito que os
extratos etanolicos da raiz, caule e folhas possam ter na modulagdo da producdo do mediador
inflamatorio NO. A producdo de NO por macrofagos € critica para a resolucdo de processos
infeciosos, contudo a sua producdo excessiva e/ou continuada constitui um fator de
desenvolvimento de doengas inflamatérias cronicas'®. Assim, avaliou-se o efeito que a
concentracdo ndo-citotoxica que os extratos (100 pg/mL) tém na produgdo de NO induzido pelo
LPS, um polissacarideo endotoxico que estimula o processo inflamatdrio. Tal como esperado,
24 h apos a estimulacdo com LPS, verificou-se que a concentracdo de NO nas células aumentou
drasticamente (32,3 uM). Surpreendentemente, os extratos do caule e da folha, diminuiram
significativamente a producdo de NO induzida pelo LPS (15,7 uM e 14,9 uM, respetivamente),
enquanto que o extrato de raiz provocou uma diminuicdo também ela significativa embora
menos acentuada (21,9 uM). A diferenca entre o controlo e as células tratadas s6 com o extrato
da raiz, caule e folha manteve-se relativamente estavel apresentando uma concentracdo de NO
de 1,3 uM, 0,8 uM e 5,3 pM, respetivamente (Figura 14). Tal facto indica-nos que os extratos
ndo contém compostos suscetiveis de ativar os macrofagos e pelo contrério aparentam conter

importantes agentes anti-inflamatérios.
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Figura 14: Efeito dos diferentes extratos de Pterospartum tridentatum na produgdo de NO induzida por
LPS em macr6fagos. Células RAW foram tratadas com 100 pg/mL de cada extrato durante 1h sendo
posteriormente expostas a 1 pg/mL de LPS por mais 24 h. No final foi avaliada a concentracdo de
nitritos no meio (um reflexo do NO produzido) pelo método de Griess. Os dados apresentados
representam a média+/- desvio padrdo de 3 experiéncias independentes. Comparacdo entre grupos foi
feita por aplicacdo de teste ANOVA com pos teste Dunnett (###P<0,001; C vs extrato; ####P<0,0001;
C vs LPS; ****P<(,0001; LPS vs extratos+LPS).

De modo a excluir a possibilidade dos extratos estarem a reagir diretamente com o NO,
procedeu-se a avaliacdo da sua capacidade scavenging. Para tal usou-se 0 composto S-nitroso-
N-acetilpenicilamina (SNAP) que liberta 6xido nitrico em condigdes fisioldgicas, mimetizando
a producdo de NO pela iNOS. Quando comparado com o controlo (39.5 pM) néo se verificou
grande alteracdo nos niveis de NO presentes no meio suplementado com nenhum dos extratos
(36.4 uM, 32.8 UM e 36.3 UM para a raiz, caule e folhas, respetivamente) (Figura 15). Assim,
exclui-se a possibilidade dos extratos interferirem com a reacdo de Griess ou de inativarem
diretamente a molécula de NO. As diminui¢des mostradas na figura 14 resultaram portanto de
um efeito a nivel da diminuicdo da expressdo da enzima iINOS ou da diminuicdo da sua

atividade.
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Figura 15: Efeito dos diferentes extratos de Pterospartum tridentatum na concentracdo de NO (em M)
libertado pelo SNAP, em condicdes fisiologicas. O meio de cultura foi tratado com 300 uM de SNAP e
100 uM de extrato e mantidas a 37°C durante 3 h. A concentracdo de nitritos no meio foi determinada

pela reacdo de Griess.
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Figura 16: Intensidade de fluorescéncia emitida pelas células macréfagos RAW 264.7 tratadas com N-

acetilcisteina (controlo positivo) ou extrato etanélico de Pterospartum tridentatum apds ter sido
induzido estresse oxidativo com LPS. As células foram analisadas com um microscépio fluorescente
com ampliacdo de 63X. Comparacédo entre grupos foi feita por aplicacéo de teste T para comparar o C
vs LPS (####P<0,0001) e um teste ANOVA com p06s-teste Dunnett para comparar o LPS vs
extratos+LPS (****P<0,0001).

