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“Eu tentei 99 vezes e falhei, mas a centésima tentativa eu consegui.
Nunca desista dos seus objetivos mesmo que parecam impossiveis,

a préxima tentativa pode ser vitoriosa”. (Albert Einstein)
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Resumo

As plantas sdo utilizadas desde os primérdios da civilizacdo humana, por serem uma fonte
rica em nutrientes e em compostos bioativos que auxiliam no combate a doencgas. Atualmente, a
utilizacdo de extratos de plantas por parte das industrias farmacéutica, alimentar e cosmética tem
sido cada vez mais recorrente, devido as suas propriedades bioativas que parecem conferir
beneficios para a salde dos consumidores e aumentar a estabilidade dos produtos.

Neste trabalho foram estudados extratos hidroetanodlicos de seis plantas vulgarmente
utilizadas na medicina tradicional madeirense: Cedronella canariensis (horteld-de-cabra),
Globularia salicina (malfurada), Erica arborea (urze-molar), Rubus ulmifolius (silvado),
Fumaria muralis (molarinha) e Sideroxylon marmulano (marmulano), com o objetivo de
caracterizar melhor as suas propriedades bioativas, através da determinacdo do seu teor em
compostos fendlicos totais e em flavonoides, e avaliagcdo das suas atividades antioxidantes,
antimicrobianas e antidiabéticas. A atividade antioxidante foi determinada através do estudo da
capacidade redutora e da capacidade de sequestro dos radicais DPPHe e anido superoxido. A
atividade antimicrobiana foi determinada pelo método por difusdo em agar e pelo método da
microdiluicdo, utilizando diversos microrganismos patogénicos. Determinou-se a atividade
antidiabética pela capacidade de inibi¢do das enzimas a-amilase e a-glucosidase.

De entre as plantas analisadas, destaque para a urze-molar e para o marmulano, por
apresentarem elevado potencial antioxidante, bem como atividade antidiabética e antimicrobiana,
sendo as Unicas a inibir o crescimento da totalidade das bactérias Gram-positivas testadas.
Concordante com estes resultados, pode acrescentar-se que 0s extratos destas plantas foram
também os que apresentaram maior teor em compostos fenélicos totais e flavonoides totais, o que
sugere o envolvimento destes compostos nas atividades bioativas detetadas. Dos extratos
estudados destaca-se igualmente o extrato de silvado por ter sido o que apresentou a maior
capacidade para inibir a enzima o-glucosidase.

Este estudo contribuiu para aumentar o conhecimento sobre a flora medicinal da Madeira,
bem como valorizar o conhecimento tradicional sobre as propriedades das plantas usadas pelas

populagdes.

Palavras-chaves: Plantas medicinais, Compostos fendlicos, Atividade antimicrobiana, Atividade

antioxidante, Diabetes mellitus, Flora da Madeira
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Abstract

Plants have been used since the beginning of human civilization, as they are a rich source
of nutrients and bioactive compounds that help fight diseases. Currently, the use of plant extracts
by the pharmaceutical, food and cosmetic industries has been increasingly recurrent, due to their
bioactive properties that seem to confer benefits to the health of consumers and increase the
stability of products.

In this work, extracts of six plants commonly used in traditional Madeiran medicine:
Cedronella canariensis, Globularia salicina, Erica arborea, Rubus ulmifolius, Fumaria muralis
and Sideroxylon marmulano, were studied, with the aim of better characterizing their bioactive
properties, by determining their content in total phenolic compounds and flavonoids, and
evaluating their antioxidant, antimicrobial and antidiabetic activities. The antioxidant activity was
determined through the reducing capacity and the scavenging capacity of the DPPHe radical and
the superoxide anion radical. Antimicrobial activity was determined by the agar diffusion method
and the microdilution method, using various pathogenic microorganisms. Antidiabetic activity
was determined by the ability to inhibit a-amylase and a-glucosidase enzymes.

Among the plants analyzed, Erica arborea and Sideroxylon marmulano stand out, as they
have high antioxidant potential as well as antidiabetic and antimicrobial activities, being the only
ones that inhibit the growth of all the Gram-positive bacteria tested. In agreement with these
results, it can be added that these plants were also the ones with the highest content of total
phenolic compounds and total flavonoids, which suggests the involvement of these compounds
in the bioactive activities detected. Of the extracts studied, the Rubus ulmifolius extract also stands
out because it has the highest capacity to inhibit the a-glucosidase.

This study contributed to increase knowledge about the medicinal flora of Madeira, as

well as to enhance traditional knowledge about the properties of plants used by the populations.

Keywords: Medicinal plants, Phenolic compounds, Antimicrobial activity, Antioxidant activity,

Diabetes mellitus, Flora of Madeira
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1-Introducao

Desde a antiguidade que o Homem utiliza as plantas ndo s6 como fonte de nutrientes, mas
também como principal recurso no combate as doengas. Por experiéncia empirica, 0 Homem
apercebeu-se que certas espécies de plantas tinham poderes curativos e transmitiu esse
conhecimento para as geracGes futuras através de registos historicos.

A primeira evidéncia do uso de plantas na preparacdo de medicamentos foi encontrada
em uma laje de argila, elaborado pela civilizagdo Suméria ha aproximadamente 5000 anos, a qual
continha 12 receitas medicinais referentes a mais de 250 de plantas, nomeadamente a papoula
(Papaver rhoeas), meimendro (Hyoscyamus niger) e a mandragora (Mandragora officinarum L.).
Outros registos historicos descobertos s&o os livros sagrados «Vedas», escritos na india antiga,
gue mencionam receitas medicinais através de especiarias utilizadas atualmente na gastronomia
mundial como a noz-moscada (Myristica fragrans) e o cravinho (Syzygium aromaticum)
(Petrovska, 2012).

Atualmente, os extratos naturais tém despertado grande interesse ndo sé na industria
farmacéutica, na producdo de novos antibidticos mais potentes (Anand et al., 2019), como
também na inddstria cosmética no fabrico de protetores solares e de cremes antienvelhecimento
(Hoang et al., 2021) e na indUstria alimentar (Degéspari & Waszczynskyj, 2004).

