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Freitas, Cassius F.A. — Avaliacado da atividade anti-inflamatéria de um extrato de framboesa na
Artrite Reumatoide.

RESUMO

A framboesa, vulgarmente classificada como um fruto vermelho possui um elevado teor
de compostos fendlicos aos quais tém sido associados beneficios para a saude,
relacionados com a sua atividade antioxidante e anti-inflamatéria.

Com o principal objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatéria de um extrato de
framboesa em modelo animal de artrite reumatéide, preparou-se um extrato de
framboesa recorrendo a uma variedade desconhecida da regido Sul de Portugal.

O extrato produzido foi caracterizado quimicamente por ensaios espetrofotométricos e
cromatograficos (HPLC-DAD-ED e HPLC-DAD-ESI-MS/MS).

A atividade antioxidante do extrato de framboesa foi avaliada em ensaios ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity), HORAC (Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity)
e CAA (Cellular Antioxidant Activity), tendo-se obtido valores de 1277 + 38 pumol de
equivalentes de Trolox/ 100 g, 529 + 33 umol de equivalentes de acido cafeico/ 100 g e
133 pmol de equivalentes de quercetina equivalentes/ 100 g, respetivamente.

Para o estudo da inflamagdo aguda, num modelo de edema da pata induzido pela
carragenina, administrou-se uma dose Unica de extrato de framboesa (15 mg de fenois
totais/ kg de rato), usando a via oral e a intraperitoneal. Apés analise estatistica dos
resultados relativos a percentagem de aumento de volume de pata por ANOVA e teste
de Bonferroni concluiu-se que a administragéo de extrato de framboesa via p.o n&o inibiu
0 aumento do volume da pata (P<0,001 vs Controlo) enquanto que a administracdo via
i.p causou um efeito de inibicdo da inflamacédo (P <0,001 vs Carragenina). No ensaio da
inflamacédo crénica com duracdo de 35 dias, num modelo de artrite reumatéide (AR)
induzida por colagénio tipo Il (Cll), administrou-se o extrato de framboesa (15 mg de
fenois totais/ kg de rato) por via oral ou intraperitoneal, do 23° ao 35° dias de ensaio).
Para além da reducédo do edema nas patas dos animais tratados, a analise radiografica
das patas destes animais revelou que a osteoesclerose das superficies articulares e as
areas erosivas subcondrais das articulagbes das patas posteriores eram menos
evidentes nos ratos aos quais foi administrado extrato de framboesa por via oral ou por
via intraperitoneal, o que sugere a acdo anti-inflamatéria do extrato de framboesa

guando administrado continuadamente.

Palavras chave: Framboesa, Inflamacao, Edema, Artrite Reumatoide



Freitas, Cassius F.A. — Anti-inflammatory effect evaluation of raspberry extract on Rheumatoid
Arthritis.
ABSTRACT

Raspberries are classified as a berry and have a high content of phenolic compounds. Those
compounds have been associated with health benefits due to their antioxidant and anti-
inflammatory effects.

The main objective was to evaluate the anti-inflammatory effect of a raspberry extract in the
animal model Arthritis Rheumatoid. It was prepared from an extract of an unknown raspberry
variety from the south of Portugal.

The extract was chemically analysed by spectrophotometric and chromatographic assays
(HPLC-DAD-ED e HPLC-DAD-ESI-MS/MS).

The antioxidant activity of the raspberry extract was evaluated by ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), HORAC (Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity) and CAA (Cellular
Antioxidant Activity) assays. It has obtained values of 1277 + 38 umol of Trolox equivalents
per 100 g of fresh fruit, 529 + 33 umol of cafeic acid equivalents/ 100 g and 133 pmol of
guercetin equivalents/ 100 g, respectively.
For the acute inflammation study, in the carrageenaan induced-paw edema model, a dose of
the raspberry extract (15mg of total phenols per Kg of animal weight) was administred, orally
and intra-peritoneally. After the statistical analysis (ANOVA and Bonferroni’'s test) of the
paw's volume increase, it was demonstrated that the oral extract administration did not inhibit
the paw's volume increase (P<0,001 vs Control) but the intra-peritoneal extract
administration did inhibit the inflammatory effect (P <0,001 vs carrageenaan). The duration of
the chronic inflammation assay was 35 days. It was an animal model of collagen-induced
arthritis. The raspberry extract was administered (15mg of total phenols per Kg of animal
weight), orally or intra-peritoneally from day 23 to the last day. Not only there was a
statistically significant reduction in paw edema, but also the radiographic analysis of the
animals’ paws showed that osteosclerosis of the articular surfaces and subchondral erosive
areas of the joints of the hind paws were less evident in rats. In these, oral and intra-
peritoneal extract were administered. This suggests that there is an anti-inflammatory effect

of the raspberry extract when it is continually administered.

Keywords: Raspberry, Inflammation, Edema, Rheumatoid Arthritis.

10



1. Introducéao

E relevante a exposicéo dos seres humanos aos agentes oxidantes responsaveis
muitas vezes por danos a biomoléculas tais como proteinas, lipidos e acidos nucleicos e
gue resulta num grande ndmero de patologias como as doencgas inflamatérias em geral,
as cardiovasculares e alguns tipos de cancro. De acordo com diversos estudos
epidemiolégicos, ha uma menor incidéncia de doencas cronicas nao-transmissiveis
associadas a dietas ricas em frutas e hortalicas ( Cerqueira et al., 2007 ). Os efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes derivam de diversos compostos presentes nesses
alimentos que neutralizam a acao dos radicais livres e agem também através de outros
mecanismos anti-inflamatérios. Justifica-se portanto, a importancia da pesquisa de
fontes vegetais dietéticas com altos teores em compostos com atividade antioxidante (
Pinto, 2008).

A Framboesa (Rubus idaeus) encaixa-se perfeitamente nesse contexto por ser
um alimento rico em compostos fendlicos, especialmente antocianinas responsaveis pela
sua cor e que sdo antioxidantes naturais. Além de fornecerem protecdo antioxidante,
esses compostos atuam também na manutencdo da integridade do DNA, como agentes
anti-inflamatérios e anti-mutagénicos e fornecem cardio-protecdo através da
manutencéo da permeabilidade vascular ( Bagchi et al., 2004).

O metabolismo do oxigénio molecular origina espécies reativas de oxigénio
(ROS) que, quando estdo em excesso no organismo devido a um desequilibrio na sua
producdo pelas fontes enddgenas, exégenas e/ou deplecao de antioxidantes, causam o
stresse oxidativo ( Dartsch et al., 2008). Alguns estudos tém demonstrado que a
suplementacdo com frutas ricas em antocianinas foram eficazes na reducdo desse
stresse oxidativo associado ao envelhecimento, sendo benéfico na reversdao da idade
relacionada a alteracdes neuronais e comportamentais ( Bagchi et al., 2004).

Os compostos fendlicos em geral agem contra a inflamacgéo que é o processo
gque o organismo dispbe para localizar, neutralizar ou eliminar um agente agressor
(bacteriano, viral ou outro). Dito de outra forma, ndo é mais do que o afluxo de leucocitos
e moléculas do plasma ao foco inflamatorio, desencadeando-se, entdo, os mecanismos
reacionais que a caracterizam ( Arosa; Cardoso; Pacheco, 2007). A inflamacéo aguda é
definida como uma série de respostas tecidulares nas primeiras horas apés a lesdo e
possui um mecanismo eficaz de regeneracédo do tecido afetado. A falha ou auséncia
desse mecanismo evolui para uma inflamacgéo crénica ( Ward, 2010). Assim, pode dizer-
se que o mecanismo de inflamacdo é benéfico para a propria defesa do organismo
desde que seja auto limitado. Contudo, quando a inflamacdo se torna persistente e

exagerada esta associada a uma série de doencas crénicas ( Rhaman et al., 2009).
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Aproximadamente 1% da populacdo mundial adulta sofre de Artrite Reumatoide
(AR), que é uma doenca inflamatéria crénica sistémica de etiologia auto-imune.
Caracteriza-se  basicamente  por inflamacdo das membranas sinoviais,
preferencialmente de articulages periféricas. A grande preocupacdo do aumento da
taxa de mortalidade de pessoas afetadas pela AR, deve-se as complicacdes
cardiovasculares subsequentes a inicial aterosclerose ( Martinez-Calatrava et al., 2010).

O evento inicial da doenca é o processo inflamatério iniciado na membrana
sinovial com infiltrado de linfécitos e macréfagos. Esse infiltrado juntamente com a
hiperplasia das células sinoviais e a neoangiogénese levam a formacdo do tecido
sinovial proliferado (pannus) que atinge o 0sso subcondral e , em seguida, a cartilagem
articular, com destruicéo progressiva da mesma (Miossec, 2004).

Como ja foi referido anteriormente alguns frutos e legumes contém compostos
gue tém mostrado actividades antioxidantes e anti-inflamatérias, nomeadamente os
chamados frutos vermelhos.

Devido a composicdo composi¢do rica em antocianinas, um estudo recente
efetuado com extratos de algumas variedades de framboesas demonstrou uma boa
capacidade antioxidante e moderada acdo anti-inflamatdria evidenciada pela acao
inibitéria da enzima cicloxigenase ( Bowen-Forbes et al., 2010). Ha diferentes alvos
envolvidos na atividade anti-inflamatéria desses compostos fendlicos presentes nas
framboesas e que podem ser subdividos em alvos relacionados a via dependente do
acido araquiddnico, a inibicao da cicloxigenase , a inibicdo da lipoxigenase e também da
fosfolipase A2. Outros alvos ndo menos importantes sdo o fator de transcricdo nuclear
kKB (NFkB), os linfécitos T e a producdo de citocinas do tipo 1 e 2 ( Biesalski; Hans,
2007).

Devido as propriedades ja evidenciadas pelas framboesas estes frutos parecem
ser promissores na prevencao dos fenémenos oxidativos e inflamatoérios. No entanto,
serao necessarios ser feitos muitos estudos que comprovem essa hipotese e que
elucidem os mecanismos envolvidos nesses efeitos.

O objectivo do presente estudo € avaliar se a framboesa tem propriedades anti-
inflamatdrias e se a administracdo crénica de um extrato de framboesa podera auxiliar
na prevencdo ou reducdo da inflamacdo na AR, podendo assim contribuir para uma

melhoria da qualidade de vida das pessoas afetadas por essa patologia.
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1.1 Cultura da Framboesa

Desde tempos primérdios que o Homem se sentiu atraido por pequenos frutos e
inseriu-os na sua alimentacéo devido a variedade de formas, texturas, cores, sabores e
aromas.

Neste grupo estéo incluidas as plantas perenes de climas temperados, lenhosas
ou semilenhosas que produzam frutos simples derivados apenas do tecido do ovario em
gue o pericarpo apresenta polpa e textura branda. Dentre elas destacam o0s géneros:
Rubus, Ribes, Fragaria e Vaccinium ( INRB, 2007).

As plantas da framboesa pertencem a familia das Rosacea, género Rubus,
subgénero Idaeobatus e ocorrem nos cinco continentes, mas tem a sua distribuicdo
centrada fundamentalmente no hemisfério Norte, com especial incidéncia na Asia,
Europa e América do Norte.

A framboesa vermelha floresce no verdo apés um ano de crescimento vegetativo
e de passar por um periodo de dorméncia durante o inverno (INRB, 2007).

A cultura da framboesa em solo portugués ainda é reduzida devido ao baixo
consumo destes frutos pela populagédo nacional se comparado com paises do Norte da
Europa como Noruega, Suécia e Holanda. No entanto parece haver um aumento
significativo na sua producédo nos Ultimos anos, ja que os frutos produzidos em Portugal
comecgaram a ter uma maior procura para exportacao.

As areas de maior producéo sao localizadas no Algarve, Alentejo e Ribatejo. 95%
da producdo nos 14 hectares de estufas (Figura 1) no Algarve sdo destinadas aos
mercados noérdicos ( Hubel, 2011).

Dentre as cultivares mais utilizadas na Europa destacam-se a ‘Polka’, ‘Himbo-
Top’ e a ‘Joan-Squire’ ( INRB, 2007).

IW

Figura 1 Cultura de framboesas em estufas (INRB, 2007)
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1.2 Composicdo Quimica da Framboesa

A framboesa faz parte de um grupo pequeno de frutos denominados de frutos
vermelhos juntamente com mirtilos, amoras, morangos, entre outros. 20% do seu peso
total € composto por fiboras e é uma fonte de Vitamina C e outras vitaminas,
nomeadamente o acido félico, a vitamina B; ,B, e também alguns minerais ( magnésio,
cobre e ferro) (World’s healthiest foods).

Este grupo de frutos é bastante reconhecido pela sua qualidade nutricional e os
beneficios para a saude. Muitos estudos tém demonstrado que eles possuem altos
teores de aclicares e acidos organicos ( acido malico, acido citrico, acido succinico) que
determinam sua docura e acidez. O tipo e a quantidade individual de cada composto vai
refletir na qualidade da fruta ( Milivojevic et al., 2011) .

Estes frutos sdo excepcionalmente ricos em compostos fendlicos que
correspondem ao maior grupo de fitoquimicos e séo classificados como se pode ver na
Figura 2. Incluem flavonodides (antocianinas, flavondis e flavandéis), estilbenos, taninos e

acidos fenolicos ( Seeram et al., 2006).
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Ac Ac Proantocianidinas Elagitaninos
Hidroxicindmicos  Hidréxibenzéicos + Taninos
Caféico Gidlhico Taninos condensados  Hidralisdveis
Ferdlico Vanilico
P-cumdrico Protocatechuico
R R
4 o ¥ e 5
Classificacdo R L
Ry o R d ?J\):[”” el
[ e s
A o o8 RUCOR IS 0 T
o R Compostos Fenélicos o w900 ok
o o S0 o H
HO. C’S o
h 8"
HO )
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(ameciones) [ Sgiin] 75
Re ,O.R,z | Ho. g ';., OH B O
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R OH
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i) - Yelfinidina o |
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Figura 2. Esquema de classificacdo dos compostos fendlicos ( Paredes-Lopez et al., 2010).
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A Tabela 1 a seguir mostra valores médios reportados de compostos fendlicos

totais, flavonéides e antocianinas de alguns frutos vermelhos.

3 Compostos Flavonéides o
Fruto/Género e ) Antocianinas
. fendlicos mg/100g mg/100g peso
espécie mg/100g peso fresco
peso fresco fresco
Arando (Vaccinium
. 525 44 300
myrtillus)
Amora (Rubus
) 486 276 82-326
fructicosus)
Mirtilo (Vaccinium
261-585 50 25-495
corymbosum)
Oxicoco (Vaccinium
315 157 67-140
macrocarpon)
Framboesa (Rubus
: 121 6 99
idaeus)
Groselha (Ribes
1400 9 22
rugrum)
Morango (Fragaria x.
313 desconhece 54
ananassa)

Tabela 1. Quantidades médias de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas de alguns

frutos vermelhos ( Paredes-Lopéz et al., 2010).

Os flavondides s&@o conhecidos como responsaveis pela pigmentacdo das
plantas, inicialmente foram confundidos com vitaminas chegando a receber o nome de
“Vitamina P”. Na verdade esses polifendis estdo envolvidos no crescimento e reproducao
das plantas, pois oferecem resisténcia aos microrganismos patogénicos e predadores e
também protegem culturas vegetais de doencas e germinagédo de sementes pré-colheita.
Estudos in vitro demonstram o poder antioxidante, de captura dos radicais livres,
promovido por esses compostos fendlicos (particularmente flavonéides) ( Ross; Kasum,
2002).

Estes compostos também atuam no tecido adiposo como agente anti-inflamatério
inibindo a sintese dos eicosandides e no sangue na agregacdo plaquetéaria ( Dillard;
German, 2000).

Este grupo de compostos é caracterizado estruturalmente pela presenca de dois
anéis aromaticos (A, B) ligados a um anel heterociclico (C) ilustrados na Figura 3. Séo

classificados de acordo com o grau de oxidacdo do anel heterociclico e podem ser
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antocianinas, flavandis (catequinas) e flavonois. Essas moléculas podem sofrer
substituicdo dos anéis aromaticos como hidroxilagbes, metilacdes, glicosilaces,
acilacdes que representam a diversidade dentro de uma classe de compostos ( Pourcel
et al., 2006).

OH 0 Quercetin

Figura 3. Estrutura da Quercetina ( Pourcel et al., 2006).

Os acidos fendlicos e os flavondides, embora ndo sejam essenciais para a
sobrevivéncia dos seres humanos, podem a longo prazo ser os fatores que contribuem
para os efeitos protetores de uma dieta rica em frutas e vegetais.

De entre os acidos fendlicos existentes na framboesa que podem, estar
envolvidos nos efeitos benéficos temos o acido galhico e os acidos cumarico, cafeico e
clorogénico. Os principais flavondides sdo as antocianinas, flavan-3-6is, flavanonas,
flavondis e flavonas ( Borges et al., 2010).

A cor atrativa da framboesa deve-se as antocianinas e seus derivados que
existem na natureza ligados a acUcares, nomeadamente glucose. A quantidade de
antocianinas é importante para a avaliagdo da maturidade dos frutos e as principais
antocianinas encontradas na framboesa séo cianidina-3-sofordsido (que se encontra em
maior quantidade), cianidina-3-glucésido e pelargonidina-3-glucésido. Além das
antocianinas, a framboesa também contém outros flavonéides, como por exemplo os
derivados glicosilados de quercetina e canferol ( Mullen et al., 2003).