Da caracterizacdo quimica dos extratos e dos compostos ja isolados na planta, verifica-se
que existe uma grande quantidade de compostos flavonoides, sendo que alguns deles podem

explicar esta inibicdo de NO. A genisteina, a prunetina, a rutina e os derivados de biocanina A,

38,110

foram descritos na literatura como sendo inibidores da producdo de NO e TNFa , pela

diminuigdo da ativacdo de fatores de transcricdo ligados ao processo inflamatério como o NF-

kB®*!112 - por outro lado, os flavonoides apresentam uma reconhecida atividade

113

antioxidante™™ o que permite explicar a observacdo da diminuicdo de stress oxidativo em

macrofagos tratados com LPS e com os extratos. Um estudo realizado com as partes aéreas de
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Pterospartum tridentatum de modo a avaliar a influéncia dos diferentes estados vegetativos no
contetido fendlico e na atividade antioxidante®® provou que de fato esta planta tem um grande
conteddo fendlico independentemente do tempo de colheita. Os dados por nos obtidos vém
assim corroborar o grande atividade antioxidante atribuida aos extratos desta planta***. A forte
atividade antioxidante deve-se em grande parte a acdo sinérgica que os flavonoides apresentem
nos extratos naturais das plantas. Sabe-se que a genisteina, a biocanina e a daidzeina tém uma
grande atividade antioxidante sobre espécies reativas de oxigénio'*® e atividade inibitéria em

vérios mediadores celulares que previnem a expressio de enzimas antioxidantes™®!’

, tais
como, superdxido dismutase e glutationa peroxidase. Isto em combinagcdo com outros
flavonoides presentes nos extratos leva a uma marcada diminui¢do do stress oxidativo nas

células tratadas com os extratos de P. tridentatum.

5.3.3. Efeito dos extratos etandlicos na expressao proteica de iNOS e COX-2

Tal como referido anteriormente, a iINOS é expressa ap6s inducdo, sendo responsavel
pela producdo de NO através da oxidacdo da L—arginina. A inibicdo da producdo desta proteina
ou a inibicdo dos mediadores inflamatdrios que levam a expressdo da mesma constitui um alvo
importante como medida terapéutica para certas doencas inflamatérias. Como os extratos
demostraram grande capacidade para inibir a producdo de NO induzida pelo LPS fomos
investigar se esta resultaria da diminuicdo da expressdo proteica da iNOS. Observdmos que o0
aumento dos niveis de NO nas celulas estimuladas com LPS se deve a um aumento
significativo da expressdo de iNOS algo amplamente relatado na literatura''®. Nas condicdes
em que as células foram pré-tratadas com os extratos verificou-se uma diminuig&o significativa
dos niveis de iINOS, sendo as diminuicBes de 22.6%, 21.7% e 20.13% para 0s extratos da raiz,
caule e folha respetivamente (Figura 17). Estes resultados mostram que a inibi¢do da producéo
de NO é devida, pelo menos parcialmente, ao efeito inibitdrio que os extratos tém na expressao
da iNOS. De notar que a efetividade com que os diferentes extratos o fazem acompanha na

mesma ordem as diminui¢Bes observadas a nivel da producéo de NO.
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Figura 17: Efeito dos extrato etan6licos de Pterospartum tridentatum na expressao proteica de
iNOS e COX-2 induzida por LPS em macr6fagos RAW 264.7. Extratos celulares das diferentes
condigdes foram separados eletroforeticamente em géis SDS-PAGE 12% e sujeitos a Western blot para
avaliacdo da expressdo de iNOS e COX-2. A comparacao entre grupos foi feita por aplicacdo de teste T
para comparar o C vs LPS (####P<0,0001) e um teste ANOVA com pos-teste Dunnett para comparar o
LPS vs extratos+LPS (*P<0,05; ****P<0,0001).