H& uma nova tendéncia na industria alimentar para utilizar conservantes de origem
natural, na tentativa de responder aos consumidores, cada vez mais exigentes e criteriosos, na
escolha do produto e de eliminar os conservantes artificiais (Packer & Luz, 2007) e os
desinfetantes quimicos (Gerhardt et al., 2012) no processo de conservacao do produto final.

A utilizagdo de alguns conservantes sintéticos na inddstria alimentar, nomeadamente o
hidroxitolueno butilado (BHT), o hidroxiansiol butilado (BHA) e o terc-butil-hidroquinona
(TBHQ), tem gerado grande preocupacao na satde dos consumidores, uma vez que alguns estudos
indicam que o seu consumo esta potencialmente relacionado com o aparecimento de cancro e de
outras patologias, como aumento dos niveis de colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) no sangue, hipertensdo, alergia, asma e aumento anormal do peso do figado (Degéaspari &
Waszczynskyj, 2004; Race, 2009; Silva & Lidon, 2016).

Por essa razdo, tém sido efetuadas pesquisas cientificas, no sentido de encontrar novos
aditivos alimentares, nomeadamente antimicrobianos e antioxidantes. Uma alternativa viavel
seria a utilizacdo de extratos de plantas, visto que sdo ricos em polifendis e existem evidéncias
cientificas que estes compostos bioativos podem inibir as rea¢fes de degradacdo dos géneros
alimenticios, como as reaces de oxidacao e impedir a proliferacdo de agentes microbiol6gicos
deteriorantes de origem alimentar, responsaveis pela alteracédo da cor, sabor e aroma dos alimentos
(Ortega-Ramirez et al., 2014).
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Para além disso, estes extratos podem também contribuir para desenvolver alimentos
funcionais que possam conferir ndo s6 a nutricdo basica para 0s consumidores, mas também
efeitos positivos na saude. Segundo Tzima et al. (2018), uma dieta rica em polifendis, como
flavonoides e acidos hidroxicinamicos, tem efeitos eficazes na saude e pode conferir protecao
contra o risco de desenvolvimento de diversas doenc¢as, nomeadamente doengas degenerativas e
cardiovasculares. Portanto, mais estudos sao essenciais para agilizar os varios estagios de novas
formulacGes de alimentos funcionais, melhorando os seus beneficios para a satde e garantindo a

seguranca antioxidante e antimicrobiana nos alimentos.

1.1-Plantas endémicas da Madeira

O arquipélago da Madeira (figura 1.1) esté localizado no noroeste do Oceano Atlantico,
a 795 km a sudeste de Portugal Continental e a 600 km a oeste da Costa Africana entre 32° 24’N
e 33°07°N de latitude ¢ 16° 16°W e 17° 16’W de longitude. E formado pelas ilhas vulcénicas da
Madeira (com area de 734 km? e altitude maxima de 1861 m), Porto Santo (42 km?, 517m) e 0s
seus 6 ilhéus e o subarquipélago das Desertas (Ilhéu Chéo (0,5 km?, 98 m), Deserta Grande (10,3
km?, 479 m) e Bugio (4 km?, 384 m)) e das Selvagens, que se encontram atualmente desabitadas
(Jardim & Sequeira, 2021; Spinola & Castilho, 2018).

A flora do arquipélago da Madeira é presentemente constituida por 1226 taxa (espécies e
subespécies), dos quais 157 (12,81%) sdo endémicas e 259 (21,42%) sdo usadas como plantas
medicinais. A maior parte destas espécies vegetais ocorrem na ilha da Madeira, cuja orografia
permite a existéncia de habitats importantes, possibilitando a manutengdo de um elevado nimero
de espécies, algumas delas Gnicas no mundo e de elevado interesse cientifico (Capelo et al., 2004;
Rivera & Obon, 1995).

A etnofarmacologia das ilhas da Madeira e Porto Santo é de extrema importancia pelas
caracteristicas biogeograficas desta regido, que a tornam um centro de diversidade de plantas
medicinais. No passado, os tempos vividos pelo povo da Ilha foram bastante arduos, devido ao
isolamento geogréafico e a orografia dificil. As dificuldades sentidas pela populagéo catapultaram-
na para a gestdo racional dos recursos existentes, aprendendo com 0s seus antecessores,
preservando tradi¢Ges e criando receitas medicinais como cataplasma, xaropes e decoctos (Rivera
& Obhon, 1995; Sequeira et al., 2006).

A horteld-de-cabra (Cedronella canariensis), urze-rasteira (Erica maderensis), perpétua-
branca (Helichrysum melaleucum), erva-do-coelho (Pericallis aurita), erva-branca (Sideritis
candicans), o marmulano (Sideroxylon marmulano) e o piorno (Teline maderensis) sdo alguns
exemplos de plantas endémicas do Arquipélago da Madeira com propriedades medicinais
(Henriques et al., 2017; Sequeira et al., 2006).
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As plantas nativas madeirenses ainda ndo foram estudadas em pormenor para que seja
permitida a elaboracdo de artigos cientificos relevantes e de monografias completas e modernas.
As espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a sua eficacia e seguranga.
Assim, a realizacdo de estudos cientificos sobre estas plantas permitird compreender melhor os
seus efeitos bioativos e dar algum suporte a sua utilizacdo na medicina tradicional. O estudo destas
plantas podera também permitir avaliar o seu potencial de utilizacdo como aditivo natural na

industria alimentar.
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Figura 1.1-Localizagdo geogréfica das Regides da Macaronésia (Spinola & Castilho., 2018)

1.1.1-Cedronella canariensis

A Cedronella canariensis (figura 1.2), mais conhecida como “horteld-de-cabra”, é uma
planta endémica das regiGes da Macaronésia pertencente a familia Lamiaceae. Geralmente, pode
ser encontrada na ilha da Madeira e nas ilhas Canarias em locais a sombra ou em zonas rochosas
ensolaradas acima dos 500 m de altitude (Henriques et al., 2017). Morfologicamente, é uma planta
perene, aromatica, lenhosa, contém folhas trifoliadas e pecioladas, com flor com dois labios em
forma de espiral com coloragdo branca ou cor-de-rosa e pode crescer até 1,5 metros de altura.
(Bramwell & Bramwell, 1990) A parte aérea da planta é rica em terpenos (tabela 1.1) e é
usualmente empregue na medicina tradicional como agente hipoglicémico, tonificante capilar,
descongestionante das vias respiratérias e hipotensivo (Darias et al., 1986; Rivera & Obo6n, 1995).