O &cido elagico (EA) é uma dilactona do acido hexahidroxidifénico (HHDP) de
peso molecular 338.2 g/mol ( Fig. 4). E termicamente estavel devido aos quatro anéis da
molécula, que representam a parte lipofilica enquanto que os quatro grupos fendlicos e
as duas lactonas representam a zona hidrofilica. Essas propriedades resultam numa
elevada insolubilidade em agua ( Aguilera-Carbo et al., 2008). Pode-se encontrar nas
formas livre, glicosilada ou esterificada com aglicares dando origem aos elagitaninos na

maioria das vezes com B-D-glucose ( Wang et al., 2010).
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COOH Lactonizagao
OH O‘
HO ‘c-0  OH
HHDP
A

HO  0-C,
o)

acido elagico
Figura 4. Lactonizacdo do acido hexahidroxidifénico (HHDP) para originar o acido elagico (
Aguilera-Carbo et al., 2008).

A framboesa tem também na sua constituicdo elagitaninos (ETS). Com mais de
500 produtos naturais caracterizados, os elagitaninos formam o maior grupo dos taninos.
Eles possuem um importante papel na nutricdo humana e sdo dotados de varias
propriedades biolégicas, incluindo a antioxidante, anticancerigena, anti-aterosclerética,
anti-inflamatdria, anti-hepatotdxica, antibacteriana e anti-replicacdo do HIV ( Landete,
2011). Como componentes de plantas medicinais, eles sédo tradicionalmente utilizados
para tratar diarreia, Ulceras gastricas, queimaduras e quando sdo administrados em
animais por vias intra-peritoneal, intra-venosa e oral também parecem exibir uma
potente atividade antitumoral ( Clifford; Scalbert, 2000).

O éacido elagico tem sido detectado em varios estudos com frutos,
nomeadamente em frutos vermelhos e alguns frutos secos ( Daniel et al., 1989). Nesses
estudos o total de acido elagico € medido pela quantidade presente nos extratos apés
hidrélise acida. Nas framboesas o acido elagico livre corresponde a menor parte do teor
total de acido elagico sendo os elagitaninos a sua principal fonte ( Mullen et al., 2003).
Os elagitaninos que estéo presentes em maior quantidade nesse fruto séo lambertianina
C, sanguiina H-6 e sanguiina H-10 segundo Beattie,Crozier e Duthie ( 2005 ) sendo a
sanguiina H-6 a responsavel por mais de 30% da atividade antioxidante desses frutos.

Ao contrario do acido elagico, os elagitaninos sao sollveis em agua. Podem
precipitar alcaldides e proteinas e possuem alto peso molecular pois seus monémeros
podem ser oxidados nas plantas e formar dimeros, trimeros e tetrameros com pesos

moleculares que podem chegar a 4000 Da ( Pinto, 2008).
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1.3 Capacidade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres sdo produzidos em
varios processos fisiologicos. O stresse oxidativo € um balanco entre a producdo de
ROS e a defesa antioxidante enddgena e que pode levar a danos oxidativos quando a
guantidade de ROS ¢é superior a que o0s antioxidantes existentes no organismo
conseguem anular. Esta condi¢ao bioldgica pode resultar ou de uma defesa antioxidante
insuficiente ou de uma intensa producdo de ROS relacionados com o envelhecimento e
patologias de inimeras doengas cronicas, incluindo cancro, doencas cardiovasculares,
inflamacdes, diabetes, doenca de Parkinson, Alzheimer e outras. Para confrontar o
stresse oxidativo o corpo humano desenvolve mecanismos para manter a homeostase
redox. Esses mecanismos incluem as defesas antioxidantes enddgenas, como por
exemplo as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) e outras obtidas através da dieta (Paredes-Lopez et al., 2010), ou
seja, para que haja equilibrio o sistema antioxidante enddgeno, por vezes, tera de ser
auxiliado por antioxidantes exdgenos, normalmente veiculados via alimentar.

Segundo Agar, Streif e Bangerth (1997), a vitamina C (L-ascorbato) € um dos
mais importantes sequestradores de radicais livres encontrados em plantas, animais e
humanos. E derivada de um aclcar hexose e o grupo ene-diol nos atomos de carbono 2
e 3 é o responsavel por suas propriedades acidas e redutoras, pois podem ionizar-se e
doar electrées. Dessa forma, o ascorbato reage com ROS tais como H,O, (peréxido de
hidrogénio), O, (superdxido) e O, (oxigénio singlete) (Asard; May; Smirnoff, 2004).

Beekwilder et al. (2005) constataram que sendo a framboesa uma fonte de
vitamina C, a sua capacidade antioxidante total parece resultar em cerca de 80% dos
compostos fendlicos presentes na amostra, e 0 restante corresponde a vitamina C.
Ensaios prévios realizados por Kalt et al. (1999) também ja o haviam demonstrado.

Dentre os compostos fendlicos, que sdo antioxidantes exdgenos, os acidos
fendlicos, flavondides, estilbenos e taninos sdo os que mais exibem mecanismos de
acdo biologica significante, como limpeza ou desintoxicacdo de ROS, bloqueio da
producdo de ROS, impacto no ciclo celular, supresséo de tumores, modulacéo do sinal
de transducéo, apoptose, desintoxicacdo de enzimas e metabolismo ( Paredes-Lopéz et
al. , 2010).

Os flavonéides possuem propriedades anti-inflamatorias, anti-alérgicas, antivirais
e anti-carcinogénicas. Os grupos das flavonas e dos (flavanéis, que incluem as
catequinas, parecem ser 0os mais poderosos na protecao do corpo contra as espécies

reativas de oxigénio que causam danos as células e tecidos. Os radicais livres podem
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atrair varios mediadores inflamatoérios que contribuem para uma resposta inflamatéria
geral e uma danificacéo do tecido ( Nijveldt et al., 2001).

Além da remocéo direta dos radicais livres através da estabilizacdo das ROS
pela sua reacdo com a parte mais reativa dos radicais livres, alguns flavondides,
inclusive a quercetina (flavonol), impedem que o 6xido nitrico produzido pelas células
reaja com os radicais livres formando peroxinitrito que oxida os LDLs (Lipoproteinas de
baixo peso molecular) e causa danos irreversiveis a membrana celular ( Lin; Weng,
20086).

Outro importante mecanismo responsavel pela formacéo das espécies reativas
de oxigénio é a imobilizacdo e firme adesdo dos leucocitos as paredes endoteliais.
Normalmente os leucdcitos movem-se livremente ao longo das paredes endoteliais. No
entanto, quando ocorre uma isquemia ou inflamacao varios mediadores derivados do
endotélio e outros fatores do complemento podem causar essa adesao dos leucécitos as
paredes do endotélio imobilizando-os e estimulando a desgranulagdo dos neutréfilos
levando a producdo de mediadores oxidantes e inflamatdrios que danificam os tecidos.
Os flavon6ides agem diminuindo o nimero de leucocitos imobilizados durante a
reperfusdo e alguns deles ainda podem inibir a desgranulacao dos neutrofilos sem afetar
a producéo do superoxido ( Nijveldt et al., 2001).

Um estudo realizado por Guardia et al., em 2001, utilizou um modelo animal de
inflamacédo para avaliar o potencial de agentes anti-artriticos nas fases aguda e crénica.
A inflamacédo foi provocada nos ratos pelo método da inflamagcédo induzida pela
carragenina e foi observado a resposta de trés flavondides: rutina, quercetina (flavonois)
e hesperidina (flavanona) (Figura 5). A capacidade antioxidante dos flavondides esta
relacionada ao niimero e posicao de trés grupos hidroxila livres que podem agir pela sua
capacidade de doar hidrogénio. Como a rutina difere da quercetina s6 na presenca do
acucar rutinose na posicéo 3, é possivel que fatores farmacocinéticos contribuam para o
aumento da atividade do glucésido. Constatou-se que o flavonol rutina foi extremamente
eficaz na reducdo do edema da pata (fase aguda), nédulos e ancilose (rigidez da
articulagdo). Quercetina e hesperidina foram menos eficientes que a rutina, mas a
guercetina ainda foi mais eficaz que a hesperidina. Uma razdo pela qual a quercetina
nao é utilizada como medicamento é a possibilidade de produzir efeitos genotoxicos (
Guardia et al., 2001).
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OH O Hesperidina

Figura 5. Estruturas dos compostos: quercetina, rutina e hesperidina ( Guardia et al., 2001).

Ja a eficiéncia dos elagitaninos e do acido elagico (Figura 6) como compostos
antioxidantes dependem muito da sua estrutura quimica. A presenca de varias funcdes
hidroxi na posicao orto nos elagitaninos é responsavel pela forte capacidade de doar um
atomo de hidrogénio e apoiar um eletrdo desemparelhado. A eficiéncia antioxidante dos
ETS e EA esta diretamente correlacionada com seu grau de hidroxilagao e diminui com a

presenca de uma molécula de acgucar (Landete, 2011).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos elagitaninos presentes em maior quantidade nas framboesas:

Sanguiina H-6; Lambertianina C e Sanguiina H-10 e do acido elagico ( Ross et al., 2007).
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Quanto a acao anti-inflamatoria, sabe-se que o acido elagico inibe a IL-13 e TNF-
o e induz a ativacdo da proteina ativadora-1 e de proteinas quinases em células
estreladas pancreaticas in vitro. O EA tem também propriedades anti-inflamatérias pela
regulacdo de INOS, COX-2, TNF-a e IL-6, devido a repressdo do NF-xB exerce seu

efeito quimiopreventivo sobre a carcinogénese de colon em ratos ( Landete, 2011).

1.4 Biodisponibilidade/Metabolismo dos flavondides, &cido elagico e

derivados

E de extrema importdncia o conhecimento sobre a biodisponibilidade dos
compostos fendlicos porque ha grande diferenca dessa biodisponibilidade entre os
diversos compostos dentro desse grupo. Um composto com alta capacidade antioxidante
intrinseca pode por exemplo, ao ser ingerido através da dieta, ser pouco absorvido,
muito metabolizado ou rapidamente eliminado, o que leva a uma baixa atividade
biolégica. Também, alguns metabolitos produzidos por atividade digestiva ou hepatica
podem ser completamente inativos ou apresentar atividade maior que o composto
original ( Manach et al., 2004).

Os compostos fendlicos na maioria das vezes apresentam-se na forma de
glicosidos, ésteres ou polimeros e s6 serdo absorvidos apo6s hidrélise por enzimas
intestinais ou da microbiota do célon. Alguns flavonéides podem sofrer absorgédo gastrica
desde que ndo estejam glicosilados e os glicésidos podem ser absorvidos no intestino
delgado desde que nédo estejam ligados a aguUcares, tais como a ramnose, que tém que
ser hidrolisados pela microbiota. Os compostos fendélicos depois de absorvidos sofrem
reacdes de metilagéo, sulfatacdo e glucuronidacéo no intestino delgado e posteriormente
no figado, o que facilita sua eliminacao através da urina e bile por aumentar a sua
polaridade ( Manach et al., 2004).

Os flavonoides ndo séo todos absorvidos em iguais quantidades. Isoflavonas séo
os melhores absorvidos na dieta enquanto flavanonas, flavanéis e flavandis glicosilados
apresentam absorces médias e as proantocianidinas, antocianinas e algumas
catequinas (galhocatequina e epigalhocatequina) sdo os menos absorvidos ( Clifford &
Brown, 2006). No entanto, a cinética de absorcdo varia consideravelmente entre os
diferentes alimentos devido a heterogeneidade de aguUcares e outros grupos funcionais
no nucleo flavano. Os flavondides absorvidos sédo ligados a albumina e transportados ao
figado pela veia porta enquanto que os ndo absorvidos podem ser degradados pelos

microrganismos do colon intestinal como ja foi referido anteriormente e se mostra na
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Figura 7. O figado é o 6rgédo mais importante, responsavel por varias biotransformacoes

gue levam esses compostos a diferentes formas conjugadas ( Viskupicova et al., 2008).
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Figura 7. Esquema do metabolismo dos flavondides ( Viskupicova et al. 2008).

Estudos realizados por Netzel (2001) e Nielsen (2003) demonstraram baixa
absorcdo e baixa excrecdo urinaria e fecal dos glicésidos das antocianinas. Estes
resultados indicam a alta biotransformacéo destes compostos apds ingestdo oral e
absorcéo. A degradacédo em ph neutro no pequeno e grande intestinos, 0 metabolismo
pela microflora intestinal podem contribuir para a baixa biodisponibilidade das
antocianinas. As bactérias da microflora possuem um grande potencial hidrolitico que
pode quebrar as ligacbes glicosidicas. Apos a hidrélise ha liberagdo das agliconas que
séo estaveis em ph acido porém instaveis em ph neutro. Forma-se uma a- dicetona que
€ muito reativa e decompde-se facilmente em acidos fendlicos e aldeidos. Portanto a
degradacdo das antocianinas apds deglicosilacdo bacteriana é um fator limitante da
biodisponibilidade destes compostos ( Keppler & Humpf, 2005).

Os elagitaninos, que sdo componentes importantes da framboesa, sdo bem mais
dificeis de ser degradados por microrganismos devido a sua estrutura complexa. O acido
elagico, derivado dimérico do acido galhico, é geralmente reconhecido como subproduto
da hidrélise ap6s perda de um grupo éster hexahidroxidifenico dos elagitaninos. Como
se sabe a maioria dos elagitaninos estdo presentes nos alimentos nas formas de
ésteres, glicésidos, ou polimeros que ndao podem ser absorvidos na sua forma natural.
Essas substancias precisam ser antes hidrolisadas por enzimas intestinais ou pela

microbiota do célon para que possam ser absorvidas ( Mingshu; Kai; Qiang, 2006). Ainda
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ha também a questdo da baixa solubilidade do acido elagico que pode ser responsavel
pela ndo absorcédo desse composto ( Clifford; Scalbert, 2000).

Segundo um estudo realizado por Boukharta et al. em 1992, verificaram-se
guantidades muito baixas de acido elagico na urina (0,05% da dose) e pulmdes (0,01%
da dose) de murganhos que foram previamente administrados com elagitaninos
provenientes de framboesa (Rubus ideaus) ou de romas (Punica granatum L.) na
concentracdo de 60-600 mg/Kg de peso corporal. JA num outro estudo realizado com
murganhos alimentados durante uma semana com uma dieta que continha 1% de acido
elagico (aprox. 1mg/Kg de peso corporal), ndo foi detectada presenca de acido elagico
nos tecidos ou sangue desses animais ( Smart et al.,, 1986). Em ratos, apés
administracdo oral de acido elagico, foi detectado na urina e nas fezes o metabolito (
aproximadamente 10% da dose) 3,8-dihidréxi-6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona, resultado de
acdo microbiota. Na administracdo via intraperitoneal foi encontrado, na cavidade
abdominal durante a autopsia, acido elagico ( Ayrton et al., 1992).

Apés incubacao de fezes e urinas resultantes de metabolizacao de elagitaninos e
acido elagico pela microbiota, houve a formacdo dos metabolitos denominados por
urolitinas (Figura 8) ( Cerda et al., 2005).
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Urolitina A Urolitina C
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Figura 8. Estruturas dos metabolitos de elagitaninos e/ou acido elagico: Urolitinas ( Del Rio et al.
2010).

Posteriormente a ingestdo de alimentos ricos em elagitaninos (16 a 48 horas),
encontrou-se como principal metabolito na urina de humanos urolitina B (6-H-

dibenzol[b,d]piran-6-ona) conjugada com o acido glucurénico ( Cerda et al., 2005).
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1.5 Inflamagéao

Segundo Ward, a resposta inflamatoria ilustrada na Figura 9 consiste num
sistema inato de respostas celulares e humorais seguido de lesdo (como por exemplo
apos uma exposicdo ao frio ou calor, isquemia/reperfusdo, trauma,etc.) em que 0 corpo
tentar restaurar o tecido até ao seu estado inicial (Ward, 2010),

Numa resposta inflamatéria aguda, desencadeiam-se eventos complexos que
envolvem extravasamento de agua, sais e proteinas a partir do compartimento vascular;
ativacdo de células endoteliais; interacdes de adesédo entre leucécitos e o endotélio
vascular; recrutamento de leucécitos; ativacdo de macréfagos tecidulares; ativacédo e
agregacdo das plaquetas; ativagdo dos sistemas do complemento, da coagulacdo e do
sistema fibrinolitico; e libertacdo de proteases e agentes oxidantes a partir das células
fagociticas, que podem amplificar o quadro de lesdo. Quer devido a causas fisicas ou
guimicas, organismos infecciosos, ou por algumas outras razdes que lesam os tecidos, a
marca mais antiga in vivo da resposta inflamatéria aguda é a adesdo de neutréfilos
(leucdcitos polimorfonucleares (PMN)) ao endotélio vascular (um fenémeno designado
por "marginacéao") ( Ward, 2010).