No processo inflamatorio, aquela que é uma das principais moléculas e como tal também
um dos alvos terapéuticos preferenciais € a COX-2. Tal como mencionado anteriormente, a
COX-2 é uma enzima responsavel pela formacdo de mediadores inflamatérios tais como,
tromboxano e vérias prostaglandinas como a PGl,. Atendendo a sua relevancia na inflamacao
avalidamos também o efeito dos extratos na expressdo proteica de COX-2 induzida por LPS. Tal
como o que se verificou com a iINOS, a expressdo da COX-2 é diminuida pelos extratos da raiz
e do caule. Por sua vez o extrato das folhas, sendo o mais eficaz na inibi¢cdo da expresséo de
INOS, ndo tem efeitos significativos na modulacdo de COX-2. Estes resultados, em termos
farmacologicos, mostram-se promissores atendendo a que estes extratos conseguem inibir dois
dos principais mediadores inflamatorios que tendem a ser alvos para o tratamento de sintomas
de inflamacdo. A presenca de varios flavonoides nos trés extratos poderd explicar estes

resultados.
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Na nossa andlise foi possivel identificar uma diversidade de flavonoides, alguns deles
flavonoides prenilados. Esta familia de compostos apresenta uma grande diversidade de
propriedades biologicas dependentes da sua estrutura. Os flavonoides prenilados por vezes
apresentam uma maior bioatividade que os flavonoides devido & sua maior lipofilicidade™"®,
apresentando uma maior afinidade as membranas bioldgicas. Apesar de haver menos estudos a
avaliar as atividades bioldgicas dos flavonoides prenilados, estes apresentam varias
caracteristicas biolégicas relevantes. Por exemplo, a xanto-humol*? inibe 0 NF-kB ao suprimir
a fosforilagao do IkBa. Como s6 foi possivel identificar flavonoides prenilados no extrato da
raiz, a presenca destes compostos poderd ser uma das razGes pela qual o extrato da raiz
apresentou um melhor efeito inibit6rio na expressao da iINOS e COX-2 quando comparada com
0 extrato das folhas. Contudo futuros estudos que se foquem no isolamento de compostos nos
extratos etandlicos das folhas de P. tridentatum podem conferir esta afirmacéo

Os flavonoides, ao contrario dos flavonoides prenilados, tém sido exaustivamente
descritos na literatura como tendo uma grande atividade anti-inflamatéria. Muitos destes
tendem a diminuir a concentracdo proteica dos mediadores inflamatdrios, tais como a iNOS,
COX-2 e 0 TNF-q, ¢ até mesmo inibir a transcri¢do dos mesmos. Dos flavonoides identificados
verificou-se que a genisteina, o campferol e a biocanina A estdo presentes em todos os extratos
estudados, sendo todos estes compostos descritos na literatura como moduladores das
concentracbes proteicas de alguns mediadores inflamatorios. Existem varios estudos na
literatura a descrever a interacdo da genisteina e da biocanina A com o NF-kB'!. Estes
compostos suprimem a ligagdo do NF-kB ao ADN, acabando por suprimir a transcrigdo dos
genes Nos2 e Ptgs2, que codificam a iINOS e COX-2, respetivamente. Estes também s&o
responséaveis pela inibicdo de outros fatores de transcricdo tais como STAT-1'%2 ERK1/2 e
JAK'?*12% sendo estas outras cascatas celulares responsaveis pela producdo de mediadores
inflamatorios. O flavonol campferol, embora menos estudado que a genisteina e a biocanina,
também tem sido descrito como um composto com atividade anti-inflamatéria**>*?°. Tal como
a genisteina, o campferol diminui a concentragdo de iINOS, COX-2 e CRP*" ao inibir a
fosforilagdo do TIkBa e do IKK. Deste modo, estes compostos em combina¢do com outros
flavonoides presentes nos extratos, tais como a rutina e a prunetina, suportam a observada