Existem duas variedades desta espécie: C. canariensis var. canariensis e a C. canariensis
var. anisata, sendo distinguiveis apenas através do cheiro (Darias et al., 1989). Num estudo de
Lopez-Garcia et al. (1992), foi realizada uma andlise quimica dos 6leos essenciais entre duas
variedades da planta por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e

observou-se que a C. canariensis var. canariensis era rica em pinocarvona e 3-pineno, enquanto
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a C. canariensis var. anisata apresentou concentrac@es elevadas de p-alilo ansiol (figura 1.3).

Para além disso, ambas as variedades demostraram atividade antimicrobiana muito significativa

na Bordetella bronchiseptica e na Klebsiella pneumoniae, microrganismos responsaveis por

infecBes no trato respiratério. Em outros estudos, foi possivel constatar o efeito hipotensivo,

antioxidante, hipoglicémico e diurético da planta em ensaios in vivo (Lopez-Garcia et al., 1996;

Zorzetto et al.,2015).

Figura 1.2 - Hortel&-de-cabra (C.canariensis)

o
j o
Pinocarvona
j p- alilo ansiol
B-pineno

Figura 1.3 - Estrutura quimica de alguns compostos identificados

nos 6leos essenciais de C.canariensis

Tabela 1.1- Compostos quimicos identificados nos 6leos essenciais das duas variedades de” hortela-de-cabra”

Planta

Hortela-de-cabra

canariensis

Cedronella canariensis ssp.

Oleos essenciais

Pinocarvona, B-pineno, a-pineno,
a-terpineol, mirtenol, 6xido de

cariofileno, cedronelona, limoneno

Referéncias

(LOpez-Garcia et al., 1992; Zorzetto et
al., 2015)

Hortela-de-cabra

ansiata

Cedronella canariensis ssp.

p-Alilo ansiol, pinocarvona, B-pineno,
a-pineno, a-terpineol, limoneno,

mirceno, cariofileno

(Lopez-Garcia et al., 1992)
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1.1.2-Globularia salicina

A Globularia salicina (figura 1.4), também designada como “malfurada”, é uma planta
endémica das regides da Macaronésia que faz parte da familia Globulariaceae. E comumente
avistada no arquipélago das Canérias e da Madeira em zonas rochosas até 500 metros de altitude
e floresce entre os meses de marco e novembro. Do ponto de vista da morfologia, € uma planta
arbustiva, perene, com hastes lenhosas, de folhagem lanceolada e persistente, com flor de corola
azulada a esbranquicada, apresenta inflorescéncia axilar e produz botdes no hipocétilo. Na
medicina popular madeirense, acredita-se que esta planta serve para o tratamento de doencas
renais, no entanto ha escassez de informacao acerca dessas propriedades medicinais (Ferrdo &
Liberato, 2015; Hollander & Jager, 1994).

Numa pesquisa realizada por Taskova et al. (2006), foi possivel identificar a presenca de
manitol (figura 1.5) na “malfurada”, um glicido que exerce efeito diurético. A espécie com grau
de parentesco mais proximo a Globularia salicina é a Globularia amygadalifolia de Cabo Verde,
que se encontra atualmente em vias de extingdo e é usado na forma de infusdo como agente
hipoglicémico, purgativo, laxante e também no tratamento de doengas ao nivel do rim (Cardoso,
2018). Em alguns artigos, foi possivel identificar diferentes compostos fendlicos (tabela 1.2) em
plantas do género Globularia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecdo
por arranjo de diodos (DAD), acoplado a espectrometria de massa (MS) e usando a interface de
ionizag&o por eletrospray (ESI). Num estudo realizado por Asraoui et al. (2021) verificou-se a
presenca de atividade antioxidante muito significativa nos ensaios de DPPH (ICso= 12,3 + 3,83
pug/mL) e ABTS (ICso= 37,0 £ 2,45 pg/mL), em extratos de Globularia alypum L, preparados em
acetato de etilo da Globularia alypum L.

Alguns estudos relataram a presenca de 39 substancias bioativas, entre as quais a
globularina, o principal composto presente na G. amygadalifolia e na G. alyphum, composto que,
guando testado isoladamente, demonstrou desempenhar atividade anti-hipercolesterolemia e anti-
hipertrigliceridemia em ratos (Cardoso, 2018; Jouad & Eddouks, 2002). A globularina (figura
1.6) é um derivado do catalpol, formado por um iridoide e uma unidade de glucose (Feriani et al.,
2017; Jouad & Eddouks, 2002).
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Figura 1.5- Estrutura do manitol

Figura 1.6- Estrutura da globularina

Tabela 1.2 - Alguns compostos fendlicos identificados no género Globularia

Planta (Género) Compostos Fendlicos Referéncias
Globularina,rutina, escutelareina, o-

tocoferol, &cido gélico, quercetina-3-O- (Asraoui et al., 2021)
Malfurada (Globularia) ramnose, derivados de kaempferol, (Bouriche et al., 2017)
vicenina-2, catequina, &cido 4- (Cardoso, 2018)
hidroxibenzoico, luteolina, diosmina, (Friscic¢ et al., 2016)

apigenina, neohesperidina, morina

acido cinamico, narigina, cido p-

cumarico, &cido protocatecuico

1.1.3-Erica arborea

A Erica arborea (figura 1.7), popularmente conhecida como “urze-molar” ou “betouro”,
é um pequeno arbusto que pertence a familia Ericaceae. Possui uma distribuicdo geografica muito
ampla, podendo ser avistada no Norte de Africa (Tunisia, Argélia, Marrocos), na Macaronésia
(Madeira e llhas Canérias), na Turquia e no Medio Oriente (Faglndez et al., 2010).