Ja a resposta inflamatéria crénica € definida de acordo com a natureza das
células inflamatérias que aparecem nos tecidos. A duracao da resposta inflamatoria ndo
esta relacionada com a definicdo de inflamacao cronica. A reversdo ou resolugcédo da
resposta inflamatéria implica que os leucdcitos sejam removidos ou por via sistema
linfatico ou por apoptose (morte celular programada) e que a resposta inflamatéria aguda
em curso termine. Como conseqiiéncia, durante a fase de resolucdo da inflamacéo o
aumento da permeabilidade vascular é revertido porque a migracéo dos leucécitos PMN
do compartimento vascular para o compartimento tecidular é interrompida. Em ambos os
compartimentos, vascular e extravascular, depdsitos de fibrina sdo removidos por vias
gue levam a ativacdo do plasminogénio (em plasmina), que degrada a fibrina. Detritos
celulares e hemacias sdo removidos do compartimento extravascular por fagocitose

pelos macréfagos tecidulares ( Ward, 2010).

24



Fluido

celular
Peptideos —

quimiotaticos, etc.« .

Eicosandides
E-Resolvinas
D-Resolvinas

Leséo tecidular
Microrganismos invasores
Defesa do hospedeiro

Reselugdo

DL Micrdbios

Trauma cirdrgico Apoptose Neutrofilo
R . Mudanga nos I &
", Micrebios .+, 0t L E0 mediadores = ® -
- ’ &2 & ——® apoptose
Cicloxigenases : lipidicos 5 ﬁ;éj/% neutréfilo
" Micrabios + 13 = fp 5
et Macrafago
. e Monicitos % o é
Prostaglandinas - =% & nao-flogisticos 3
Regula ﬂuﬂn sanguineo \c&’ Pustula d
e d ivaca Interrompe o recrutamento de
Muda permeabilidade do extravazamento (g, ~—  ~uvacacdePMN | BMN -
- . = ‘Catabasis’
{ Q’)} LTB, aumenta 2 @ \:E“
NI sinal de recrutamenta wt Retorna a homeostase tecidular
LBy
®
(] T e | (— e = l= e
IR 1o
Vénula pés-capilar (20
P i ey Lipoxina A, o/
= = (%A
‘/"’{)\" ey \’[’i@;'\ ) me X 7 Tupoinag,
o/ ) ) () T =
e = \/ 8( ) Plagueta
Lumen do vaso Leucécito
C T o N == X D, 1 el ) I o3 Tt ) [ T ) )
Tempo

Figura 9. Esquema de uma resposta inflamatadria ( Gilroy; Lawrence, 2008).

Ha muitas situacbes em que a resposta inflamatéria aguda se torna excessiva ou

prolongada, levando a sérias lesdes dos tecidos e 6rgao.

1.6 Inflamacgé&o Aguda

A inflamacdo aguda é caracterizada pelo recrutamento de leucdOcitos da
circulacdo sanguinea, classicamente definida pelo transporte inicial de granuldcitos
polimorfonucleares, seguidos de mondcitos, que se diferenciam em macrofagos.
Invariavelmente, essa resposta é desencadeada pelos mastécitos e macrofagos
residentes do tecido, cuja desgranulagéo e ativacdo sequencialmente origina a producgéo
de uma diversidade de mediadores inflamatérios, como aminas bioativas (histamina e 5-
HT), citocinas, quimiocinas bem como mediadores lipidicos, que coletivamente recrutam
e ativam células inflamatorias e que também resulta na formacédo do edema ( Gilroy &
Lawrence, 2008).

Os cinco sinais cardinais da inflamacédo sdo o calor , o rubor, o edema, a dor e a
perda de fungéo. O calor provém da dilatacdo de pequenos vasos e do aumento do fluxo
sanguineo na area afetada que ocasiona um enchimento dos capilares e vénulas.
Portanto, a vermelhidédo e o calor dependem do aumento do calibre das arteriolas que

chegam a zona afetada. O edema deriva da acumulacao de fliido extracelular, rico em
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solutos e proteinas derivados do plasma, no tecido lesado. E a dor, que nem sempre
esta presente, geralmente é causada pela pressdo exercida na area inflamada mas
também a libertacdo de mediadores quimicos endégenos como bradicinina, citocinas,
isoprostanos e prostaglandinas contribui para a sensacdo de dor que acompanha as
reacOes inflamatérias (Sepodes, 2006).

Um dos primeiros resultados da inflamacdo é o isolamento da area de tecido
danificada. Os espacos do tecido e os vasos linfaticos da area inflamada sé@o bloqueados
por coagulos de fibrinogénio para que depois de algum tempo, o fllido passe através
dos espacos. Esse processo de isolamento também retarda a propagacao de bactérias
ou produtos toxicos ( Guyton & Hall, 2006).

Poucos minutos apés a resposta inflamatéria ser iniciada, os macrofagos ja
existentes nos tecidos imediatamente iniciam suas ac¢des fagocitarias. Quando ativados
pelos produtos da infeccdo e da inflamacao, o primeiro efeito € o alargamento de cada
uma dessas células. Depois, muitos desses macréfagos tornam-se méveis e formam a
primeira linha de defesa contra infeccdes durante a primeira hora. O nimero desses
macréfagos moéveis geralmente ndo é grande mas eles sdo de importancia vital (Guyton
& Hall, 2006).

Na primeira hora grande nimero de neutréfilos saem do compartimento vascular
e comecgam a infiltrar na area lesada. Isto é causado pelos produtos do tecido inflamado
gue ativam a seguintes reacdes: (1) Alteram a superficie interior do endotélio capilar,
assim causam a adesdo dos neutrdfilos as paredes capilares na area inflamada
(marginacdo). (2) Causam alteracbes nas ligacdes intercelulares entre as células
endoteliais dos capilares e vénulas, que podem permitir a formacdo de aberturas
suficientementes largas para os neutrofilos passarem por diapedese (Figura 10) do
sangue para o interior dos tecidos. (3) Outros produtos da inflamacdo fazem a

quimiotaxia dos neutrdfilos para os tecidos lesados ( Guyton & Hall, 2006).
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Figura 10. Movimento de neutrdéfilos por diapedese através de poros capilares e por

guimiotaxia em direcao a uma area de dano tecidular ( Guyton & Hall, 2006).

Também dentro de algumas horas apés o inicio da inflamacédo aguda, o nimero
de neutréfilos no sangue algumas vezes aumenta quatro a cinco vezes mais, de um
normal de 4000 a 5000 para 15000 a 25000 neutréfilos por microlitro de sangue
(neutrofilia). Tal é geralmente causada pelos produtos da inflamacdo que entram na
corrente sanguinea, sdo transportados para a medula dssea, e |la agem nos neutrdfilos
armazenados mobilizando-os para o sangue. O que torna ainda maior o nimero de
neutrofilos disponiveis para a area de tecido inflamado ( Marieb & Hoehn, 2007).

No decorrer da infiltracdo de neutréfilos, os mondécitos do sangue entram no
tecido lesado e aumentam de tamanho e tornam-se macrofagos. No entanto, o nimero
de mondcitos no sangue circulante € baixo: também, a taxa de mondcitos armazenados
na medula 6ssea é muito menor que a de neutrofilos. Portanto, a acumulagédo de
macréfagos na area de tecido inflamado € mais lenta que a de neutréfilos, pelo que
requer mais dias para se tornar eficaz. No entanto, mesmo apds a invasdo do tecido
lesado, os mondcitos ainda sdo células imaturas, precisam de 8 horas ou mais para
aumentar de tamanho de forma significativa e desenvolver grandes quantidades de
lisossomas; sO entdo estas células ganham a plena capacidade de macrofagos
tecidulares para fagocitar. Apos alguns dias ou até semanas, os macrofagos finalmente
chegam para dominar as células fagocitarias da area inflamada devido ao grande
aumento da producao de novos mondcitos na medula éssea ( Guyton & Hall, 2006).

A Ultima linha de defesa é o grande aumento da producdo de ambos,
granulécitos e mondcitos pela medula 6ssea. Isso resulta do estimulo das células
progenitoras granulociticas e monociticas na medula ( Marieb & Hoehn, 2007). No

entanto, € necessario aproximadamente 3 a 4 dias até que os granul6citos e mondcitos

27



pré-formados alcancem o nivel de desenvolvimento necessario para sair da medula. Se
o estimulo do tecido inflamado continuar, a medula éssea pode continuar a produzir
essas células em enormes quantidades por meses e até anos, algumas vezes numa
taxa de 20 a 50 vezes mais que o normal ( Guyton & Hall, 2006) .

Mais de 24 fatores tém efeito no controlo dos macréfagos em resposta a
inflamacéo, acredita-se que cinco deles possuem um papel dominante e sédo: Fator de
necrose tumoral (TNF); interleucina —1 (IL-1); fator estimulador de col6nias granulécito-
mondcito (GM-CSF); fator estimulador de coldnias granuldcitos (G-CSF) e fator
estimulador de colonias mondcitos (M-CSF) ilustrado na Figura 11. Esses fatores sao
formados tanto pela ativacdo de células macrofagicas como por outras células, mas em

menores quantidades, no tecido inflamado ( Guyton & Hall, 2006).

INFLAMACAO
Macréfago TNF
ativado 1L-1

{

Células Endoteliais,
fibroblastos,

TNF linfocitos
IL-1
GM-CSF l
G-CSF
M-CSF GM-CSF
G-CSF
M-CSF

Medula éssea

|

Granulécitos
Monécitos/macréfagos

Figura 11. Controle da producdo na medula Ossea de granulécitos e mondcitos
macrofagos em resposta a multiplos fatores de crescimento liberados de macréfagos ativados em
um tecido inflamado ( Guyton & Hall, 2006).

A combinacdo do TNF, IL-1, e dos fatores estimuladores de colonias é

responsavel pelo forte mecanismo de retroacdo (feedback) que se inicia com a
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inflamacédo do tecido e procede para formacdo de um grande namero de leucocitos que

ajudam a remover a causa da inflamacéo ( Guyton & Hall, 2006).

1.7 Inflamacé&o Croénica

Poderiamos dizer na verdade, que a inflamagédo crénica é uma inflamacao aguda
mal sucedida, ou seja, difere da aguda por ndo terminar com a resolugéo e restauracao
do tecido lesado. Como por exemplo, alguns fatores que iniciam o programa de “cura” do
tecido inflamado levam a uma acumulacao inapropriada de leucécitos nos locais e tempo

errados como mostra a Figura 12 ( Gilroy; Lawrence, 2008).
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Figura 12. Esquema de comparagédo entre as respostas fisioldgicas na inflamag&o aguda e na crénica
( Gilroy; Lawrence 2008).

A inflamacé&o aguda, como visto anteriormente, é caracterizada pela acumulacgdo
de neutréfilos e edema no inicio da resposta. Depois, células mononucleares e
macréfagos acumulam-se e ajudam na preparacao do tecido para resolucdo. Tanto na
inflamacdo aguda como na inflamacgéo cronica podemos identificar e descrever o papel

gue os mediadores moleculares especificos desempenham nestes eventos. Na primeira
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sequéncia (inflamacdo aguda): mediadores pré-inflamatérios sédo apresentados bem
cedo em resposta a lesdo/infeccdo, os quais iniciam e aumentam a resposta na fase
aguda. No entanto, isso € contrabalancado por sinais anti-inflamatérios endégenos como
corticosterona, que servem para graduar a gravidade e limitar a duracdo dessa fase
inicial. Com o progresso da inflamacéo, certos “sinais de stop” tentam também impedir o
trafico dos leucdcitos para o tecido. Esses “sinais de stop” incluem as lipoxinas,
resolvinas ( acidos gordos produzidos a partir do 6mega 3 e de acido eicosapentaendico
(EPA) e docosaexaendico (DHA) ) e prostaglandinas (PGs) da série D, e preparam o
caminho para migracdo de mondcitos e sua diferenciagdo a macréfagos fagocitarios.
Esses removem células mortas e saem do sitio da inflamacéo. Os fibroblastos também
contribuem para a resolucéo da inflamacéo pela retirada de sinais de sobrevivéncia e
normalizacdo de gradientes de quimiocinas, deste modo permite a infiltracdo de
leucécitos para apoptose ou abandonam o tecido através da drenagem linfatica. Essa
sequéncia de respostas levam a completa resolucao e, importantemente, a restauracéo
do tecido inflamado para a sua anterior fungao fisiolégica. Essa é a sequéncia ideal de
eventos na inflamacado fisiol6gica, que contrasta com a situagdo na inflamacao
patologica (crénica). A resolucdo deve ser destacada como uma faceta critica da
resposta inflamatéria, e no minimo, sublinhar a importancia da inalteragcdo do curso
normal da acdo no desenvolvimento de farmacos anti-inflamatérios ( Gilroy; Lawrence,
2008).
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1.8 Fisiologia da Artrite Reumatdide

A artrite reumatéide (AR) é uma doenca sistémica inflamatéria crénica de
etiologia auto-imune. Caracteriza-se basicamente por sinovite cronica, simétrica e
erosiva, preferencialmente de articulagdes periféricas ( Kelley; Ruddy; Sledge, 1997). O
seu componente inflamatdrio esta relacionado com a prépria doenca de base,
caracterizado por infitrado na camada intimal das artérias por mondcitos ativados e
células T e producdo aumentada de citocinas pro-inflamatérias, assim como a presenca
de auto-anticorpos ( Harris, 1997).

E uma patologia que afeta 3 vezes mais mulheres que homens e é mais comum
a ocorréncia entre 40-60 anos de idade podendo aparecer em qualquer idade. Estima-se
gue ha em torno de 10% de criancas abaixo de 16 anos que sofrem da forma inicial da
doenca ( Fauci et al., 2008).

Inicia-se com um processo inflamatério com infiltrado de linfécitos e macréfagos
na membrana sinovial que pode adquirir uma estrutura similar aos tecidos linfocitos
terciarios , com predominio de linfécitos T CD4+. Ha entdo formacgéo do tecido sinovial
proliferado (pannus), que atinge o osso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular,

com destruicdo progressiva (Figura 13) ( Miossec, 2004).

Saudavel Artrite Reumatodide

Membrana
sinovial

_ Pannus

. Membrana
sinovial
inflamada

Cartilagem

Céapsula

\
Fluido sinovial

Figura 13. Comparacéo entre metade de uma articulagcdo saudavel e outra com AR ( NRAS, 2011).

Segundo Klimiuk, Yang e Weyand (1999), a ativacdo e o recrutamento destas
células sédo influenciados por citocinas e mediadores inflamatorios. Apesar da
identificacdo de mais de 100 diferentes tipos de citocinas, quimiocinas e outros fatores

envolvidos na patogénese da AR, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) continua
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ocupando lugar de destaque na doenca erosiva da articulacdo por meio da ativacdo dos
osteoclastos.

A producédo de citocinas, predominantemente as pré-inflamatérias, tem papel
fundamental na iniciacéo e perpetuacao da inflamacéo crénica na membrana sinovial. A
resposta das células TH; gera a producgdo de interferdo-gama (IFN-8), que estimula a
liberagdo de TNF-a, interleucina-1 beta (IL-1p) e metaloproteinases pelos macréfagos e
fibroblastos sinoviais ( Domer & Burmester, 2004).

A figura 14 mostra imagens do progresso de uma erosdo ao longo dos anos e

destaca a formacao do pannus.

Progressao de uma erosao na Artrite Reumatdide

L

1997 1998 1999

Figura 14. Progressao de uma erosdo da AR ao longo dos anos ( NRAS, 2011).

As funcbes desempenhadas pelos linfocitos B tém sido reconhecidas como
significativas na patogénese da AR. A migracdo de células T e B (Figura 15) com
formacéo de agregados com estrutura de foliculos terciarios, a expressao de moléculas
co-estimulatérias (CD 154) e a producdo aumentada de interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 10 (IL-10), que estimulam linfécitos B, séo indicadores da hiperatividade
destas células na doenca ( Bauerova; Bezek ,1999).

Também, a presenca de espécies reativas de oxigénio e azoto possuem um
importante papel nessa patologia pois contribuem muito para a lesdo tecidular (Doran et
al., 2002).
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Figura 15- Esquema do mecanismo de inflamacao na AR ( BLys:estimulador de linfocitos-B; MHC

class Il:antigeno do complexo principal de histocompatibilidade; MMPs: metaloproteinases da matriz;

MPO: mieloperoxidase) ( Cascéo et al., 2010).

A Figura 15 mostra o mecanismo de inflamacg&o na AR realcando as interacfes

entre os tipos de leucdcitos que infiltram na articulacao inflamada e a superficie erosiva

entre pannus e a cartilagem Ossea causada pela acdo osteoclastica. A figura também

destaca a contribuicdo dos neutrdéfilos para o desenvolvimento da doenca principalmente

pela producdo de mediadores imunolégicos e enzimas (Cascéo et al., 2010).
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2. Objetivos do trabalho

Os objetivos principais do trabalho foram:
a) Caracterizacéo dos compostos fendlicos num extrato de framboesa;
b) Avaliacdo da resposta anti-inflamatéria ap6s ingestdo deste extracto utilizando um
modelo animal de artrite reumatédide (modelo de inflamacao crénica).

Para atingir estes objetivos o trabalho foi desenvolvido da seguinte forma:
Preparacdo de um extrato de framboesa e sua caracterizagdo quanto a composicao
fenodlica ( teor de fendis totais; de flavonodides; de antocianinas totais; de procianidinas
totais; de taninos hidrolisaveis; de elagitaninos e de taninos condensados).