diminuicao da expressao de iNOS e COX-2.
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Embora haja estes beneficios nos compostos identificados nos extratos, os flavonoides
tém uma atividade benéfica dependente das concentracdes aplicadas, significando que acima de
uma determinada concentracdo estes podem vir a provocar efeitos deletérios. Da Figura 17
verificamos que o extrato da folha, ao contrario do extrato da raiz e do caule, aumenta a
expressdo de COX-2 induzida pelo LPS. Isto poderd ser explicado pela presenca de varios
flavonoides em concentragbes muito mais elevadas no extrato da folha do que nos extratos da
raiz e do caule. Este comportamento foi observado com alguns flavonoides, como a quercetina
que exibe efeitos citotéxicos em culturas renais*® e efeitos genotéxicos?® para concentracdes
maiores que 75 e 30uM, respetivamente. Atendendo a estes resultados, sera necessario em
futuros trabalhos aprofundar o estudo da composic¢do quimica dos extratos das folhas de modo

a serem identificados as moléculas responsaveis pelo observado aumento da COX-2.

5.3.4. Efeito dos extratos etandlicos na transcricdo dos genes inflamatdrios Nos2, Ptgs2,
I11b, 116 e Tnfa.

Decidimos de seguida averiguar se a diminuicdo dos niveis das proteinas iNOS e COX-2
causadas pelos extratos se deviam a um efeito inibitorio a nivel da transcrigdo dos respetivos
genes. Alargou-se ainda a analise a outros mediadores inflamatorios relevantes: IL-1p, IL-6 e
TNF-0. Pela observagdo da figura 18 verificou-se que o0s trés extratos inibem
significativamente a transcricdo da Nos2, sendo o gene Ptgs2 apenas significativamente inibido
pelo extrato da raiz. Estes resultados apresentam o mesmo perfil daqueles obtidos na nivel da
analise das respetivas proteinas (Figura 17) mostrando que os extratos conterdo compostos com

capacidade para reprimirem alguns fatores de transcri¢ao ligados ao processo inflamatorio.

Relativamente a analise dos efeitos sobre a transcricdo dos outros mediadores
inflamatorios os resultados variaram de acordo com o gene e com a porcdo da planta da qual foi
obtido o extrato. Enquanto que a transcricdo de Il11b induzida por LPS foi significativamente
diminuida por todos os extratos, os genes de 116 e Tnfa ou ndo foram modulados ou a sua
expressao foi paradoxalmente aumentada. Este efeito € particularmente relevante para o Tnfa
que é induzido pelos extratos do caule e da folha. Tal facto vm uma vez mais demonstrar que

0s extratos podem conter inumeros compostos, alguns com propriedades benéficas mas outros

52



com caracteristicas indesejaveis. Deste modo a presenca de compostos citotoxicos ou pro-
inflamatorios nos extratos da folha ndo pode ser excluida dada a pouca informacdo que existe

sobre a Pterospartum tridentatum.
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Figura 18: Efeito dos extratos etandlicos do Pterospartum tridentatum na transcri¢do dos genes
inflamatorios 111b, Nos2, Ptgs2, 116 e Tnfa induzidos por LPS. Células RAW 264.7 foram tratadas com
100 pg/mL de cada extrato durante 1 h sendo posteriormente expostas a 1 pg/ml de LPS por mais 24 h.
O ARN foi extraido e retrotranscrito sendo posteriormente analisada a transcri¢ao dos genes I11b, Nos2,
Ptgs2, 116 e Tnfa por gPCR. Comparacao entre grupos foi feita por aplicacdo de teste T para comparar o
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C vs LPS (##P<0,01) e um teste ANOVA com pds-teste Dunnett para comparar o LPS vs extratos+LPS
(*P<0,05; ****P<0,0001).