E caracterizado por ser uma planta perene e arbustiva que pode medir até 4 metros de
altura, com folhas lineares e muitos estreitas (em forma de agulha) de 3-9 mm de comprimento.
As flores apresentam uma corola largamente campanulada de cor branca, entre 2 e 2,5 mm,
dispostas em paniculas e possui rebentos pubescentes esbranquicados e ramificados. Cresce em
solo essencialmente acido e pode ser encontrada nos matagais, matas e bosques (Centro de
Quimica da Madeira, 2007a). A parte aérea da planta (caules e folhas) tem caracter
antimicrobiano, antioxidante, adstringente e diurético e é muito utilizada para fins terapéuticos,
nomeadamente na cicatrizacdo de feridas, queimaduras e no tratamento de infe¢fes urinarias
(Guendouze-Bouchefa et al., 2015).
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O estudo sobre as propriedades bioativas nesta planta tem vindo a ganhar cada vez mais
interesse. Numa pesquisa realizada por Ay et al. (2007), na qual foi usado o0 método de DPPH,
foi possivel observar a existéncia de atividade antioxidante elevada nos extratos de acetato de
etilo desta planta (ICso = 5,98 £ 0,09 ug/mL), em comparagdo com 0s extratos metanolicos (I1Cso
= 23, 06 + 0,36 pg/mL) e aquosos (ICso= 41,10 + 0,36 pug/mL). Constatou-se também que a
atividade antioxidante estava relacionada com a presenca compostos fendlicos (tabela 1.3),
nomeadamente de flavonoides.

Em outro estudo foi analisada a composi¢do quimica da E. arborea através da técnica
HPLC-DAD/ultravioleta (UV)-visivel e constatou-se que o principal composto fendlico presente
é a quercetina-3-O-rutinosideo (figura 1.8) (Aires et al, 2017a). A atividade anti-inflamatéria da
urze-molar foi demonstrada em extratos aquosos da E. arborea, num estudo que envolveu ensaios
in-vivo em ratos onde o processo inflamatdrio tinha sido previamente, sendo o0s extratos
administrada oralmente (Amroun et al., 2021). A atividade antimicrobiana também foi relatada
em ensaios realizados com extratos preparados em diferentes solventes de varias espécies de urze
da Argélia. Estes extratos mostraram atividade contra bactérias como Staphylococcus aureus,

Psedomonas aerigunosa e Escherichia coli (Guendouze-Bouchefa et al. 2015).

OH

OH

Figura 1.8- Estrutura da quercetina-3-O-rutinosideo

Figura 1.7- Urze-molar (Erica arborea)

Tabela 1.3 -Compostos fenoélicos identificados na “urze-molar”

Planta (Género) Compostos Fenolicos Referéncias
Acido clorogénico, muricitina pentosidico, (Aires & Carvalho, 2017a)
Urze-molar (Erica) miricetina-3-O-ramnosico, quercetina-3-O- (Aires & Carvalho, 2017b)
glucosidico, quercetina-3-O-pentosidico, (Zengin et al., 2019)
quercetina-3-O-ramndsico, quercetina-3-O- (Amroun et al., 2021)

rutinosideo epicatequina, kaempferol-3-O-
rutinosideo, acido 5-O-p-coumaroilquinico,
acido elagico, luteolina-3-O-rutinosidico,

acido 5-O-cafeoilquinico
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1.1.4-Rubus ulmifolius

O Rubus ulmifolius (figura 1.9), também designado por “silvado”, € uma planta arbustiva
e perene nativa da Asia, Europa e das Regides da Macaronésia e pertence a familia Rosaceae
(Reidel et al., 2016). Na Madeira, esta planta cresce em zonas até 1300 metros de altitude com
solos verdejantes, rochosos e matagais e floresce entre os meses de maio e junho (Centro de
Quimica da Madeira, 2007b; Reidel et al., 2016). Para além desta espécie, podemos encontrar no
arquipélago outros tipos de silvados como o Rubus serrae, Rubus suspicious e o Rubus vahlil
(Matzke-Hajek et al., 2016).

Morfologicamente, o Rubus ulmifolius apresenta a seguinte descricdo: “Arbusto silvestre
revestido por espinhos. Emite rebentos que sdo aéreos, lenhosos, quase eretos e arqueados,
robustos, e também eles, revestidos por espinhos robustos, direitos a falciformes e pilosos. As
folhas sdo compostas, com os foliolos (que podem ter vérias formas) inseridos no apice do
peciolo, e sdo tri a pentafoliadas. Pagina inferior mais ou menos branca e revestida por uma
camada de pelos moles, ndo muito compacta. O foliolo terminal é ovado, longamente peciolado
e quase sempre em forma de ponta aguda e rigida, ndo muito comprida. A inflorescéncia é uma
panicula terminal, piramidal, folhosa na base e com espinhos semelhantes aos dos rebentos aéreos.
Flor com corola de 5 pétalas todas livres e regulares, enrugadas, com uma forma circular a
obovada, de cor rosada, raramente branca. Produz frutos comestiveis (amoras), que séo do tipo
agregado, globuloso, de sabor acido e com coloragdo preta no final da maturagdo” (Almargem,
2022).

Figura 1.9- Silvado (Rubus ulmifolius)
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Na medicina tradicional, o Rubus ulmifolius é bastante utilizado como antipirético,
hipoglicémico e no tratamento de patologias gastrointestinais como diarreia, hemorroidas e
inflamacgGes intestinais (Ali et al., 2017). Na industria alimentar, os seus frutos sdo usados na
producdo de uma grande variedade de sumos, compotas, licores, gelados e marmeladas (da Silva
etal., 2019a).

Vaérios estudos cientificos foram realizados e verificou-se que os extratos de Rubus
ulmifolius sdo ricos em compostos bioativos como taninos, antocianinas, flavonoides, &cido
ascorbico, alcaloides e terpenos que se encontram distribuidos na parte aérea (caule e folhas) e no
fruto da planta. Estes compostos apresentaram atividade antioxidante e antipirética (Ali et al.,
2017; Da Silva et al., 2019a; Schulz et al., 2019). Por essa razdo, 0s seus extratos podem ser
incluidos futuramente na formulacdo de nutracéuticos ou de alimentos funcionais, como por
exemplo, nos iogurtes (Martins et al., 2014) e serem empregues como conservantes alimentares.