Estudo do efeito anti-inflamatério:

Estudo do efeito anti-inflamatério do extrato de framboesa no modelo de edema da pata

do rato induzido pela carragenina (modelo de inflamacéo aguda);

Efeito do extrato num modelo de artrite reumatéide (AR) induzida no rato (modelo de

inflamacéo crdnica)
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3.

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1. Ensaios de caracterizagdo quimica

a)

b)

C)

Amostras: uma cultivar de framboesas de variedade desconhecida proveniente da
Costa Alentejana. As amostras foram utilizadas frescas para a preparagédo do extrato
gue depois foi armazenado a -18°C até o momento da utilizagéo.

Reagentes e solugbes: etanol absoluto (Panreac Quimica Sau); metanol absoluto
(Carlo Erba Reagents); acetona 99,9% (Sigma-Aldrich); acido galhico 98% (Fluka);
reagente Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich); carbonato de s6dio 99% (Sigma-Aldrich);
nitrito de sédio 97% (Sigma-Aldrich); cloreto de aluminio 99,9% (Sigma-Aldrich);
hidroxido de so6dio 98% (Merck); catequina 98% (Sigma-Aldrich); acido cloridrico
0,1M (Carlo Erba Reagents); bissulfito de sédio 58,5% SO, (Sigma-Aldrich);
cianidina-3-glucosido 96% (Extrasynthese); vanilina 99% (Sigma-Aldrich); iodato de
potassio 99,5% (Sigma-Aldrich); acido tanico puro (BDH- Chemicals); agua ultra pura
(18.2 MQ.cm) obtida a partir de um equipamento de Millipore-Direct Q3 UV system
(USA); acido sulfarico 95 — 97% (Fluka); acido fosforico p.a. 85% (Panreac Quimica);
acetonitrilo HPLC gradiant grade (VWR); acido formico HPLC gradiant grade (VWR).
Aparelhos: Espectrofotdémetro Beckman_DU® - 70; HPLC da marca Thermo Finnigan
(modelo Surveyor) com amostrador automatico, bomba-detector de fotodiodos (DAD)
e eletroguimico (DIONEX); HPLC Alliance 2695 Separations Module da Waters®
com detectores de diodos Water 996 PDA e acoplado a um espectrémetro de massa
do tipo triplo quadrupolo, Quattro micro APl da Micromass®. O software utilizado
para aquisicdo e processamento de dados dos ensaios de massa foi o Masslynx

versao 4.1.
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3.1.2. Ensaios in vivo

a)

b)

C)

Animais: foram utilizados para o ensaio do edema da pata 20 ratos Wistar machos
de peso compreendido entre 140 e 165 g e 24 ratos Wistar machos de peso
compreendido entre 290 e 325g para 0 ensaio de modelo de artrite reumatoide.
Todos os animais foram sujeitos a um periodo de aclimatacdo no Biotério de
Manutencdo da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lishoa, a temperatura
de 25°C e com ciclos de luz diarios de 14 horas, com uma dieta de manutencédo de
IPM-R20 (Letica) e agua ad libitum até as 24 horas anteriores a data da experiéncia,
no caso dos animais do ensaio do edema da pata, nesse momento foi suspensa a
dieta e manteve apenas o acesso a agua. No animais do ensaio da artrite
reumatoide continuaram a ter a dieta e agua mesmo durante o ensaio. Todos os
animais foram manuseados de acordo com a Guidance in the Operation of Animals
(Scientific Procedures) Act 1986, Reino Unido e com as regulamentacdes da Unido
Europeia (Jornal Oficial da Comunidade Europeia L 358/1 de 18/12/1986).
Reagentes e solugdes: solucéo fisiologica estéril (B.Braun); carragenina-A (Sigma-
Aldrich); indometacina (Sigma-Aldrich); cloreto de sédio (Merck); solucao de Triton X-
100 (BDH-Chemicals); acido acético glacial (Carlo Erba Reagents) ; colagénio
(Sigma-Aldrich); adjuvante de Freund (Sigma-Aldrich).

Aparelhos: Pletismémetro (Digital Plethysmometer LE7500 — Letica Scientific
Instruments); Raio- X: Phillips Optimus ZBC6 (consola) Inclui: Phillips Bucky
Diagnostic Phillips Device LeftOrtopantomografo OP1000rtoceph OC100Kodak
Direct View CR Long — Lengh VerticalApelem Baccara (consola e equipamento) e
Processador de imagem : Kodak DirectView System CR975- Leitor de Ip e
processamento de imagem; Leitor de microplacas: Kinetic microplate reader Vmax —

Milenia — Kinetic Analyzer DPC.
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3.2 Métodos

3.2.1. Preparacgao do extrato rico em compostos fendlicos

O método utilizado para a preparacao do extrato de framboesas foi baseado em

consulta de literatura disponivel Mullen et al. (2002) e o solvente utilizado foi uma

mistura de metanol/acetona (50:50 v/v) ( Daniel et al., 1989).

a)
b)
C)

d)

e)

f)
9)

h)

)
K)

Descrevem-se em seguida 0s passos para a obtencéo do extrato:
Pesou-se 250g de framboesas;
Macerou-se as framboesas utilizando um almofariz;
Adicionou-se 562mL de solugéo extractante metanol/acetona (50:50 v/v) e deixou-se
em repouso por 10 minutos ao abrigo da luz;
Filtou-se;
Distribuiu-se em tubos de centrifuga de 45mL e centrifugou-se durante 20 minutos a
7000rpm a 4°C;
Separou-se o sobrenadante;
Macerou-se novamente as massas residuais e adicionou-se mais 438mL de solucéo
extractante metanol/acetona (50:50 v/v) e deixou-se em repouso por 10 minutos ao
abrigo da luz;
Repetiu-se o passo d);
Separou-se 0 sobrenadante e eliminou-se as massas residuais;
Juntou-se os sobrenadantes e efetuou-se uma filtracdo com papel de filtro;
Levou-se o filtrado ao evaporador rotativo para eliminar o maximo de extractante
possivel (praticamente a secura);

Reconstituiu-se com agua destilada para ficar um volume final de 50mL.
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3.2.2. Determinacgao do teor de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi realizada segundo o método
de Folin Ciocalteau (Singleton et al., 1999) e adaptada de Stamatakis et al., 2009 por

espectrofotometria UV-Visivel a 725nm.

3.2.2.1 Analise pelo método Folin-Ciocalteau - Preparacédo de solucéo

padréo de acido gélhico

Primeiramente pesou-se 10mg de acido galhico e dissolveu-se em solucédo de
metanol:agua (80:20, v/v). Transferiu-se este conteddo para um baldo volumétrico de
10ml e acertou-se o volume com solucdo metanol:dgua (80:20, v/v), obtendo-se um
padréo de concentracdo de 1000ppm (solugdo 1). A partir da solucdo anterior preparou-
se uma solugéo de 100ppm (solucdo 2). Para tal transferiu-se 500uL da solucdo 1 para
um baldo volumétrico de 5mL e completou-se o volume com a solucdo de metanol:agua
(80:20, v/v); Armazenaram-se as solucbes 1 e 2 no frigorifico até posterior utilizacdo. A
partir da solugdo 2 prepararam-se os padrdes com as concentracdes descritas na tabela
2.

Tabela 2. Tabela de volumes utilizados da solugdo padrdo para obtencdo de

solucBespadrado de acido galhico de concentracdes pretendidas.

Volume a pipetar da
Concentracao (ppm) .
solucgéo 2 (Vfinal=bmL)

50pL
100pL
150pL
200pL
250pL
300pL

o 00~ W N P

Apds completar o volume de cada baldo com agua destilada,transferiu-se cada

solucéo para um frasco convenientemente rolhado e rotulado.
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3.2.2.2 Andlise de solucdes padrdes de Catequina para construgado da
reta de calibragéo

Pipetou-se 3500puL de cada padréo para um frasco de vidro e adicionou-se 100pL
de reagente Folin-Ciocalteau. Homogeneizou-se no vortex e apds 3 minutos em repouso
adicionou-se 400uL de solucdo de carbonato de sédio (35%). Homogeneizou-se no
vortex novamente e deixou-se a mistura em repouso durante 1hora e em seguida mediu-
se a absorvancia em célula de vidro de 1cm ao c.d.o de 725nm. Também foi feito um
ensaio em branco segundo o procedimento descrito mas nesse caso pipetou-se 3500uL

de agua destilada em vez de pipetar o padrao.

3.2.2.3 Anédlise do teor de compostos fendlicos totais da amostra

De cada amostra pipetou-se 3500uL para um frasco de vidro e adicionou-se
100uL de reagente Folin-Ciocalteau. Homogeneizou-se no voértex e apés 3 minutos em
repouso adicionou-se 400uL de solucéo de carbonato de sddio (35%). Homogeneizou-se
no voértex novamente e deixou-se a mistura em repouso durante 1 hora. Logo apds este

tempo mediu-se a absorvancia em célula de vidro de 1cm a 725nm.

3.2.3. Determinacgao do teor de flavondides totais

Para a determinacédo do teor de flavondides totais seguiu-se o método descrito

abaixo. Trata-se de um método espectrofotométrico com deteccéo a 510nm.

3.2.3.1 Procedimento para determinar o teor de flavondides totais

numa amostra - Preparacao das solugdes auxiliares

Para a preparacdo da solucao de nitrito de sédio (5%) foi pesado 5g de nitrito de
sédio e transferido para um baldo volumétrico de 100mL. Logo completou-se o volume
deste com agua. Para preparar a solucéo de cloreto de aluminio (10%) pesou-se 10g de
cloreto de aluminioe transferiu-se para um baldo volumétrico de 100mL e em seguida
completou-se o volume deste com agua. Também foi preparado uma solucdo de
hidréxido de soédio (1M) a partir de 3,99 de hidroxido de sodio que foi pesado e
transferido para um baldo volumétrico de 100mL. O volume do baldo também foi

completado com agua.
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3.2.3.2 Preparacgéo de solucgdes padréo de Catequina

Pesou-se 5mg de catequina e dissolveu-se com metanol. Transferiu-se este
contelido para um baldo volumétrico de 5mL e acertou-se o volume com metanol. A
partir da solugdo anterior (catequina a 1000ppm) fez-se padrdes com as concentracdes

e respectivas diluices demonstradas na tabela 3.

Tabela 3. Tabela de volumes utilizados da solucédo padrdo para obtencdo de solucdes

padrédo de catequina de concentracdes pretendidas.

Volume a pipetar da
Concentracao (ppm)
solucdo mae (Vfinal=5mL)
20 100pL
40 200pL
60 300pL
80 400pL
100 500pL

Completou-se o volume de cada baldo com agua e transferiu-se cada solugéo
para um frasco convenientemente rolhado e rotulado que foi armazenado no frigorifico

até posterior utilizacgao.

3.2.3.3 Anadlise de soluc¢des padrdes de Catequina para construcéo da

reta de calibracéo

Retirou-se de cada padrdo 1ml e transferiu-se um baldo volumétrico de 10mL.
Adicionou-se 4mL de agua e em seguida 300uL de solucédo nitrito de sodio (5%).
Aguardou-se 5 minutose adicionou-se 300uL de solugcédo cloreto de aluminio (10%);
Aguardou-se 6 minutos. Adicionou-se 2mL de solucdo hidréxido de sédio (1M) e
completou-se o volume do baldo com agua (a solucdo adquire uma tonalidade cor-de-
rosa). Depois mediu-se a absorvancia em célula de vidro de 1cm a 510nm. O branco foi

obtido apenas com agua.
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3.2.3.4 Anélise do teor de flavonodides totais da amostra

Para um baldo volumétrico de 10mL, retirou-se de cada amostra 1mL e
adicionou-se 4mL de agua e em seguida mais 300uL de solucado nitrito de sédio (5%).
Aguardou-se 5 minutos e adicionou-se 300uL de solugéo cloreto de aluminio (10%).
Aguardou-se mais 6 minutos e adicionou-se 2mL de solucéo hidréxido de sédio (1M).
Completou-se o volume do baldo com agua (a solugdo adquire uma tonalidade cor-de-
rosa) e mediu-se a absorvancia em célula de vidro de 1cm a 510nm. O branco foi obtido

apenas com agua.

3.2.4. Determinagéo do teor de antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado segundo o método descrito por
Fernandes em 2007.

Nesse procedimento o valor final corresponde a diferenca entre o valor da
absorvancia a 520nm da cianidina-3-glucdsido em bissulfito de sddio (solucéo referéncia
e o0 valor da absorvancia a 520nm da cianidina-3-glucésido em agua destilada (por

solucéo padréo).

3.2.4.1 Procedimento para determinar o teor de antocianinas totais

numa amostra - Preparacao das solugdes auxiliares

Para a preparar a solugéo de acido cloridrico (2%) primeiramente mediu-se 5,4ml
de acido cloridrico. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100mL e completou-se o
volume deste com agua. Logo em seguida preparou-se uma solucdo de Bissulfito de
sédio (20%) a partir de 20g de bissulfito de sédio que foi pesado e transferido para um

baldao volumétrico de 100mL. Completou-se o volume deste com agua.

3.2.4.2 Preparacdo de solugbes padrdo de Cianidina-3-Glucésido e

analise dessas solugdes para construgdo da reta de calibragéo

Pipetou-se 600uL de cianidina-3-glucésido dissolvida em agua. Transferiu-se
este contelido para um baldo volumétrico de 5mL e acertou-se o volume com agua. A
partir da solu¢do anterior (cianidina-3-glucosido a 300ppm) fez-se padrfes com as

concentracoes e respectivas diluicdes demonstradas na tabela 4.
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Tabela 4. Tabela de volumes utilizados da solucédo padrdo para obtencdo de solucdes

padréo de cianidina-3-glucosido de concentracdes pretendidas.

Concentracéo (ppm) Volume a pipetar da solugéo
mae (Vfinal=5mL)
10 500L
25 12501
50 250
& 37501
125 625pL
150 750pL

Completou-se o volume de cada baldo com agua e transferiu-se cada solugéo
para um frasco convenientemente rolhado e rotulado que foi armazenado no frigorifico

até posterior utilizacgao.

3.2.4.3 Anélise do teor de antocianinas totais da amostra

Num tubo de ensaio, adicionou-se 5mL de acido cloridrico (2%), depois 250uL
de etanol e em seguida 250uL de amostra. Pipetou-se 1,25mL da mistura anterior para
dois tubos de ensaio. Num dos tubos de ensaio, adicionou-se 500uL de bissulfito de
sédio (20%) (referéncia) e no outro tubo de ensaio adicionou-se 500uL de &agua
(amostra). Agitou-se no vortex, colocou-se os tubos de ensaio ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente, aguardou-se 20 minutos e mediu-se a absorvancia das solucées

a 520nm. O branco foi obtido apenas com agua.

3.2.5. Determinacgéo do teor de taninos hidrolisaveis

Para a determinacao do teor de taninos hidrolisaveis seguiu-se o método descrito
abaixo ( M. Cam, Y. Hisil, 2010) . Trata-se de um método espectrofotométrico com
deteccdo a 550nm no UV-visivel. A partir de uma solucdo de acido tanico em agua a
5000ppm foram preparadas as solugbes padrdo a diferentes concentragdes
(300,500,800,1100,1400 e 1700ppm) para obtencdo da reta de calibracgéo.

O aparelho utilizado paras as medi¢bes das absorvancias foi 0 mesmo utilizado

para a determinacdo do teor dos compostos fendlicos e as leituras também foram
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efectuadas em células com 1cm de percurso 6tico. A agua também foi utilizada como
branco.

3.2.5.1 Procedimento para determinar o teor de taninos hidrolisiveis

numa amostra - Preparacao das solugdes auxiliares

Preparou-se uma solucao de iodato de potassio (2,5%) pesando 2,5g de iodato
de potassio que foi transferido para um baldo volumétrico de 100mL. Completou-se o

volume deste com agua.

3.2.5.2 Preparacéo de solugdes padréo de &cido tanico

Pesou-se 50mg de &acido tanico. Transferiu-se este conteldo para um baldo
volumétrico de 10mL e acertou-se o volume com agua. A partir da solugdo anterior
(acido tanico 5000ppm) fez-se padrdes com as concentracBes e respectivas diluicbes
demonstradas na tabela 5.

Tabela 5. Tabela de volumes utilizados da solucéo padrdo para obtencdo de solucGes

padréo de &cido tanico de concentracdes pretendidas.

Concentragéo (ppm) Volume a pipetar da solucéo
mae (Vfinal=5mL)
300 300pL
500 500pL
800 800pL
1100 1100pL
1400 1400pL
1700 1700pL

Completou-se o volume de cada baldo com agua e transferiu-se cada solugéo
para um frasco convenientemente rolhado e rotulado e armazenou-se a solugdo no

frigorifico até posterior utilizacéo.
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3.2.5.3 Andlise das solugdes padrdo de acido ténico para a

construcéo dareta de calibragao

Para tubos de ensaio, retirou-se de cada padrdo 1mL. Adicionou-se 5mL de
solucdo de iodato de potassio (2,5%) e agitou-se. Apos 4 minutos ( a solucdo devera
ficar com uma tonalidade vermelha) mediu-se a absorvancia em célula de vidro de 1cm a

550nm. O branco foi obtido com agua.