Tal como acima mencionado, os compostos ja isolados e identificados nas diferentes
secdes da planta tém efeitos inibitérios de certos mediadores inflamatoérios. Destes compostos a
genisteina é talvez o mais estudado. A nivel molecular interage com Vvérias vias de sinalizagdo
que sdo essenciais para a cascata inflamatéria. A genisteina inibe a expressdao da COX-2 e
iNOS ao bloquear a fosforilacdo da unidade p65 do NF-kB''* prevenindo a sua migracéo para o
nucleo. Dado que o NF-kB é um dos mediadores essenciais na inflamagéo, consequentemente,
a genisteina impedird também a transcricdo de varios outros mediadores dependentes do NF-
kB tais como, TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-1B. Dada a sua presenga nos trés extratos estudados,
podemos deduzir que a genisteina € um dos compostos responsaveis pela desregulacdo da
COX-2, iNOS, IL-1B e IL-6. Como os extratos das plantas tém uma grande variedade de
compostos, a genisteina podera interagir sinergicamente com outros compostos presentes nos
extratos, ampliando os seus efeitos. A biocanina™', daidzeina'®?, prunetina®, campferol®,

isoramnetina™®*

e a rutina®®, sdo compostos presentes nos extratos estudados que se sabe
interferirem com o complexo IKK suprimindo a MAPK, Janus cinase, p38 MAPK e o NF-kB.
Deste modo pode haver uma acdo sinergética com a genisteina, o que explica a relevante

atividade observada.

5.4.Atividade Anti-acetilcolinesterase

A Pterospartum tridentatum é um arbusto descrita pela medicina tradicional como tendo
uma variedade de efeitos benéficos para a satde. Contudo ndo ha informacdo na literatura que
descreva a sua atividade anticolinérgica, apesar da planta conter compostos potencialmente
inibitérios da acetilcolinesterase. Assim, ap0s o0s resultados obtidos para atividade anti-
inflamatoria passou-se para a avaliacdo da atividade anti-acetilcolinesterase. Os resultados

encontram-se resumidos na Figura 19.

55



200.000

150.000

100.000 -
B Raiz
50.000 - H Caule
Folha
B Donepezil

Percentagens de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (%)

-100.000

Concentragdes de extrato presentes no meio (mg/mL)

Figura 19: Efeito dos extratos etanolicos do Pterospartum tridentatum na atividade acetilcolinesterase
in chemico. A leitura das absorvancias da mistura enzima+extrato foi lida aos 0 s, 150 s, 300 s e 450 s,

sendo estes valores usados para calcular a percentagem de inibicéo.

Apos andlise dos resultados, verificamos varios problemas com o método e VAarios erros
experimentais que ocorreram durante 0 ensaio. Primeiro, verificamos que os dados
experimentais obtidos ndo sdo significativamente relevantes para comprovar a atividade anti-
acetilcolinesterase dos extratos, sendo que se teria de realizar mais ensaios (pelo menos N=3)
para obter relevancia estatistica. Segundo, verificamos que o extrato do caule e da folha inibem
significativamente mais a acetilcolinesterase do que o donepezil. Este inibidor reversivelmente
inativa a AChE a concentragdes muito baixas devido a sua grande afinidade ao receptor sigma-
1 (14.6 nM)™ da acetilcolinesterase. Quando se compara as concentracdes de extrato usado
com as concentracBes de donepezil usadas verificamos que o controlo ndo apresenta uma

atividade inibitéria como € descrita na literatura. Isto significa que ocorreram erros
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experimentais na realizacdo do ensaio que levou a uma diluicdo das concentra¢des do controlo.
Outro fator que podera estar a influenciar os resultados sdo as concentracfes de extrato usado.
Segundo o0 método, a concentracdo de extrato usado era de 5 mg/mL que foi diluido em série
entre 0s pocos de modo a obter concentracdes decrescentes do pogo 1 até ao poco 11. Esta
concentracdo podera ser demasiado alta para poder avaliar a atividade inibitéria que o extrato
possa ter, visto que existem varios compostos que podem ter efeitos nefastos acima de uma
determinada concentracdo. Uma forma de melhorar este método para se poder avaliar
corretamente a atividade inibitoria, teriamos de estudar a concentracdo 6tima dos extratos de
modo a garantir a viabilidade enzimatica durante o ensaio.