Em um estudo de Da Silva et al. (2019b), foi possivel isolar e incorporar as antocianinas,
compostos fendlicos que mudam de cor consoante o pH, dos frutos da R. ulmifolius nos produtos
de panificagdo. Os resultados mostraram que esse composto apresentou boa capacidade de
coloragdo, mantendo o valor nutricional, revelando ser uma 6tima abordagem para substituicdo
de corantes artificiais. Na tabela 1.4, apresentam-se alguns compostos fenélicos ja identificados

no silvado.

Tabela 1.4 - Compostos fendlicos identificados no “silvado”

Planta (Género) Compostos Fenolicos Referéncias
Quercetina, quercetina--O-rutinosideo, (Kashchenko et al., 2021)
Silvado (Rubus) kaempferol, kaempferol-3-O- (Schulz et al, 2019)
glicuronideo, kaempferol 3-O- (Tabarki et al., 2017)
rutindsideo, &cido gélico, &cido (Gouveia-Figueira & Castilho, 2015)
ferralico, naringenina hiperosideo, (Luis & Duarte. 2011)

catequina, acido elagico, epicatequina,
cianidina-O-pentosidico, cianidina-O-
hexosideo

1.1.5-Fumaria muralis

A Fumaria muralis (figura 1.10), vulgarmente conhecido como “molarinha”, ¢ uma
espécie de planta com flor pertencente & familia Fumariaceae. E considerada uma erva daninha
de pastagem, nativa das regides temperadas e mediterraneas da Europa Ocidental, Norte de Africa
e das regides da Macaronésia, podendo ser avistada em rochas, paredes, solos cultivados e nas
bermas das ruas (Rivera & Obdn, 1995; Tutin et al., 2010).
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Do ponto de vista morfoldgico, é descrita como uma planta anual muito ramificada,
delicada, sem pelos, muitas vezes de cor verde opaca. As suas hastes sdo fracas, angulares e muitas
vezes arrastando ou subindo. As folhas sdo finamente divididas muitas vezes até a nervura central,
com segmentos planos, em forma de langa a pera, palidas e opostas. A sua flor tem hastes curtas,
sendo estreitas, alongadas e densas durante as fases de floracdo e frutificagdo. As flores sdo
vermelho-rosadas com pontas vermelho-escuras (IEWF, 2022).

Na medicina tradicional madeirense, as suas infuses, misturadas com farelo de trigo, séo
muitas utilizada para o tratamento de dermatoses, verrugas e eczemas (Press, 1994). Nas regides
dos Balcds, os extratos desta planta sdo, por exemplo, usados como antipirético e no tratamento
da sifilis, lepra e patologias gastrointestinais (Vrancheva et al., 2014).

Existem alguns estudos que relatam a presenca de atividade antioxidante, anti tumoral,
anti-inflamatdria, anti-hipertensiva, antidiabética e antimicrobiana nas varias espécies de

Fumaria, devido a presenca de alcaloides de isoquinolina (figura 1.11) e de compostos fendlicos

(rutina, isoquercetina, acido cafeico e acido protocatecuico) (Sousek et al., 1997; Suau et al.,

2002; Zhang et al., 2020).

Fumaroficina R=OH

Protopina

Metil-O-fumaroficina R=0Me

HO
CH=CH—COOH m—@—com

Acido caféico Acido protocatecitico

Figura 1.10 - Molarinha (Fumaria muralis) Figura 1.11- Alcaloides de isoquinolina e fenois presentes nas

espécies de Fumaria (Sousek et al., 1997)

1.1.6-Sideroxylon marmulano

O Sideroxylon marmulano (figura 1.12), por vezes denominado de “barbusano”, é uma
planta vascular exclusiva e pouco abundante das regides da Macaronésia, floresce entre os meses

de dezembro e janeiro e pertence a familia Sapotaceae. Existem trés variedades de marmulano: a
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var. mirmulano (Madeira), onde cresce apenas em zonas ingremes e humidas até 500 metros de
altitude, a var. canariensis (Candrias) e a var. marginata (Cabo Verde) (Lobin et al., 2005).

No ponto de vista morfoldgico, é caracterizado por ser um pequeno arbusto de 8-12 m,
contendo folhas coriaceas, lustrosas e grandes (8 a 10 cm), de formato oval e de cor verde-escuro.
As suas flores sdo rosadas e com pétalas de até 0,7 centimetros, dispostas em glomérulos axilares,
sendo o fruto um drupéaceo de até 1,8 centimetros de didmetro e de cor vermelha a purplreo
(quase pretos) na fase da maturacdo. Na medicina tradicional madeirense, as suas cascas
esmagadas em alcool sdo aplicadas para o alivio da dor (Centro de Quimica da Madeira, 2007c).

Em um estudo recente sobre a caracterizagdo das propriedades bioativas de plantas
medicinais de Cabo Verde, observou-se que o Sideroxylon marginatum obteve grande destaque
nos resultados obtidos, relativamente na atividade antimicrobiana, antidiabética e antioxidante
(Silva, 2019). Recentemente, Essoh et al. (2022) mostraram que extratos de Sideroxylon
marginatum de Cabo Verde foram capazes de prevenir a producgdo de 6xido nitrico na linha celular
de macrofagos de ratinhos (RAW264.7) (atividade anti-inflamatdria) e de inibir a peroxidacéo
lipidica em homogenatos de células de cérebro de porco e a hemdlise oxidativa in vitro de
glébulos vermelhos de ovelha (atividade antioxidante). A quercetina-O-hexosil-desoxihexosil-
pentosideo foi 0 composto maioritario encontrado nos extratos aquosos e hidroetandlico de
Sideroxylon marginatum de Cabo Verde. Para além deste composto, foram também identificados
outros derivados da quercetina, nomeadamente a quercetina-O-hexosilpentésido, a quercetina-O-
hexosil-desoxihexosideo e a quercetina-O-desoxihexosideo, bem como um derivado da
isorhamnetina (Essoh et al., 2022).

'
|

Figura 1.12 - Partes constituintes do marmulano (Sideroxylon marmulano): A) Folhas; B) Ramos; C) Cascas
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1.2-Agentes antimicrobianos

Embora as industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma grande variedade
de antibioticos, nos Ultimos anos tem-se registado um aumento acelerado de microrganismos
resistentes a estes medicamentos.