3.2.5.4 Anélise do teor de taninos hidrolisaveis da amostra

Para tubos de ensaio, retirou-se 1mL de amostra. Adicionou-se 5mL de solucéo
de iodato de potassio (2,5%) e agitou-se. Aguardou-se 4 minutos ( a solugao devera ficar
com uma tonalidade vermelha) e em seguida mediu-se a absorvancia em célula de vidro

de 1cm a 550nm. O branco foi obtido com agua.

3.2.6. Determinacao do teor de taninos condensados

A quantificacéo do teor de taninos condensados foi realizada segundo o método
descrito em seguida, por espectrofotometria UV-Visivel a 500nm, utilizando-se a
catequina em metanol (1000ppm) para a preparacdo das solucdes padrdo
(10,20,40,60,80 e 100ppm) e obtencdo da reta de calibracéo.

Utilizou-se um aparelho Beckman_DU® - 70 Spectrophotometer e células de
quartzo de 1cm de percurso 6tico para a determinacéo da absorgcao a 500nm. O branco

foi preparado como descrito no procedimento .

3.2.6.1 Procedimento para determinar o teor de taninos condensados

numa amostra - Preparacao das solugdes auxiliares

Para preparar a solucdo de vanilina (1%) primeiro pesou-se 1g de vanilina e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100mL. Completou-se o volume deste com
metanol. A Solugdo de acido sulfdrico (25%) foi preparada medindo-se 25mL de acido
sulfirico em uma proveta.Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100mL e
completou-se 0 volume deste com metanol aos poucos devido ser uma reacao

exotérmica.
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3.2.6.2 Preparacgéo de solucgdes padréo de Catequina

Pesou-se 5mg de catequina. Transferiu-se este conteldo para um baldo
volumétrico de 5mL e acertou-se o volume com metanol. A partir da solucdo anterior
(catequina 1000ppm) fez-se padrdes com as concentracBes e respectivas diluicbes
demonstradas na tabela 6.

Tabela 6. Tabela de volumes utilizados da solucéo padrdo para obtencdo de solucGes

padrédo de catequina de concentracdes pretendidas.

Concentragéo (ppm) Volume a pipetar da
solugao mé&e (Vfinal=5mL)
10 50uL
20 100pL
40 200uL
60 300pL
80 400pL
100 500pL

Completou-se o volume de cada baldo com metanol e transferiu-se cada solugdo
para um frasco convenientemente rolhado e rotulado. Armazenou-se a solugdo no

frigorifico até posterior utilizacéo

3.2.6.3 Anédlise das soluc¢des padrdo de Catequina para a construcéo

daretade calibragéo

Para tubos de ensaio, retirou-se de cada padrdo 1mL e adicionou-se 2,5mL de
solucéo de vanilina (1%). Em seguida adicionou-se 2.5mL de solucéo de acido sulftrico
(25%). Agitou-se e aguardou-se 15 minutos. Mediu-se a absorvancia em célula de vidro

de 1cm a 500nm. O branco foi obtido da mesma forma utilizando-se 1mL de metanol.

3.2.6.4 Anélise do teor de taninos condensados da amostra

Para frascos retirou-se 1mL da amostra (no caso de necessitar de diluico, retirar
da diluida). Levou-se a corrente de azoto a 40°C para evaporar a agua da amostra até
secura. Depois adicionou-se 5mL de metanol; agitou-se. Retirou-se 1mL desta solucéo
para um baldo de 10mL e foi adicionado 2,5mL de soluc&o de vanilina (1%). Em seguida

também adicionou-se 2,5mL de solucéo de acido sulflrico (25%). Completou-se o balédo
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com metanol. Agitou-se e aguardou-se 15 minutos para medir a absorvancia em célula
de vidro de 1cm a 500nm. O branco foi obtido da mesma forma utilizando-se 1mL de

metanol.
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3.2.7. Analise cromatogréafica (HPLC-DAD-ED)

Este método foi utilizado para determinar os compostos fenolicos presentes no
extrato de framboesa. O equipamento utilizado € um HPLC da marca Thermo Finnigan
(modelo Surveyor) com amostrador automatico, bomba, detector de fotodiodos (DAD) e
detector eletroquimico.

O detector de diodos efetuou varrimento de 192 a 798nm a uma velocidade de
1Hz e uma largura de banda de 5nm, com deteccdo de 3 canais individuais (254, 280 e
360nm) com uma velocidade de 10Hz e uma largura de banda de 11nm.

Utilizou-se uma coluna RP-18 (5um) 250 x 4 - Lichrocart® e uma pré-coluna RP-
18 (5um) em forno termostatizado a 35°C. O volume de inje¢éo foi de 20p.L.

Foram utilizados os eluentes: A- Solucdo de acido fosférico p.a em agua ultra
pura (0,1%) e B- 1ml de acido fosférico p.a + 400ml de acetonitrilo HPLC gradient grade
+ 599ml de agua ultra pura. Utilizou-se um fluxo de 0,700 mL/min e o programa de
eluicdo utilizado durante a andlise esta descrito na Tabela 7.

O detector eletroquimico da marca Dionex tinha na sua constituicdo um eletrodo
de carbono vitreo e efetuava medi¢6es de sinal por voltametria integrada em gamas de
potenciais entre -1.0 V a 1.0V com um varrimento no tempo de 1.00s. Os resultados
obtidos com o detector de eletroquimico foram adquiridos a frequéncia de 50Hz com um
conversor analégico/digital.

A aquisicdo e o processamento dos resultados obtidos foi feita através do
programa ChromQuest® para o detector de diodos HPLC e para o detector eletroquimico

foi o software 4880 (Unicam).

Tabela 7. Programa de eluentes ao longo da analise no HPLC-DAD-ED.

Tempo (min) | Eluente A | Eluente B
10 100 0
15 80 20
25 80 20
70 30 70
75 30 70
85 0 100
100 0 100
101 100 0
110 100 0
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3.2.8. Analise cromatogréfica por (HPLC- MS/MS)

Foram utilizados dois programas nesta analise. Um programa mais longo de 100
minutos para a caracterizagdo da amostra que permitia a separacdo dos compostos e
um programa mais curto de 30 minutos utilizado para a quantificagdo dos compostos
(MRM — Monitorizacao de reacao multipla).

O programa de eluicdo utilizado esta apresentado na Tabela 8. O fluxo usado foi

de 0,3mL/min e o volume de injecdo de 5pL.

Tabela 8. Programa de eluentes ao longo da analise no HPLC- MS/MS

Tempo (min) | Eluente A | Eluente B
0 95 5
60 80 20
80 72 28
82 70 30
95 95 5
100 95 5

A coluna utilizada era uma Synergi 2.5um MAX-RP (100x2.00mm) da
Phenomenex®. O tempo total da analise foi de 120 minutos que incluiu o periodo de
estabilizagdo da coluna.

Quanto as condicbes no espectrémetro de massa na fonte de ionizacdo foi
utilizado o modo positivo para a analise das antocianinas e modo negativo para analise
dos acidos fendlicos e acidos organicos com o capilar a 3,00kV e o cone a 30V . A
temperatura da fonte era de 120°C e aplicou-se energia de colisdo de 30eV nas
experiéncias de fragmentacao.

Para quantificacdo dos compostos identificados no modo negativo utilizou-se o
método MRM (Monitorizacéo de reaccado multipla) Os eluentes utilizados nessa analise
foram: A- acido férmico (0,5% v/v) e B- acetonitrilo (LC-MS grade) e o programa de
eluicdo utilizado esta apresentado na Tabela 9. O fluxo aplicado foi de 0,3mL/min e o
volume de injecéo de 10pL.

O software utilizado para aquisicdo e processamento de dados foi o Masslynx
versdo 4.1. Utilizou-se a funcdo Quanlynx para a quantificacdo dos compostos..

Preparou-se uma mistura de padrfes a 10ppm ( Anexo VI ) e depois construiram-

se retas de calibraco para a quantificacdo dos compostos.
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Tabela 9. Programa curto de eluicdo ao longo da analise (MRM).

Tempo (min) | Eluente A | Eluente B
0 95 5
10 60 40
12 10 90
14 10 90
18 95 5
30 95 5

3.2.9. Determinacéo da atividade antioxidante — ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) , HORAC (Hydroxyl Radical Capacity Antioxidant) e
CAA (Cellular Antioxidant Activity).

3.2.9.1 Método ORAC

Esse ensaio utilizado para avaliar a capacidade antioxidante do extrato de
framboesa € um método modificado de Ou et al (2001) que mede a capacidade
antioxidante de substancias presentes numa amostra através da inibicdo da oxidagéo da
fluoresceina catalisada pela formacdo de radicais peroxilo induzida pelo AAPH [2,2
dicloridrato '-azobis (2-amidino-propano). Os valores resultantes do ensaio ORAC sé&o
calculados utilizando uma equacao que considera a concentracao de Trolox e a area
sobre a curva de decréscimo da absorvéancia da fluoresceina.

Os resultados sdo expressos em capacidade anti-oxidante equivalente ao Trolox
(Trolox equivalents antioxidant capacity — TEAC). O Trolox é um analogo da vitamina E,

muitas vezes usado como padrdo antioxidante.

3.2.9.2 Método HORAC

O ensaio de HORAC foi baseado num método ja relatado anteriormente (Ou et
al.,2002) modificado para um leitor de microplacas (FL800), descrito por Serra et al
(2010). Foram utilizados 10uL de amostras, adicionadas a 180uL de FL (4x10°uM), e
10pL de CoF; (0,79 mg/ mL). A reaccao foi iniciada com a adi¢cdo de 5uL H;O, (1.1 M)
numa microplaca de 96 pocos, colocada a 37°C. A fluorescéncia emitida pela forma
reduzida Fl foi medida e registada a cada 1min durante aproximadamente 35min. A

microplaca foi lida utilizando filtros de fluorescéncia para comprimentos de onda de
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excitacdo de 485+20 nm e de emissdo de 530+25 nm. O leitor de placas foi controlado
pelo software Gen5. O &cido cafeico foi usado como padréo, pois proporciona uma gama
mais linear em relacdo ao acido gdlico. Os dados foram expressos em milimoles

equivalentes de acido cafeico (CAE) por litro de sumo.

3.2.9.3 Método CAA

As células de carcinoma de co6lon humanas Caco-2 foram obtidas da DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemanha),
e foram cultivadas em RPMI 1640 suplementadas com 10% de FBS e 2mM de
glutamina. As células de estoque foram mantidas em camadas em frascos de cultura de
175cm’ e incubadas a 37°C numa atmosfera umidificada a 5% CO,. Para avaliar a
capacidade antioxidante intracelular do extrato de framboesa, as células Caco-2 foram
inoculadas a uma densidade de 2x10* células/poco em placas de 96 pocos e o meio foi
mudado de 2 em 2 dias até as células atingirem confluéncia. A atividade antioxidante
intracelular do extrato de framboesa foi avaliada seguindo a formacdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas células Caco-2 apos tratamento com um indutor de
stress quimico: AAPH. Este indutor gera radicais peroxilo por degradacgéo térmica a 37
°C. A formacéo de ROS intracelular foi monitorizada usando prova fluorescente, DCF-
DA, como descrito por Wang & Joseph (1999). Células diferenciadas Caco-2 foram
incubadas por 1h com as respectivas diluicdes do extrato selecionadas e com 25uM de
DCF-DA. Apés remocédo da DCF-DA e lavagem com PBS, foi adicionado em cada placa
o indutor de stree (AAPH, 600 uM). A Fluorescéncia (F) foi medida para cada amostra
durante 1 hora num leitor FL600 de microplacas (Izasa, Lisboa, Portugal). Foi medida
emissao a 538nm apos a excitacdo e a 485nm a cada 5 min durante 1 h. Os resultados
da capacidade antioxidante celular (CAA) foram expressos em micromoles de

equivalentes de quercetina/100mg de fendis totais (equivalentes de acido galhico).
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3.3 Avaliagéo da acgéo anti-inflamatoria do extrato de framboesas — Ensaios

in vivo

3.3.1. Modelo de edema da pata induzido pela carragenina

Este modelo permite testar o efeito de farmacos tanto na fase aguda quanto na
subaguda do processo inflamatorio pelo facto do edema ser precisamente um dos sinais
cardinais da inflamacé&o.

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas marinhas vermelhas (Hui,
2006) e sua administracdo desencadeia um estimulo quimiotactico que culmina na
infiltracdo de neutrdfilos e macrofagos no local da inflamacdo consequentemente
desencadeia um processo inflamatério local. Os neutréfilos e macréfagos ativados
produzem anido superoxido através da reacdo catalisada pela NADPH oxidase. A
producdo deste radical livre entdo aumenta a expressdo da enzima superéxido
dismutase (SOD), que desta forma é ativada e catalisa a sua dismutacéo em perdxido de
hidrogénio e oxigénio molecular. Através da reacao de Fenton, o peroxido de hidrogénio
formado pode originar o radical hidroxilo. Segue-se entdo uma amplificacdo desta
resposta, com libertacdo de outras moléculas como IL-6, o TNF-a, IL-1B, o NO,

peroxinitrito e variadas prostaglandinas (Rocha, 2009).

3.3.1.1 Desenho e Procedimento experimental

Os animais (n=20) foram identificados, pesados e aleatoriamente divididos em 4
grupos: controlo (n=4), carragenina (n=6), framboesa p.o (15mg/Kg; n=5) e framboesa
i.p. (15mg/Kg; n=5) . Ao grupo controlo apenas se administrou soro fisiolégico por via
subplantar ndo tendo sido sujeito a inducdo da formacdo de edema pela carragenina.
Aos restantes grupos foi induzido edema na pata esquerda através da administracédo
subplantar de 0.1 ml de uma dispersdo a 1% de carragenina-A em soro fisiol6gico. O
grupo carragenina foi administrado com agua destilada via oral (10ml/Kg) 30 minutos
antes da injecdo subplantar da carragenina, servindo este grupo de controlo do edema
produzido pela carragenina. Ao grupo framboesa p.o foi administrado o extrato de
framboesa (15mg/Kg) por via oral 30 minutos antes da inje¢do subplantar de carragenina
e ao grupo framboesa i.p. foi administrado o extrato de framboesa (15mg/Kg) por via
intraperitoneal 15 minutos antes da injecdo subplantar de carragenina.

Em cada animal marcou-se com tinta (resistente a agua) a articulacdo da pata
esquerda de cada rato (ao nivel do maléolo, eminéncia 6ssea do tornozelo) procedendo-

se em seguida a medicdo do volume da pata. Ao momento de administracdo de
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carragenina atribuiu-se o tempo zero (t=0h), procedendo-se imediatamente a medicdo
do volume da pata esquerda, repetindo-se esta medi¢do 6 horas ap6s a administracao
da carragenina (t=6h). O volume medido antes de qualquer administracéo foi designado
por V, o volume medido ao tempo zero é designado por Vo, € 0 volume medido as 6
horas é designado por V.

Todas as medi¢cdes do volume da pata foram efectuadas num pletismémetro
(Digital Plethysmometer LE7500 — Letica Scientific Instruments). A pata é imersa numa
solucéo detergente [solucdo de Triton X-100 a 0.15% (v/v) e cloreto de sodio 0.1% (m/v)]
contida num vaso pertencente a um sistema de dois vasos comunicantes (Figura 16). Ao
imergir a pata fez-se coincidir a marcacgéo desta com a marcacdo existente no vaso. A

variacdo do volume por imersdo da pata é indicada directamente pelo aparelho.

3

Figura 16. Avaliagdo do volume da pata no pletismémetro.

3.3.1.2 Expresséo dos resultados e andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em percentagem do aumento do volume
da pata relativamente ao volume inicial da pata (antes de qualquer administracdo). A

férmula utilizada para calcular essa percentagem foi:

%:[(VG— Vo)/Vo] x 100

Para efeito de tratamento estatistico, os dados — apresentados na forma de
média afectada do respectivo erro padrdao associado de n observacfes (média + erro
padrdao), em que n corresponde ao numero de animais em estudo — foram estudados
através de uma analise de variancia ANOVA de uma entrada, seguida de um pds-teste
de Bonferroni para comparagdes mudltiplas. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para um valor de p<0,05.
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3.3.2. Modelo da Artrite Reumatodide

Como mencionado anteriormente, a artrite reumatoide (AR) € uma doenca auto-
imune caracterizada pela inflamacéo crénica das articulacGes sinoviais e subsequente
destruicdo progressiva do tecido articular. Artrite induzida por colagénio (AIC) é um
modelo experimental de artrite induzida como o proprio nome diz, pela injecdo de
colagénio tipo Il (Cll), um componente da matriz extracelular de cartilagens articulares
localizadas em articulacdes diartroses (que permitem movimentos). A inducdo de artrite
cronica em ratos imunizados com CIl chamou a atencdo da comunidade cientifica
porque ratos com AIC, como em alguns mas ndo em todos os pacientes doentes com
AR, apresentam elevadas taxas de anticorpos dirigidos ao CIl. E ainda existem muitas
similaridades entre a patologia articular na AIC e na AR ( Cuzzocrea et al., 2000).