Embora ndo tinhamos obtido resultados que possam justificar a utilizagdo da Pterospartum
tridentatum como inibidor da acetilcolinesterase, sabemos que existem varios compostos
presentes nos extratos que tém atividade anti-acetilcolinesterase. A genisteina e a daidzeina,
presentes nos extratos aquosos das partes aéreas, sdo referidas como tendo efeitos
neuroprotetores devido & sua similaridade estrutural com o estrogénio®®*. A genisteina tem a

mesma capacidade protetora que o estrogénio®****’

, reprimindo a agregacdo de amiloides sem
apresentar efeitos oncogénicos e diminuindo os niveis de astrocitos nas zonas afetadas. Isto
leva a uma melhoria significativa na memoria de reconhecimento espacial de curto prazo e na

136 A biocanina A inibe a acetilcolinesterase™® numa relacéo

retencdo de conceitos aprendido
dependente da concentracdo aplicada. A prunetina também tem caracteristicas neuroprotetoras
devido & sua capacidades de inibir a enzima PDE4%, responsavel por certas doencas
neuroldgicas tais como esquizofrenia. Contudo ndo existem estudos a avaliar como este
composto influencia a enzima acetilcolinesterase. Futuros estudos que utilizem outras
metodologias ou que apresentam um maior nimero de resultados poderdo ajudar a corroborar a

nossa hipétese de que a Pterospartum tridentatum podera ter atividade neuroprotetora.

6. Conclus6es
Este estudo visou caracterizar quimicamente 0s compostos presentes nos extratos
etanolicos da raiz, caule e folha do arbusto Pterospartum tridentatum. Este foi o primeiro

estudo que visa isolar possiveis compostos que possam estar presentes na raiz desta planta e o
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primeiro a avaliar quimicamente a raiz, o caule e as folhas como se¢des individuais da planta.
Procedemos ainda ao isolamento e elucidacdo estrutural de diversos compostos no extrato da
raiz, tendo sido isolados 2 compostos previamente isolados noutras plantas (lupinifolina e
mundulina) e um composto caracterizado pela primeira vez. Foram ainda avaliadas as
atividades anti-inflamatdria e anti-acetilcolinesterase dos diferentes extratos.

Observou-se que os extratos do caule e da raiz, sec¢des que ndo sdo muito usadas na
medicina tradicional, sdo aquelas que de facto apresentam maior atividade anti-inflamatoria,
inibindo a transcricdo de varios genes inflamatérios, a expressdo de COX-2 e iNOS e a
producdo de NO induzida por LPS. Por outro lado o extrato das folhas, embora inibindo
significativamente a expressdo de iNOS e a producdo de NO, tem também efeitos
potenciadores inflamatdrios que se traduzem no aumento da expressdo de COX-2 e transcricdo
de IL6 e Tnfa. Este facto é relevante pois as partes aéreas do arbusto sdo as mais usadas. Os
dados por nbs obtidos vieram demonstrar que para o tratamento de afecBes de natureza
inflamatoria seria mais benéfico o uso da raiz ou mesmo do caule.

Quanto & atividade anti-acetilcolinesterase, embora ndo tinhamos obtido resultados
significativos, abriu-se o caminho para novos estudos que podem ajudar a elucidar a conexao
entre os efeitos neuroprotetores dos compostos presentes nos extratos e as possiveis
propriedades neuroprotetoras de P. tridentatum.
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