Um exemplo disso sdo as estirpes de Staphylococcus aureus que desenvolveram
resisténcia & meticilina. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos é um
processo natural resultante da pressdo seletiva exercida pelo uso destes medicamentos, mas que
tem sofrido uma expansdo muito acelerada devido a utilizacdo inadequada destes farmacos
(Loureiro et al., 2016). Devido a escassez de tratamentos eficazes para combater as infecGes
microbianas oportunistas (pneumonia, endocardite, choque séptico, meningite e infecbes
urinarias), especialmente em pacientes imunodeprimidos, tem-se estudado alternativas para
reverter esta situacdo (Menichetti, 2005).

A contaminacdo microbioldgica é também uma preocupacdo para a inddstria cosmética,
uma vez que estes produtos se podem se tornar prejudiciais para 0s consumidores se estiverem
contaminados com microrganismos nocivos. Varios estudos mostraram gue 0s microrganismos
mais encontrados em cosméticos sdo as espécies P. aeruginosa, S. aureus (causa a dermatite
atopica), E. coli, e Bacillus spp., além de outras bactérias, fungos filamentosos e leveduras
(Dadashi & Dehghanzadeh, 2016; Kim et al., 2020).

Um dos grandes problemas do sector alimentar é a proliferagdo de microrganismos nos
alimentos. Microrganismos patogénicos ou deteriorantes podem ser transmitidos na dgua e nos
géneros alimenticios. O uso de aditivos assume grande importancia na conservacao dos alimentos
durante a producdo, armazenamento e consumo, ndo s para prevenir a contaminagao bacteriana
e fungica evitando assim a transmissdo de doencas, mas também para prevenir outros processos
de deterioragdo, como por exemplo, 0s processos oxidativos, que causam alteracfes indesejaveis
nas caracteristicas sensoriais nos alimentos (Barboza et al., 2021).

Um dos conservantes mais utilizados na indUstria alimental é o hidroxiansiol butilado
(BHA), um derivado de fenol que também pode ser encontrado nos produtos cosméticos. No
entanto, a utilizacdo de BHA tem gerado controvérsia, uma vez que alguns estudos recentes
indicam que os produtos gerados pela biotransformacdo deste composto sdo altamente téxicos
para 0s ecossistemas aquaticos e sao substancias nocivas para a satde dos consumidores (Felter
et al, 2021; Wang & Sun, 2022). Nos produtos carneos, por exemplo, utilizam-se nitritos no
processo de cura, devido a este conservante quimico estabelecer uma forte acdo inibitéria do
crescimento de varios microrganismos potencialmente patogénicos e causadores de intoxicacdes
alimentares - Staphylococcus aureus, Salmonella spp., e principalmente Clostridium botulinum,

bactéria anaerdbia responsavel pela intoxicacdo alimentar conhecida por botulismo (Orvalho,
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2010). Contudo, segundo alguns estudos, os nitritos podem originar a formacdo de N-
nitrosaminas potencialmente cancerigenas (Sharma, 2015).

A aplicacdo de produtos naturais nos alimentos, em detrimento do uso de aditivos
guimicos e sintéticos, vem obtendo resultados promissores em relacéo a eficiéncia de inibicao
microbiana e tem sido amplamente estudada por poder constituir uma alternativa mais saudavel.
Um estudo realizado em Taiwan, no qual foi feito um teste de sensibilidade antimicrobiana a
partir de varios extratos de vegetais cruciferos (Brassicaceae), permitiu verificar que esses
extratos registaram diferentes graus de atividade antimicrobiana, apresentando maior efeito
inibitério nas bactérias Gram-negativas do que nas Gram-positivas (Hu et al., 2004).

O interesse dos consumidores por produtos mais saudaveis e organicos, com menos
aditivos conservantes e mais proximos do natural tem impulsionado os pesquisadores e as
indlstrias do setor alimentar, cosmético e farmacéutico a reconsiderar os seus métodos de

conservacgéo dos produtos.

1.2.1- Mecanismo de acéo dos antimicrobianos naturais

A maioria das plantas contém diversos compostos com propriedades antimicrobianas para
protecdo contra agentes agressores, principalmente microrganismos. As estruturas quimicas de
alguns compostos antimicrobianos estéo ilustradas na figura 1.13.

A acdo dos agentes antimicrobianos € sobretudo exercida ao nivel da membrana
plasmatica e da parede celular de bactérias e fungos (Cowan, 1999; Silva & Fernandes Junior,
2010), provocando danos estruturais e funcionais (figura 1.14). As substancias ativas das plantas
sdo capazes de:
¢+ Alterar a estrutura fosfolipidica da membrana celular dos microrganismos;

«» Desestabilizar a forca protomotriz e o fluxo de eletrdes;

« Inativar sistemas enzimaticos, levando a formac&o de substancias toxicas;
¢+ Provocar danos irreversiveis no material genético de bactérias e fungos;
+« Desintegrar a parede celular;

% Promover o extravasamento do contetdo celular;

«» Desencadear a morte celular
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Figura 1.13 -Exemplos de compostos quimicos de origem vegetal que apresentam atividade antimicrobiana (Silvia &

Fernandes Junior, 2010).
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Figura 1.14- Locais alvo dos agentes antimicrobianos (Silva & Fernandes Jinior, 2010)

1.3- Atividade antidiabética

A Diabetes mellitus (Dm) consiste num distdrbio metabdlico crénico caracterizado pelo
aumento anormal dos niveis de glucose no sangue (hiperglicemia), resultante da deficiente
producdo e secrecdo de insulina pelo pancreas ou da combinacdo da diminuicdo da resposta

periférica pelos 6rgdos a insulina (resisténcia a insulina) com uma producdo de insulina

insuficiente para compensar a resisténcia (Alberti & Zimmet, 1998; Pallavi et al., 2015;
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Petersmann et al., 2019). Estima-se que esta doenca atingira cerca de 360 milhdes de pessoas em
2030 (Ahmed et al., 2013).
Existem trés tipos de Dm:

+ Tipo I- Doenca autoimune rara (prevaléncia de 5 a 10% dos casos) caracterizada
por uma reacdo inflamatdria local dentro e ao redor das ilhotas de Langerhans,
causando a destruicdo seletiva das células P, responsaveis pela secre¢do de
insulina (figura 1.15). Manifesta-se antes dos 30 anos (infancia/adolescéncia) e
esta associado a fatores genéticos ou ambientais (virus) (Viegas, 2017).