De acordo com Yamada et al. (2009), a artrite induzida pelo colagénio (AIC)
apresenta muitas das caracteristicas patolégicas da AR em humanos inclusive padrdes
similares de sinovite, formacdo de pannus, erosdo da cartilagem e 0sso, fibrose, e perda
funcional da articulacdo. A susceptibilidade tanto dos humanos com AR quanto dos
animais da AIC esta associada aos genes que codificam a classe Il das principais
moléculas dos complexos de histocompatibilidade. Em ambos AIC e AR, ha um
aumento nos niveis de monéxido de azoto (NO) gerados pela sintase do monoxido de
azoto e ativacdo de multiplas cascatas de sinalizacao inflamatéria, com a libertacéo de

moléculas bioativas circulantes, como citocinas (TNF-a e IL-1).

3.3.2.1 Desenho e Procedimento Experimental

Os animais (n=26) foram identificados, pesados e aleatoriamente divididos em 4
grupos: controlo (n=4), colagénio Il (ou AR) (n=6), framboesa p.o (15mg/Kg, n=8) e
framboesa i.p. (15mg/Kg, n=8). Ao grupo Controlo apenas se administrou soro
fisiolégico por via intradérmica na base da cauda ndo tendo sido sujeito a inducéo da
inflamacdo crénica pelo colagénio. No dia 1 aos restantes grupos foi realizada a
administracdo intradérmica de 0.1 ml de uma emulsao, previamente preparada de
acordo com o procedimento descrito no Anexo X, que continha 100ug de CIl em
adjuvante de Freund na base da cauda para sensibilizar os animais para que assim
produzissem anticorpos. No 21° dia foi induzida a inflamacao crénica através da
aplicacdo de uma segunda dose de 0.1ml de CIll em adjuvante de Freund por via
intradérmica na base da cauda. O grupo colagénio serviu de controlo da inflamacéo

cronica induzida pelo colagénio. Do 23°dia ao 35° dia os grupos foram administrados,
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uma vez ao dia, o extrato de framboesa nas doses descritas. Ao grupo Framboesa p.o
foi administrado o extrato de framboesa (15mg/Kg) por via oral e ao grupo Framboesa
i.p. foi administrado o extrato de framboesa (15mg/Kg) por via intraperitoneal.

Os animais foram sacrificados ao 35° dia, tendo sido feita a colheita de sangue
gue foi, posteriormente centrifugado, para separar o soro da frac¢do celular. Os soros
foram separados e preparados para andlise dos niveis séricos de TNF-a, IL-1p e IL-6.
Para andlise dos soros foram utilizados kits Quantikine® de imunoensaios ELISA de fase
sélida da R&D Systems Inc (Minneapolis, USA).

Este ensaio emprega a técnica quantitativa sanduiche imunoenzimatico. Um
anticorpo monoclonal especifico para o que se pretende pesquisar do rato (TNF-a; IL-1f
ou IL-6) foi pré-revestido em uma microplaca. Padrbes, controlo e amostras sao
pipetados para os pocos e qualquer composto pesquisado presente esta ligado pelo
anticorpo imobilizado. Depois de lavar a placa para retirar quaisquer substancias que
nao estdo ligadas, uma enzima de ligacdo aos anticorpos policlonais especifica para a
citocina pesquisada do rato € adicionada aos poc¢os. Apds uma lavagem para remover o
gue nao esta ligado ao composto anticorpo-enzima, € adicionada uma solucdo de
substrato aos pocos. A reagdo enzimatica origina um produto azul que fica amarelo
guando a solucao de parada € adicionado. A intensidade da cor medida é proporcional a
guantidade de TNF-a; IL-1p ou IL-6 dos ratos ligados na etapa inicial. As densidades
Opticas das amostras foram, entdo, lidas a 540nm num equipamento Kinetic microplate
reader Vmax — Milenia — Kinetic Analyzer DPC leitor de microplacas e aplicadas as

respectivas curvas de calibracao.

3.3.2.2 Expressao dos resultados e andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em picogramas por mililitro de soro
(pg/mL). Para efeito de tratamento estatistico, os dados — apresentados na forma de
média afectada do respectivo erro padrao associado de n observacfes (média + erro
padrdao), em que n corresponde ao numero de animais em estudo — foram estudados
através de uma andlise de variancia ANOVA de uma entrada. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para um valor de p<0,05.
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4. Resultados e Discussodes

4.1 Caracterizagdo em compostos fendlicos

Com base nos resultados obtidos , fez-se uma analise e uma comparacao

destes resultados com resultados reportados disponiveis na literatura.

4.1.1 Determinacé&o do teor de compostos fendlicos totais

Os extratos foram analisados sempre em triplicado, tendo sido efectuada uma
diluicdo de 1:4000 em agua. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 10.

A média dos valores obtidos foi de 171.03 + 10.03 mg de eq. de acido galhico por
100g de peso fresc de framboesa sendo o valor comparavel aos valores descritos na
literatura por Anttonen MJ et al., 2005, 192 + 3.00 mg de eq. de acido galhico por 100g
de fruto fresco e H.A. Ross et al., 2007, 100 + 1.62 mg de eq. de acido galhico por 100g

de fruto fresco.

Tabela 10. Resultados das concentragcBes dos extratos utilizados nos ensaios em triplicados e
média, desvio padrao, desvio padréo relativo e concentragdo em mg de equivalentes de acido galhico

em 100g de fruto fresco

Amostras | (g ge Eacit) | mgdesacny | PP | OPR | et resco)
Extratola 427.35

Extratolb 427.15 427.15 0.70 | 0.16 171.03
Extratolc 426.95

4.1.2 Determinacdo do teor de flavonoides totais

Os extratos foram analisados em triplicado tendo sido efetuada uma diluicdo de
1:20 em agua e os resultados sao apresentados na Tabela 11.

De acordo com Sariburun et al. (2010) o teor de flavondides totais nas
framboesas varia de 15.41 + 0.1mg a 41.1 + 0.9mg de eq. de catequina/100g de fruto
fresco pelo que o valor obtido de 24.44 + 0.37 mg de eq. de catequina/100g de peso

fresco encontra-se no intervalo dos valores reportados.
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Tabela 11. Resultados das concentracdes dos extratos utilizados nos ensaios em
triplicados e também média, desvio padrdo, desvio padréo relativo e concentragdo em mg de

equivalentes de catequina em 100g de fruto fresco para teor de flavondides totais.

[] [ 1 Média [1(mg de ECT/100g
Amostras (mg de ECT/L) | (mg de ECTI/L) DP DPR de fruto fresco)
Extratola 61.80
Extratolb 60.37 60.81 0.85 1.40 24.44
Extratolc 60.27

4.1.3 Determinagéo do teor de antocianinas totais

Os extratos foram analisados em triplicado tendo sido efetuada uma diluicdo de
1:20 em agua e os resultados sao apresentados na Tabela 12.

O resultado obtido para o valor de antocianinas totais foi de 20.03 £ 3.42 mg de
eg. de cianidina-3-glucésido/100g de peso fresco é comparavel aos valores reportados
pela literatura — 20mg a 60mg de equivalente de cianidina-3-glucésido por 100g de fruto
fresco ( Bowen-Forbes et al., 2010) e 12.4 a 69.5mg de eq. de cianidina-3-glucdsido por
100g de fruto fresco ( Sariburun et al., 2010).

Tabela 12. Resultados das concentracdes, média, desvio padrdo, desvio padrao relativo

e [] (mg de eq. de cianidina-3-glucosido) para 100g de fruto fresco para o teor de antocianinas

totais.
[] []Médla [](mg de
Amostras (mg de (mg de ECGIL) DP DPR |ECG/100g de fruto
ECGI/L) 9 fresco)
Extratola 50.02
Extratolb 50.08 50,08 0,06 0,11 20.03
Extratolc 50.14
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4.1.4 Determinacédo do teor de taninos hidrolisiveis

Os extratos foram analisados em triplicado tendo sido efetuada uma diluicdo de
1:10 em agua e os resultados sdo apresentados na Tabela 13. O valor obtido para o teor
de taninos hidrolisaveis foi de 166.13 + 0.19 mg de eq. de &cido tanico por 100g de peso

fresco.

Tabela 13. Resultado das concentracdes do extrato utilizado nos ensaios em triplicados, média,
desvio padrdo, desvio padréo relativo e concentracdo em mg de equivalentes de acido tanico em

100g de fruto fresco para teor de taninos hidrolisaveis.

[] Média

[]
Amostras | o de EATIL)| (mg de EATIL)

DP DPR (mg de EAT/100g
de fruto fresco)

Extrato 1la 415.13
Extratolb 415.00 415.33 0.47 0.11 166.13
Extratolc 415.88

4.1.5 Determinagao do teor de taninos condensados

Os extratos foram analisados em triplicado tendo sido efetuada uma diluicdo de
1:10 em agua e os resultados sao apresentados na Tabela 14.
O valor obtido para o teor de taninos condensados na amostra foi de 17.71 + 0.25

mg de eq. de catequina por 100g de peso fresco.

Tabela 14. Resultado das concentraces do extrato utilizado nos ensaios em triplicados, média,

desvio padrao, desvio padréao relativo e concentracdo em mg de equivalentes de catequina em 100g

de fruto fresco para teor de taninos condensados.

[1 [ IMédia (mg [ ] (mg de ECT/100g
Amostras (mg de ECT/L)| de ECTIL) DP DPR de fruto fresco)
Extrato la 44.23
Extratolb 44.92 44.28 0.61 1.39 17.71
Extratolc 43.69
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Na Tabela 15 apresenta-se um resumo de teores em compostos ( parametros

globais) determinados no extrato.

Tabela 15. Resumo dos resultados obtidos e valores da literatura

Parametros analiticos Resultados obtidos Resultados reportados
100 £ 1.62
Compostos Fendlicos Totais (H.A. Ross et al., 2007)
(mg de EAG + DP/100g PF) 171.03 £10.03 192 £ 3.00
(Antonnen MJ et al., 2005)
Flavondides Totais 1541+0.1a41.1+0.9
(mg de ECT £ DP/100g PF) 24.44 £ 0.37 (Sariburun et al., 2010)
12.4a69.5
Antocianinas Totais (Sariburun et al., 2010)
(mg de eq Cianidina-3- 20.03 + 3.42 20a 60
Glucésido + DP/100g PF) (Bowen-Forbes et
al.,2010)
Taninos Hidrolisaveis
(mg de EAT+ DP/100g PF) 166.13£0.19 -
Taninos Condensados
(mg de ECT + DP/100g PF) 17.71+0.25 y

4.2 Caracterizacdo dos compostos fendlicos por HPLC-DAD-ED

A amostra foi analisada a alguns comprimentos de onda onde ha maior absorcdo
de energia para os compostos fendlicos. Os cromatogramas seguintes mostram
comparacg0Oes entre perfis cromatograficos a 280nm para os compostos fendlicos totais e
a outro comprimento de onda para uma classe dos compostos fendlicos a 254nm para
os acido fendlicos hidroxibenzéicos, 320nm para os &cidos fendlicos hidroxicinamicos, a
360nm para flavonéides e a 258nm e 378nm para os elagitaninos.

Na comparacdo dos perfis cromatograficos a 280nm (Figura 17) e 254nm
verificou-se que os compostos que eluiram nos tempos de 6.70min, 9.09min, 11.04min
(acido galhico), 13.86min e 16.84min apresentaram uma absorcdo maxima no
comprimento de onda de 254nm, caracteristico de compostos fendlicos

hidroxibenzéicos.
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Detector 1-254nm
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Figura 17. Sobreposicdo dos cromatogramas a 280nm (azul) e 254nm

(vermelho). Os

compostos que eluiram nos tempos 6.70min, 11.04min e 13.86min estdo marcados com

asterisco(*). E nos outros compostos que eluiram nos tempos 9.09min e 13.86min apresentam-se

0S seus respectivos espectros de absorgéo.

Na sobreposicdo dos cromatogramas a comprimentos de onda de 280nm e

320nm (Figura 18) evidenciou-se a presenca de acidos fendlicos hidroxicinamicos, néo
identificados, nos tempos de 21.03min (*), 22.23min, 32.39min e 35.56min (*).

Detector 1-Scan-320 nm

Detector 1-2801m
— Ext. Framboesa (1) diluido 10x  —
Jul1511044 dat

jul1511044¢320

|
M
J f/f\/\\/\vf” V4 M\,N\,,\/ U H“/M‘ \U \/\

UJ\JWMJLJJJM

|
A ‘\,/L\’\J\AJ‘ W

TAN S

o s 10 15 20 2 @ 3 « s s0 s w0 & w
Jinuee

Figura 18. Sobreposicdo de cromatogramas a 280nm (azul) e 320nm (vermelho) e espectros de

absorcdo dos compostos com tempos de eluicdo 22.23min e 32.39min.
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Ao comparar os perfis cromatograficos do extrato de framboesa a 280nm e
360nm (Figura 19) constatou-se no extrato a presenca das antocianinas que apresentam

maior absorcdo a 520nm.

0

Detector 1-280nm Detector 1-360nm
— Ext. Framboesa (1) diluido 10x — Ext. Framboesa (1) diluido 10x

o Jul1511044.dat Jul1511044.dat o

a0 a0

Figura 19. Sobreposicao de cromatogramas a 280nm (azul) e 360nm (vermelho) com

indicacdo onde encontram-se as antocianinas.

A Figura 20 mostra a identificacdo dos picos referentes as antocianinas que foi
possivel devido a identificacdo feita pela andlise cromatografica por HPLC e pela
bibliografia (Mullen et al., 2002). As antocianinas encontradas no extrato por ordem
crescente de tempo de eluicdo foram as seguintes: 1- Cianidina-3-soforésido; 2-
Cianidina-3-glucésido; 3- Pelargonidina-3-soforésido; 4- Pelargonidina-3-glucésido; 5-
Cianidina-3-rutinésido; 6- Pelargonidina-3-(2°-glucosilrutinosido); 7- Pelargonidina-3-

rutinésido.
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Figura 20. Cromatograma a 520nm com numeracdo dos picos das antocianinas
identificadas e espectro de absorcdo da cianidina-3-glucdsido. As antocianinas sdo: 1- Cianidina-
3-soforésido; 2- Cianidina-3-glucosido; 3- Pelargonidina-3-soforésido; 4- Pelargonidina-3-
glucésido; 5-Cianidina-3-rutinésido; 6- Pelargonidina-3-(2°-glucosilrutinosido); 7- Pelargonidina-3-

rutinésido.

Elagitaninos tem maior absorcéo aos comprimentos de onda de 258nm e 378nm.
Fez-se a comparacao dos perfis cromatograficos a esses comprimentos de onda (Figura
21). Os compostos marcados com asterisco (*) que aparecem nos tempos de 50.89min e
58.50min demonstram uma maior absor¢cdo no comprimento de 258nm. Dentre os
compostos com o tempo de eluicdo de 52.56min esta o composto ja identificado como

acido elagico * (e).
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Figura 21. Sobreposicao de cromatogramas a 280nm, 258nm e 378nm e espectro do

composto derivado do &cido elagico com tempo de eluicdo de 50.89min e o o acido elagico * (e).

O extrato de framboesa foi analisado e comparou-se o perfil cromatografico

obtido com cromatogramas de misturas de padrdes (100ppm) .

A mistura padréo

contém padrdes descritos na literatura como presentes no extrato de frutos vermelhos.

Estes padrdes estavam disponiveis e foram preparados de acordo com o procedimento

descrito no Anexo VI. A composicdo destas misturas e 0s seus tempos de retencdo

estao descritos na Ta

bela 16.

Tabela 16. Composicdo das misturas de padrdes em metanol e seus tempos de

retencgao.

Mistura A 100ppm

Padrdes TR (min)
1- Ac. Galhico 11,13
5 - Epicatequina 36,19
9 - Ac. elagico 53,07

Mistura B 100ppm

Padrdes TR (min)
2 - Ac. protocatechuico 16,10
4 - Ac. cafeico 29,50
6 - Cianidina-3-O-glucoésido 43,90
8 - Ac. salicilico 50,15
10 - Resveratrol 61,73

Mistura C 100ppm

Padrdes TR (min)
3 - Ac. Vanilico 37,00
7 - Ac. ferdlico 45,67
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No cromatograma (Figura 22) encontra-se a sobreposicdo de cromatogramas das

misturas de paddes A, B e C onde é feita a identificacdo dos picos dos padrdes.
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Figura 22. Sobreposi¢do de cromatogramas das misturas de padrdes a 280nm com a identificacdo

dos picos: A: 1- &cido galhico; 2- acido protocatechuico; 3- &cido vanilico; 4- acido cafeico; 5-
epicatequina; 6- cianidina-3-O-glucésido; 7- acido ferdlico; 8- acido salicilico; 9- acido elagico; 10-
resveratrol.

Compararam-se os cromatogramas da amostra com oS cromatogramas das
misturas de padrdes e identificaram-se 3 compostos (acido galhico, cianidina-3-O-
glucésido e &cido elagico) na amostra. A presenca destes compostos foi confirmada pela
sobrecarga dos padr6es na amostra. Para quantifica-los fizeram-se retas de calibracéo
desses padrdes a diferentes concentracdes (Anexo VII) e os resultados estdo de acordo

com os valores ja reportados por Mullen et al. (2003) e sao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Compostos identificados com os tempos de retencdo (min.) e concentracdo
na amostra obtida através da equacado da reta de cada composto em mg/L e em mg/100g de

peso fresco de framboesa.

re;reenn;ggs(nqlien.) Compostos Conc.(mg/L) (mg/l((:)(())gijle PF)
11.04 Acido Galhico 6.0 2.4
52.56 Acido Elagico 4.50 1.8
43.90 Cianidina-3-O-glucdsido 31.4 6.3
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As trés principais antocianinas detectadas a 520nm foram a Cianidina- 3- O -
soforésido (pico 1); a cianidina-3- O — glucdsido (pico 2) e a cianidina-3- O — rutindsido
(pico 5) como ja reportado anteriormente por Gonzalez-Barrio et al. (2010). Outras
antocianinas identificadas foram a Pelargonidina-3-soforésido (pico 3), pelargonidina-3-
glucésido (pico 4), pelargonidina-3-(2°-glucosilrutinosido) (pico 6) e a pelargonidina-3-
rutinésido (pico 7). Atendendo a que a quantificacdo das antocianinas individuais
baseou-se na reta do padrao Cianidina-3-glucésido, para cada antocianina calculou-se o
fator de correcdo de peso molecular (FCPM), tal como foi descrito por Chandra et al.
(2001) (Tabela 18).

Tabela 18. Fator de correcao de peso molecular (FCPM) para quantificacéo de cada

antocianina identificada na amostra.

. . Catido Catiao
Pico Antocianina Analito Padrio FCPM
1 Cianidina-3-soforésido 611.16 449.1 1.36
2 Cianidina-3-glucosido 449.1 449.1 1
3 Pelargonidina-3- 595.16 449.1 1.32
soforésido
4 Pelargonidina-3- 433.11 449.1 0.96
glucdsido
Cianidina-3-rutinésido 595.16 449.1 1.32
6 Pelargonidina-3-(2G- 741.22 449.1 1.65
glucosilrutinésido)
7 Pelargonidina-3- 579.14 449.1 1.29
rutinésido

Para a quantificacdo das antocianinas (mg/g) utilizando o FCPM foi utilizada a

féormula:

FCPM

uantificacdo = (AXFD)x ————
Q : ( ) P, Amostra

Onde A corresponde a quantidade de antocianina (equivalente de cianidina-3-
glucésido mg/mL); FD corresponde ao fator de diluicdo que para fruto fresco é igual ao
peso inicial da amostra + 20 a dividir pelo peso em gramas de 5mL de extrato x 10mL ;
FCPM ao fator de correcdo de peso molecular e PobAmostra corresponde ao peso inicial
da amostra. A Tabela 19 apresenta os resultados das quantificacdes das antocianinas

utilizando o fator de correcéo de peso molecular.
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Tabela 19. Antocianinas identificadas com os tempos de retencéo (min.) suas concentracdes em

mg/L na amostra e em mg/100g de peso fresco de framboesa.

Picos | Tr (min) Antocianina Conc.(mg/L) Cong.(mg/lOOg
e PF)

1 40.78 Cianidina-3-soforésido 16.6 2.58
2 42.28 Cianidina-3-glucosido 15.7 2.44
3 43.71 Pelargonidina-3-sofordsido 6.4 1

4 44.53 Pelargonidina-3-glucosido 0.3 0.05
5 45.40 Cianidina-3-rutindsido 7.2 1.12
6 47.21 Pelargonidina-3-(2G- 0.4 0.06

glucosilrutinésido)
7 48.81 Pelargonidina-3-rutindsido 0.95 0.15

A analise do cromatograma obtido com o detector eletroquimico (Figura 23)
mostra que entre 0S compostos que apresentavam sinal e como tal podem contribuir
para a atividade anti-oxidante do extrato estavam as antocianinas, a cianidina-3-O-
glucésido. Também apresentavam sinal alguns compostos que ndo foram identificados
mas pela analise do cromatograma a diferentes comprimentos de onda e de seus
espectros de absorcdo, da uma indicacdo a que classe de compostos fendlicos eles
pertencem. Nas regides destacadas 1 e 2 os compostos sdo 4acidos fendlicos
hidroxibenzoéicos; na regidao 3 &cidos hidroxicinamicos pois apresentavam espectros
tipicos desse grupo com absorvancia de 289nm e maxima de 320nm; na regido 4 as
antocianinas (Cianidina-3-glucésido) e na regido 5 compostos derivados do &cido

elagico.
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Figura 23. Cromatograma do eletroquimico sobreposto sobre o do HPLC da amostra concentrada
20x a 280nm indicando os sinais: 1 e 2 - Acido hidroxibenzéicos; 3- acidos fendlicos hidroxicinamicos; 4-

antocianinas (Cianidina-3-O-glucésido); 5- derivados do acido elagico.

65



4.3 Anélise cromatografica (HPLC-MS/MS)

A cromatografia liquida associada a espectrometria de massa € muitas vezes

utilizada para identificacdo e quantificagdo de compostos presentes em amostras

complexas. Inicialmente fez-se um varrimento de valores de massa (m/z) entre 50 a

1500 (modo MS Scan) para se obter um conhecimento geral dos compostos presentes

na amostra. Em seguida, fez-se uma pesquisa de alguns i6es moleculares especificos

reportados na literatura. Esta pesquisa foi realizada em modo SIR (Figura 24) e permitiu

determinar os tempos de retencao dos compostos através dos valores de massa.

[Ec Framboesa
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Figura 24. Cromatograma do modo SIR (modo programado para encontrar massas de interesse).

Abaixo esta o espectro do i&o molecular [M-H] = 449 m/z no tempo de 40.15min que corresponde a

cianidina-3-glucésido com sua estrutura quimica.
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Depois seguiu-se a busca pelos fragmentos destas massas nos tempos de

retencdo determinados em modo DaughterScan (Figura 25). Os fragmentos s&o

caracteristicos de cada composto e permitem uma identificacdo inequivoca destes

compostos. De forma a reforcar a identificacdo dos compostos também se comparam os

resultados de fragmentacao dos compostos com os dados disponiveis na literatura.
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Figura 25. Espectro de massa da fragmentacgéo do ido 449 m/z que mostra o Unico fragmento 287

m/z.

Na Figura 26 estd o cromatograma da amostra a 520nm com a identificacao das

antocianinas em modo positivo e na Tabela 20 encontram-se os tempos de eluicéo,

c.d.o. de absor¢cdo maxima, ido molecular e seus respectivos fragmentos. A ordem de

eluicdo e a fragmentacgéo estdo de acordo com o reportado na literatura ( Hager et al.,

2008); ( Borges et al., 2010).
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Figura 26. Cromatograma (HPLC-DAD-MS) a 520nm do extrato de framboesa metanol:acetona

(50:50 v/v) com identificacdo dos picos.
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Tabela 20. Antocianinas identificadas na analise por HPLC-MS-ESI+/3,0kv/30V no

extrato de framboesa em metanol/acetona (50:50 v/v).

[I\:IT;ZY Pico [ tr (min) | (\)maxima Ffsrg(é;\r?(emn}g)s Composto
611 1 37,71 278,519 287 Cianidina-3-sophorosido
449 2 40,56 279,519 287 Cianidina-3-glucosido
581 2 41,47 279,519 449,287 Cianidina-3-sambubiosido
595 3 42 88 280,503 271 Pelargonidina-3-sophorosido
757 3 43,85 280,519 611,287 Cianidina-3(26-glucosilrutinosideo)
433 4 45,19 274,503 271 Pelargonidina-3-glucosido
595 4 46,91 274,519 287 Cianidina-3-rutinosideo
727 5 48,61 270,519 581,287 Cianidina-3-xilosilrutinosideo
741 5 49,91 270,503 271 Pelargonidina-3(2°-glucosilrutinosideo)
579 6 52,8 262,503 535,271 Pelargonidina-3-rutinosideo

Para quantificacdo foram feitas condicbes de MRM para alguns compostos.
Foram feitos ajustes nas condi¢cdes do capilar e da fonte afim de se obter uma eficaz
guantificacdo dos compostos.

Dentre os compostos identificados no modo negativo estdo os acidos organicos
como o citrico que foi identificado pela presenca do iao molecular,m/z 191, o &cido
malico (m/z 134 ) e o acido succinico m/z 118).

Segundo Kalt et al. (1999) 6% da atividade antioxidante da framboesa provém da
vitamina C. Por ser um composto com elevado poder redutor tem capacidade de doar
eletrdes, prevenindo a oxidagcdo de outros compostos. A prépria natureza da reacdo
implica a oxidacdo da vitamina C o que dificulta a sua identificagcdo (Padayatty et al.,
2003). Usando uma gama de concentracdo de 0.5 a 10ppm né&o foi detectada a
presenca deste composto na amostra.

Dentre os acido fendlicos presentes na amostra encontrou-se o acido galhico
(m/z 169), o acido elagico (m/z 301), o acido protocatechuico (m/z 153) e outros.
Destaca-se a presenca do galoil-bis-hexahidroxidifenol-hexésido (Figura 27) conhecido
também como casuarinina ([M-H] = 935 m/z) que é a unidade monomérica basica dos
elagitaninnos de maiores massas moleculares encontrados na framboesa: dimeros
(Sanguiina H6, Lambertianina A) e trimeros (Lambertianina C) (Hager et al., 2008) . Os
compostos identificados sdo apresentados na Tabela 21 e as quantificagbes de alguns

destes compostos séo apresentados na Tabela 22.
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Figura 27. Estrutura da casuarinina ( Lansky & Newman, 2007).

Tabela 21. Compostos identificados em andlise por HPLC-MS- ESI-/3,0kV/30v no extrato de

framboesa em metanol/acetona (50:50 v/v).

[M-H] Fragmentos (A) Ma&xima
Tr(min) Composto m/z m/z (nm)
1,45 Acido citrico 191 111 234
1,45 Acido mélico 134 115 229
2,00 Acido succinico 118 73 224
2,39 Acido géalhico 169 125 269
4.45 Acido protocatechuico 153 109 294
6,65 Acido hidroxibenzéico 137 93 255
7,91 Acido cafeico 341 179 293
8,49 Hexahidroxidifenoil-hexdsido 481 301 267
9,72 Acido p-cumérico 163 119 304
10,61 Acido elagico 301 229,185 367,265
12,06 Canferol-glucésido 447 285 368,254
13,07 Canferol-glucuronido 461 285 365,254
14,12 Quercetina 301 151 348,266
14,22 Quercetina-3-rutindsido (Rutina) 609 301 365,254
67,80 | Galoil-bis-hexahidroxidifenoil-hexdsido
(casuarinina) 935 633, 301 367,265

Tabela 22. Teor dos compostos identificados presentes no extrato.

Composto (cr:nognlﬁ) (mg/l((:)(())g%e PE) Valores Reportados
Acido elagico 5.4 1.08 0.2-1.2 mg/100g de PF "™
Acido hidroxibenzéico 0.8 0.16 -
Acido protocatechuico 1 0.2 -
Acido citrico 211.5 423 15-24 mg/100g de PF®*
Acido gélhico 1.3 0.26 -
Acido malico 9.3 3.72 4-8 mg/100g de PE™*
Acido succinico 0.7 0.14 -
Acido cafeico 0.6 0.12 -
Acido p-cumérico <LQ* - -
Canferol-glucésido 0.34 0.07 0.04-0.24 mg/100g de PEET
Quercetina 0.49 0.08 0.07 mg/100g de PF™"*
Rutina 0.45 0.18 -

*<L. Q= inferior ao limite de quantificacdo = 0.5ppm.

Ref-1: J. Milivojevic et al.,2011.
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4.4 Determinacdo da atividade antioxidante — ORAC, HORAC e CAA.

A realizacdo destes ensaios € de extrema importancia pois a atividade anti-
inflamatdria esta diretamente ligada a atividade antioxidante visto que os processos
metabdlicos endbgenos, especialmente as inflamacgdes cronicas, sao importantes fontes
de radicais livres ( Wolfe et al., 2008).

O valor obtido para o ORAC foi de 1277 + 38 umol de CAET/ 100g de peso
fresco sendo um pouco superior se comparado ao valor médio reportado para macas
(Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala Galaxy e Golden). Para o HORAC o valor obtido foi
de 529 + 33 ymol de CAE/ 100g de peso fresco enquanto que o valor médio reportado
para macas (Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala Galaxy e Golden) é de 612 + 79 yumol de
CAE/ 100g de peso fresco ( Serra et al., 2007).

O ensaio da atividade antioxidante intracelular possui uma vantagem em relacdo
aos outros métodos. O método CAA nao tem a limitacéo da inabilidade para representar
a complexidade dos sistemas biologicos. Os outros métodos s6 medem as reacdes
guimicas que nao podem ser interpretadas como na atividade in vivo, por ndo se
considerar a biodisponibilidade, estabilidade, retencdo tecidular, ou reatividade dos
compostos sob condig¢des fisiolégicas ( Huang et al., 2005).

Para a atividade antioxidante celular o resultado obtido foi de 133 pmol QE/ 100g
de peso fresco que € 4 ou mais vezes superior ao valor descrito para frutos como Mirtilo
(47 pmol QE/ 100g de peso fresco) e magdas (13 umol QE/ 100g de peso fresco) ( Wolfe

et al., 2007) como mostra a Tabela 23.

Tabela 23. Valores obtidos em ensaios de atividade antioxidante de alguns frutos vermelhos.

Atividade Antioxidante

ORAC HORAC CAA
Fruto Ref.
(umol CAET/100g) | (umol de CAE /100g) | (umol de QE/100g)
Framboesa 1277 529 133 a,b
Mirtilo 4826 1293 19 a,b
Amora 6221 834 154 a,b
Arando 8394 - 33.6 a
Morango 8348 - 42.2 a

Ref.- a) Wolfe et al., 2008; b) P. Denev et al., 2010.
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4.5 Avaliacdo da atividade anti-inflamat6ria do extrato

4.5.1 Modelo do edema da pata induzido pela carragenina

A manifestacdo do edema da pata deu-se pelo aumento estatisticamente
significativo do volume da pata no grupo administrado apenas com carragenina em
relacdo ao grupo controlo. Verificou-se uma percentagem de aumento de
aproximadamente 50% 6 horas apds a administracdo.. A administracdo do extrato de
framboesa na dose de 15mg/Kg (p.o) ndo alterou o volume da pata apos essas 6 horas
comparando-se com O grupo carragenina ao contrario do que ocorreu com a
administracdo do extrato pela via intraperitoneal que impediu 0 aumento do volume da
pata, demonstrando resultado igual aos animais do grupo controlo que s6 receberam

uma injecao intraplantar de soro fisioldgico (Figura 28).
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Figura 28. Efeito da administracdo p.o. e i.p. do extrato de framboesa no aumento do volume da pata

6 horas apds a administracédo da carragenina (*P<0,001 vs Controlo; #P <0,001 vs Carragenina).

A administracdo do extracto de framboesa por via oral no ensaio da inflamacéo
aguda nado permitiu que se observasse a reducdo do edema apos 6 horas da
administracdo. Em oposicéo a estes resultados, a administracdo do extracto através de
uma via parentérica permitiu que se observasse uma reducdo estatisticamente
significativa do edema da pata nestes animais. Estes resultados sugerem as hipoteses
de: i) a via oral ser responsavel por um possivel efeito de primeira passagem dos
constituintes do extracto que possuem atividade farmacolégica; ii) o tempo necessario
para a observacao do efeito através desta via ser superior a 6 horas e/ou necessitar de
administracfes repetidas.
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Carragenina Tempol 30 Trolox Indometacina

Figura 29. Efeito do pré-tratamento de anti-inflamatoérios comerciais no ensaio do edema da pata em

% do aumento do volume da pata ( + P<0,05 vs Carragenina).

Se compararmos o efeito anti-inflamatério do extracto de framboesa obtido no
modelo descrito com a percentagem de reducdo do edema da pata obtida com outros
farmacos no mesmo modelo verificamos que os valores de reducédo do edema da pata
sdo similares aos obtidos com o tempol na dose de 30mg/kg (um mimético da SOD de
baixo peso molecular), que diminui o edema em aproximadamente 56%, e do trolox na
mesma dose (analogo hidrossolivel da vitamina E), que diminui o edema em
aproximadamente 65%, o que vem justificar que pelo menos parte dos efeitos
observados pela administracdo do extracto se devam as suas propriedades
antioxidantes. Comparando ainda com o resultado obtido para a indometacina na dose
de 10mg/kg (um anti-inflamatdrio ndo-esterdide néo selectivo para as cicloxigenases),
verificamos que este mecanismo de accdo poderd também merecer investigacdo

posterior no que concerne as possiveis atividades do extracto.

4.5.2 Modelo da Artrite Reumatoide

A avaliagcdo da acdo anti-inflamatéria do extrato nesse modelo foi realizada
através da analise de imagens radiograficas das patas dos animais e do doseamento
dos niveis séricos das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1[.

A andlise radiogréafica das patas posteriores dos ratos revelou que no grupo em
que foi administrado o colagénio (Figura 30-b) é evidente a osteoesclerose da

articulacédo, com a presenca de areas de erosdo. Enquanto que nas patas dos animais

72



administrados com o extrato por via p.o (Figura 30-d) ou por via intra-peritoneal (Figura
30-c) a esclerose 6ssea e a erosao articular sdo menos evidentes apesar da inducéo da

artrite reumatoide.