+«» Tipo I1- Doenca metabolica resultante da resisténcia periférica, uma condicdo na
qual as células do corpo usam insulina com menos eficacia do que o normal, e ao
aumento da libertagio de glicose pelo figado. A medida que a resisténcia a
insulina se desenvolve, maior quantidade de insulina é necessaria para manter os
niveis de aglcar no sangue nos parametros normais. Com o tempo, as células beta
tém menos capacidade de responder as alteracfes dos niveis de glicose no sangue,
levando a uma escassez de insulina que impede o corpo de reduzir eficazmente
o0s niveis de agucar no sangue (figura 1.15). Os principais fatores de risco sdo a
obesidade, o sedentarismo, a alimentacéo inadequada e a predisposi¢do genética
(Viegas, 2017; Westman, 2021).

Diabetes mellitus

Tipo 1 Receptor . = Canal de
glucose

A fechado
S S

Falha do pancreas em produzir insulina suficiente devido a leséo das células beta

Canal de
glucose

Insulina (fechado)

Glucose

° S D
PN oy a@ rloo -

Resisténcia a insulina contribui para niveis elevados de glicose no sangue

Tipo 2

Figura 1.15- Comparagdo entre a diabetes tipo 1 e tipo 2 (Painscale,2022)
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+» Diabetes gestacional- Caracteriza-se pela elevacdo dos niveis de glucose no
sangue durante a gravidez. Afeta 2 a 10% das gravidas. A diabetes gestacional
pode ocorrer em qualquer fase da gravidez, mas é mais frequente a partir da 242
semana de gestacdo. Durante a gravidez, as hormonas libertadas pela placenta
como o lactégenio placentario, a progesterona, o cortisol, a prolactina e a
hormona de crescimento ajudam no desenvolvimento do bebé, garantindo que o
feto tenha um fornecimento adequado de glicose. No entanto, estas hormonas
também bloqueiam a agdo da insulina, tornando-a menos eficaz (Tracy et al.,

2005).

A insulina é uma hormona de caracter proteico composta por duas cadeias: uma cadeia A
(21 aminoécidos) e uma cadeia B (30 aminoacidos), que estdo ligadas entre si por pontes de
diissulfureto. Esta hormona atua no tecido hepatico, muscular e adiposo e tem a funcéo de regular
o0 transporte da glicose do sangue para o interior das células, por difusdo facilitada através do
transportador GLUT4, para que esta seja convertida em energia. No figado, promove o
armazenamento da glicose em forma de glicogénio, quando a taxa de glicose no sangue é elevada.
Também é essencial no metabolismo dos agucares, na sintese das proteinas e no armazenamento
de lipidos (Huang & Czec, 2007; Joshi et al., 2007; Mane et al., 2012).

A persisténcia de hiperglicemia induz a glicosilagdo ndo enzimatica de proteinas, lipidios
e de &cidos nucleicos, promovendo assim a formacgdo de produtos finais de glicacdo avangada
(AGEs) e o desenvolvimento de complicacBes diabéticas, tais como a retinopatia, nefropatia,
acidente vascular cerebral (AVC), angiopatia, doencas cardiovasculares, entre outros (Spinola et
al., 2020).

Neste contexto, uma das estratégias terapéuticas utilizadas para reduzir a hiperglicemia
pos-prandial consiste na inibigcdo de algumas enzimas digestivas, nomeadamente da a-amilase e
da a-glucosidase, para diminuir a digestdo e a absor¢do de hidratos de carbono no trato
gastrointestinal apds a refeicdo. A alfa-amilase (figura 1.16) é uma metaloenzima que contém o
ido Ca?" no seu centro ativo e que é responsavel pela digestdo do amido em humanos. Catalisa a
hidrolise das ligagdes a-1,4-glicosddicas, convertendo o amido em maltose e em oligossacaridos.
A o-amilase existe na saliva (amilase salivar) sendo também secretada pelo pancreas (amilase
pancreédtica). A a-glucosidase (figura 1.16), localizada no epitélio do intestino delgado catalisa a
etapa final do processo digestivo dos carboidratos. Quebras as ligagdes a-1,4- glicosidicas dos
oligossacaridos e dissacaridos (maltose e sacarose), convertendo-0s em monossacaridos que sdo

absorvidos e transportados para a corrente sanguinea (Tundis et al., 2010; Yang et al., 2019).
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Figura 1.16 - Digestéo dos hidratos de carbono catalisada pelas enzimas a-amilase e a-glucosidase (Yang et al., 2019)

Atualmente, existem farmacos como a acarbose e o miglitol que séo capazes de inibir a
atividade das enzimas digestivas para controlar os niveis de agucar no sangue e a obesidade. No
entanto, segundo alguns dados clinicos, esses medicamentos podem causar efeitos adversos (dor
abdominal, flatuléncia, diarreia e hepatotoxicidade), devido ao aumento da concentracdo de
amido ndo digerido e de lipidos no c6lon (Spinola & Castilho, 2017).

O consumo regular de vegetais esta associado ao menor risco de desenvolvimento de Dm
tipo 2, gracas a presenca de compostos fendlicos e de outros grupos fitoquimicos (saponinas,
terpendides, esteroides, polissacaridos) que sdo capazes de manter a homeostase da glicose. A
fitoterapia é uma alternativa segura, barata e produz menos efeitos colaterais ao organismo que
as terapias convencionais usadas no tratamento da diabetes (Arulselvan et al., 2014; Tiwari et al.,
2013).