Figura 30. Imagens radiograficas das patas dos animais apds o ensaio: a) controlo; b)

grupo colagénio Il; ¢) grupo framboesa i.p.; d) grupo framboesa p.o

Durante o ensaio foram observados visualmente sinais indicadores da inflamagé&o
como rubor e aumento significante dos volumes das patas devido a formacdo de edema
gue levou alguns dos animais a perda dos movimentos das patas posteriores. No final do
ensaio os ratos administrados com o0 extrato apresentavam as patas com 0 aspecto
semelhante as do grupo controlo, sem evidéncia de edema. A determinagéo quantitativa
do edema realizada recorrendo a utilizacdo do pletismometro e ao modelo de teste
anteriormente descrito para a inflamacdo aguda. Os resultados estdo apresentados na

Figura 31.
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Figura 31. Percentagem de aumento do volume da pata em relacdo aos animais do

grupo controlo. *P<0.05 vs AR (AR corresponde ao grupo colagénio Il)

A colheita do sangue para a andlise dos niveis séricos das citocinas foi realizada através
de puncdo cardiaca e a sua quantificacdo foi feita utilizando-se retas de calibracdo

(concentracdo x densidade 6tica) que sao apresentadas no Anexo Xl.
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Figura 32. Niveis de interleucinas (TNF-alfa, IL-1beta e IL-6) no soro dos animais de

cada um dos grupos. *P<0.05 vs AR (AR corresponde ao grupo colagénio II).
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Apesar de né&o ter havido diferenca estatisticamente significativa nas quantidades de
citocinas determinadas no ensaio da Artrite Reumatdide, houve ainda assim uma visivel
diminuicdo do edema nas patas dos animais administrados com o extracto de framboesa
tanto por via oral como por via intraperitoneal, o que sugere um efeito anti-inflamatério do
extrato quando administrado por via oral, o que difere dos resultados anteriormente obtidos
no ensaio de inflamacao aguda. Talvez por ser este ser um ensaio com um nlimero maior de
administracbes do extrato seja possivel atingir niveis plasmaticos significativos dos
compostos necessarios para haver uma diminuicdo da atividade inflamatéria. A inexisténcia
de variagdes estatisticamente significativas nos niveis de citocinas reflecte apenas que a
elevacdo dos valores das citocinas podera ocorrer numa fase inicial do modelo e,
posteriormente, em fases mais tardias pelo que apenas prolongando o modelo ou entdo
criando um grupo de animais que fosse sacrificado nas fases iniciais de inducédo da artrite

reumatoide poderiamos ter obtido outros resultados.

5. Concluséo

A analise quimica do extrato de framboesa revelou a riqgueza deste em
compostos fendlicos especialmente antocianinas e elagitaninos. Acido fenélicos como o
galhico e o cafeico e alguns acido organicos como o acido malico e o acido citrico foram
identificados e quantificados. Dentre as antocianinas identificadas destacaram-se a
cianidina-3 sofordsido, a cianidina-3-glucésido e a cianidina-3-rutinésido por estarem em
maior quantidade no extrato. Observou-se concordancia entre os resultados
apresentados pela analise por HPLC-DAD e por HPLC-MS em relagdo aos compostos
identificados. Os resultados obtidos em andlise por HPLC-DAD-ED demonstraram que
0s possiveis responsaveis pela atividade anti-oxidante do extrato sdo os acidos
fendlicos, as antocianinas e o0s elagitaninos. Obteve-se um valor de atividade
antioxidante intracelular do extrato significativo em relagdo aos valores obtidos para

outros frutos vermelhos.

Os compostos fendlicos nos frutos vermelhos sdo reportados como os
responsaveis pelas propriedades biolégicas antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas e propriedades anti-degenerativas neurolégicas ( Sariburun et al.,
2010) e muitos desses efeitos estdo associados principalmente a presenca das
antocianinas e elagitaninos ( Bowen-Forbes et al., 2010).

A acdo anti-inflamatéria esta relacionada com a atividade antioxidante dos

compostos e na framboesa 80% ou mais dessa atividade é devido a presenca dos
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compostos fendlicos ( Beekwilder et al., 2005). O que justifica a preocupacédo em realizar
uma boa extracdo destes compostos e posterior realizagdo de ensaios de avaliagdo da

atividade antioxidante do extrato.

A administracéo do extrato de framboesa por via oral num ensaio destinado a
avaliar a capacidade deste modular a inflamacdo aguda revelou que esta administracéo
nao foi eficaz na reducdo do volume da pata. Neste momento ndo dispomos dos dados
gue justifiguem este resultado mas pode, eventualmente, dever-se ao facto das
administracdo do extrato ser aguda e nao crénica como no modelo seguinte.. No
entanto, a administracdo intraperitoneal do extracto permitiu observar a sua atividade
farmacoldgica, levando a uma reducéo do edema de aproximadamente 50%, ou seja,
uma accao anti-inflamatdria comparavel com a obtida com drogas anti-inflamatérias

comerciais.

Quando se realizou um ensaio de inflamacéo crénica utilizando um modelo de
artrite reumatoide verificou-se uma reducdo estatisticamente significativa da leséo
articular e do edema da pata ap6s administracdo do extracto diariamente quer por via
oral quer por via intraperitoneal. Apesar de ndo se terem observado diferencas
estatiticamente significativas nas quantidades de citocinas determinadas ao dia 35 do
ensaio da Artrite Reumatéide, a visivel diminuicdo do edema nas patas dos animais
administrados com o extracto de framboesa tanto por via oral como por via
intraperitoneal, sugere que o extracto tem uma atividade significativa. A avaliacdo anti-
inflamatdria em modelos animais da-nos idéia de como estes compostos comportam-se
dentro dos sistemas biolégicos de acordo com a sua biodisponibilidade através da
absorcdo, metabolizacdo e excrec¢do. Sado da maior importancia também os estudos
toxicoldgicos futuros para se conhecerem as doses de ingestédo seguras visto que alguns
destes compostos, como o acido elagico (100mg/kg) , provocaram noutros estudos
danos no figado de ratos (Clifford; Scalbert, 2000).

Em conclusdo, este estudo demonstra pela primeira vez que o extracto de
framboesa e os seus constituintes poderdo representar uma abordagem inovadora como
terapéutica adjuvante de doencas inflamatérias crénicas com a vantagem dos resultados
parecerem ser observados em doses facilmente transponiveis para a ingestao diaria de

framboesas pelo Homem.
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7. ANEXOS
Anexo |

Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

Na Tabela 24 apresentam-se os resultados referente as leituras de absorvancia
efetuadas a 725nm nas solu¢bes padrao de acido galhico e na Figura 33 esta a reta de

calibracéo..

Tabela 24. Leituras das absorvancias a 725nm da solu¢éo padrao de acido galhico a

concentracfes de 1 a 6ppm e do branco.

[lppm (A) Abs.
1 0,0866
2 0,1783
3 0,2722
4 0,3614
5 0,4379
6 0,5488
Branco 0,0001

0,6
y=0,0908x- 0,0037
0,5 R?=0,9984
04
03
0,2
01
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 33. Reta de calibracédo do acido galhico para o teor de compostos fendlicos totais.
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Anexo Il

Determinacdo do teor de flavonodides totais

Na Tabela 25 apresentam-se os valores de absorvancia lidos a 510nm com as

solucbes padréo de catequina para obtencédo da reta de calibracéo (Figura 34).

Tabela 25. Leituras das absorvancias a 510nm das solu¢gdes padrao de catequina.

[ Jppm Abs. a 510nm
20 0,0644
40 0,1243
60 0,2094
80 0,2816
100 0,3392

Branco 0,0001

0,4
. v = 0,0035x- 0,0083
: R? = 0,996 *
03 -//
. e
0,25 -
0.2 .
0,15 -
/'/
0,1 -
0,05 4
0
0 20 40 60 80 100 120

Figura 34. Reta de calibracdo da catequina para o teor de flavondides totais.
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Anexo Il

Determinacédo do teor de antocianinas totais

Na Tabela 26 apresentam-se os valores de absorvancia lidos a 520nm com as

solugdes padréo de cianidina-3-glucosido para obtencao da reta de calibragdo (Figura

35).

Tabela 26. Leituras das absorvancias padréo e referéncia a 520nm das solugées de cianidina-3-

glucdsido e valor da absorvancia final que representa a diferenca entre a abs. Referéncia e a abs.

Padréo.
Abs.Final
[Iopm Abs. Padrédo Abs. Ref. (Abs. Ref- Abs.
Padrao)

10 0,0004 0,0184 0,018

25 0,0004 0,0443 0,0439

50 0,0004 0,0912 0,0908

75 0,0004 0,1356 0,1355

125 0,0012 0,228 0,2268

150 0,0006 0,2739 0,2733

Branco 0,0001
0,3
v =0,0018x- 0,0009
0,25 R*=1
0,2
0,15
0,1
0,05
0]
[0} 50 100 150 200

Figura 35. Reta de calibracdo da cianidina-3-glucdsido para o teor de antocianinas totais.
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Anexo IV

Determinacédo do teor de taninos hidrolisaveis

Na Tabela 27 apresentam-se os valores de absorvancia lidos a 550nm com as

solucdes padrdo de acido tanico para obtencéo da reta de calibracédo (Figura 36).

Tabela 27. Leituras das absorvancias a 550nm das solu¢fes padrao de acido tanico.

[ Jppm Abs. a 550nm
300 0.1429
500 0.2319
800 0.3595

1100 0.4782
1400 0.5901
1700 0.6973

B 0.0000

G.8000

v = 0.0004x + 0.034
R*=(0.9S85

Q. 7000

0.6000

0G.5000

4000

0.3000

0G.2000 1

G.1000

0.000C 1
8] 500 1000 1500 2000

Figura 36. Reta de calibracdo do &acido tanico para o teor de taninos hidrolisaveis.
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Anexo V
Determinacéo do teor de taninos condensados

Na Tabela 28 apresentam-se os valores de absorvancia lidos a 500nm com as

solucbes padréo de catequina para obtencédo da reta de calibragcéo (Figura 37).

Tabela 28. Leituras das absorvancias a 500nm das solu¢cdes padrdo de catequina.

[ Jppm Abs. a 500nm
10 0.0316
20 0.0601
40 0.109
60 0.1584
80 0.2109
100 0.2645
B 0.0000

0.3 q
y=0.0026x + 0.C067

0.25 + R*=0.8997

C.2
0.15 +

C.1

0.05 A

8] T T T T T
8] 20 4C €0 &0 100 120

Figura 37. Reta de calibracdo da catequina para o teor de taninos condensados.



Anexo VI

Preparagdo das misturas de solu¢des padrdo para HPLC

As solucbes padrdo de 100ppm em 5mL de agua destilada foram preparadas a
partir se solu¢cdes de 1000ppm (5mg de padrdo em 5mL de metanol). Na Tabela 29
abaixo foi sistematizada a preparacéo das diferentes solu¢des constituintes das misturas

de padrdes utilizadas.

Tabela 29. Esquema para preparacao das solugfes das misturas de padroes.

[]final V final [ ] solucdo mée V solugcao mée
Composto Fendlico (ppm) (mL) (ppm) (uL)
Mix A (100ppm)
Acido galhico 100 5 1000 500
Epicatequina 100 5 1000 500
Acido elagico 100 5 1000 500
Mix B (100ppm)
Acido
protocatechuico 100 5 1000 500
Acido cafeico 100 5 1000 500
Cianidina-3-
glucdsido 100 5 1000 500
Acido salicilico 100 5 1000 500
Resveratrol 100 5 1000 500
Mix C (100ppm)
Acido vanilico 100 5 1000 500
Acido fertlico 100 5 1000 500
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Anexo VI

Na Tabela 30 encontram-se as areas dos picos do cromatograma a 280nm das

misturas de padrdes elaboradas para a construcdo das retas de calibracéo utilizadas na

guantificacdo dos compostos identificados. Na tabela 31 estdo apresentadas as

equacOes das retas destes compostos.

Tabela 30. Areas dos picos para as respectivas concentracdes utilizadas na obtencéo

das retas de calibragéo para quantificacéo.

acido galhico cianidina-3-O-glucdsido acido elagico

[Tppm Areas (280nm) Areas (280nm) Areas (280nm)
5 1666567 1051013 224215
10 3299447 2196543 298423
20 5993141 4397106 595154
40 11742463 9228890 1331352
80 24045204 18374772 2999744
100 31485206 22716272 4464937

Tabela 31. Tabela com as equacgfes de reta obtidas para quantificacdo dos compostos
identificados por HPLC-DAD-ED.

Composto Gama de~ Equacéo dareta R’
concentragao
Acido géalhico 5ppm -100ppm y=309355x-108904 0.9983
Cianidina-3-glucosido 5ppm -100ppm y=229259x-82760 0.9998
Acido elagico 5ppm -100ppm y=43499x-196401 0.9815
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Anexo VI

Tabela 32. Lista dos compostos pesquisados no HPLC-MS/MS no modo MRM realizados a 3.00 kV
com o potenical do cone, energia de colisdo e suas respectivas gamas de concentracao utilizadas

para quantificacdo. Também mostra a equacao da reta e R’
Potencial Engreg|a Gamade
Composto do cone .~ concentragéo Equacédo dareta R?
V) coliséo (opm)
(eV)
Acido elagico 25 30 5-50 y=176.914x-5784.95 0.9985
_Acido 20 20 0.1-5 y=3433.92x+176.49 | 0.9913
hidroxibenzdico
Acido 20 20 0.5 - 50 y=5092.00x+533.821 |  0.9979
protocatechuico
Acido citrico 20 15 0.1-10 y=3037.58x+4321.58 0.9983
Acido galhico 30 20 0.5-10 y=6560.67x+600.942 0.9975
Acido malico 20 15 0.1-5 y=11728.7x-798.53 0.9988
Acido succinico 20 15 0.1-5 y=3919.76x+1040.13 0.9920
Acido cafeico 25 15 0.1-10 y=15759.4x+1559.37 0.9952
Acido p-cumérico 25 15 0.1-10 y=10558x+1541.44 0.9885
Canferol- 30 25 0.1-10 y=4474.61x+91.5175 | 0.9998
glucdsido

Quercetina 35 20 0.1-25 y=9517.53x-2051.25 0.9994
Rutina 30 35 0.1-10 y=6358.76x-487.327 0.9995
Acido ascorbico 20 15 0.5-10 y=1205.8x-187.25 0.9988
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Anexo IX

Cromatogramas de massa de ido extraido das antocianinas identificadas.
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Figura 38. Do inferior para o superior: cromatogramas de corrente idnica total (A);

cromatogramas de massa de ido extraido para os m/z 611 (C); 449 (D) ; 581 (E).
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Figura 39. Do inferior para o superior; cromatogramas de corrente idnica total (A), UV a 520nm (B) e
cromatogramas de massa de ido extraido para os m/z 595 (C); 757 (D) ; 433 (E).
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Figura 40. Do inferior para o superior: cromatogramas de corrente idnica total (A), UV a 520nm (B) e
cromatogramas de massa de ido extraido para os m/z 727 (C); 741 (D) ; 579 (E).
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ANEXO X

Preparacao da emulsao de Colagénio Cll em adjuvante de Freund

Preparacdo da solucdo de acido acético 0,01M

Primeiro pipetou-se 0,6ml de &cido acético para um baldo de 100mL e
completou-se o volume com agua e teve-se uma solucao de acido acético a 0,1M. Em
seguida pipetou-se 10ml da solucdo de 0,1M para um baldo de 100mL e completou-se

com agua e teve-se uma solucéo de acido acético 0,01M.

Preparacdo da emulsdo de CllI

Pesou-se 4,2mg de colagénio e adicionou-se 2,1mL da solucdo de acido acético
0,01M. Deixou-se uma noite com agitador magnético a 4°C e no dia seguinte na hora

da aplicacdo nos animais juntou-se a esta solucdo 2,1mL do adjuvante de Freund.

96



ANEXO Xl

Retas de calibrag&o para quantificagéo das citocinas.

Tabela 33. Tabela da leitura das
densidades éticas para o TNF-a.

TNF-a
y=0003x+0.193

25 RE=0.9790 Conc. DO
2 800 2.473
s 400 1.583
200 0.928
: 100 0.548
05 . 50 0.299
@ 25 0.178
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 125 0.119

Figura 41. Reta de calibracdo do TNF-a.

Tabela 34. Tabela da leitura das
densidades 6ticas para a IL-6.

y=0.000x+0.018 IL-6
2 Conc DO
. 4000 2.305
2000 117
. 1000 0.486
500 0.325
05 250 0.224
. 125 0.127
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 62.5 0.0087

Figura 42. Reta de calibracédo da IL-6.

Tabela 35. Tabela da leitura das
densidades 6ticas para a IL-1.

IL-1B

16 y=0.000x +0.087 5

4 Conc DO

> 2000 1.594
! 1000 0.916

08 500 0.496

[[’)i 250 0.263

e 125 0.187
o 62.5 0.116
0 500 1000 1500 2000 2500 312 0094

Figura 43. Reta de calibracdo da IL-1p.



Tabela 36. Resultados da ANOVA para os teores das citocinas quantificadas.

Framboesa Framboesa
Controlo i.p. p.o
(15mg/Kg) (15mg/kg)
n 6 8 8
Média 0.193894 0.19380075 0.19379475
Desvio Padréo 0.000192362 1.46E-05 1.35E-05
Erro padréo 7.85E-05 5.15E-06 4.77E-06

média
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