Num estudo realizado por Spinola et al. (2020), foi feita a analise in vitro da atividade
antidiabética de extratos metanélicos da Rumex madeirensis. Foi possivel constatar pelos autores
gue os extratos analisados exibiram atividades inibitérias significativas das enzimas a-amilase e
a-glucosidase. Em outra pesquisa cientifica efetuada por Nickavar & Yousefian (2010) analisou-
a capacidade de inibigdo da a-amilase de 4 espécies de Allium (Allium akaka Gmel, A. sativum,
A. porrum L. e A. cepa) e verificou-se que todas as espécies foram capazes de inibir a atividade
desta enzima, apresentando os valores de I1Cso de 16,74, 17,95, 15,73 e 16,36 mg/mL,

respetivamente.

1.4- Stress Oxidativo

As celulas sob condicgdes aerdbias estdo sujeitas aos efeitos paradoxais do oxigénio. Isto

porque 0 oxigénio para além de ser crucial para 0s organismos aerébios, pode ser extremamente
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danoso a nivel celular. Em condic@es fisioldgicas, o oxigénio é o aceitador final de eletrGes da
fosforilacdo oxidativa, indispensavel para sintese do trifosfato de adenosina (ATP). No entanto,
para que ocorra a producdo de energia, a molécula de O, sofre uma reducéo tetravalente, ou seja,
recebe 4 eletrdes na sua Ultima camada de valéncia, gerando compostos intermediarios instaveis
denominados de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ferreira & Matsubara, 1997). Outros
processos metabolicos como a atividade da xantina oxidase, cicloxigenases ou lipoxigenases ou
a exposicdo ambiental a determinados metais, pesticidas, substancias do fumo do cigarro, entre
outros, pode levar também a formacéo de ROS (Rasteiro, 2012).

As ROS sdo conhecidas por desempenharem um papel multifacetado, uma vez que podem
ser prejudiciais ou benéficas para os seres vivos. Em concentracdes baixas/moderadas, os efeitos
benéficos ocorrem em diversos processos fisioldégicos, nomeadamente na defesa contra agentes
infeciosos, na regulagdo de sistemas de sinalizacdo celular e na inducdo de uma resposta
mitogénica (Barreiros et al., 2006; Ferreira & Abreu, 2007). No entanto, quando h& uma
superproducdo destas substancias, estas passam atacar componentes celulares como proteinas,
lipidos e &cidos nucleicos por reacdes de oxidacao, ocasionando diversas alteracdes a nivel celular
como modificagdes nas proteinas e carboidratos, peroxidacéo lipidica e fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA), levando as células a morte. (figura 1.17) (Luz et al., 2011).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos culminou no
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, com objetivo de limitar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes (Bianchi &
Antunes, 1999). O balanceamento entre a producao de radicais livres e as defesas antioxidantes é
gue vai determinar como 0 processo se comportara no organismo: se o sistema antioxidante agir
de forma eficiente e a producéo de ROS se mantiverem nos niveis fisiologicamente controlaveis,
a homeostase é mantida. Porém, se a producgdo de ROS for muito elevada e o sistema de defesa
for ineficiente, o sistema entra em desequilibrio e ocorre o stress oxidativo (Vertuani et al., 2004).

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como 0 que ocorre em situa¢@es de exercicio
fisico extremo, ou em processos de inflamagdo; mas pode também ter causas ndo naturais,
podendo resultar da presenca de xenobi6ticos no organismo ou de situacdes relacionadas com
varias doencas. Segundo algumas pesquisas, 0 stress oxidativo estd relacionado com
envelhecimento precoce, desenvolvimento de varios tipos de cancro, diabetes, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (ex. Alzheimer) (Halliwell, 1996; Valko et al.,2007).

Por essa razdo, a manutencao do equilibrio entre a producéo de radicais livres e as defesas

antioxidantes é uma condicéo essencial para o funcionamento normal e estavel do organismo.
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Figura 1.17 - Superproducéo de ROS (1) ocasionando stress oxidativo (2) devido a redugdo dos
compostos antioxidantes intracelulares (3) promovendo diversas alteragdes: peroxidacdo lipidica
(4), fragmentacdo do DNA (5) e oxidacéo de diferentes moléculas (Luz et al., 2011)

1.5-Oxidacéo Lipidica

Atualmente, as reagdes de oxidacdo das gorduras insaturadas no organismo humano tém
sido associadas a diversas patologias. Por outro lado, a ingestdo de alimentos que contém produtos
da oxidagdo lipidica também constitui um risco toxicologico para o ser humano. A oxidacéo dos
acidos gordos insaturados pode acontecer por diferentes vias, uma vez que varia em funcdo do

meio e dos agentes catalisadores.

1.5.1-Foto-oxidacéao

O mecanismo da foto-oxidacdo das gorduras insaturadas é impulsionado essencialmente
pela radiacdo UV na presenca de moléculas fotossensibilizadoras (clorofila, mioglobina,
riboflavina, entre outras) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do
visivel. Quando os 6leos sdo expostos a radiagdo solar, ocorrera foto-oxidagdo nos dleos brutos e
refinados (Lee, 2003). Se o comprimento de onda da luz solar for inferior a 220 nm, os acidos
gordos insaturados ndo podem absorver a luz, mas durante a foto-oxidagdo, as moléculas
sensibilizadoras absorvem a energia da luz e convertem o sensibilizador de estado tripleto em
sensibilizador de estado singleto (Lee et al., 2004). A luz fluorescente é emitida por estas
moléculas e para formar os radicais, existem dois mecanismos possiveis: por excitacdo dos lipidos
(foto-oxidag&o do tipo I) ou por excitagdo do oxigénio (foto-oxidacéo do tipo 1) (Ahmed et al.,
2016, Romani et al., 2017).

A foto-oxidacdo do tipo | é caracterizada pela transferéncia de um atomo de hidrogénio
ou de eletrBes entre um sensibilizador tripleto excitado e o substrato lipidico, formando uma
mistura complexa de radicais livres e de sensibilizador singleto. Estes também podem reagir com

0 oxigénio tripleto (*0,), produzindo hidroperéxidos e a autoxidacdo pode prosseguir (figura
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1.18). Na foto-oxidacdo do tipo I, o sensibilizador no estado tripleto reage com oxigénio tripleto
para gerar o oxigénio singleto (*02). O oxigénio singleto é significativamente mais reativo que o
oxigénio tripleto e reage posteriormente com as ligacGes duplas dos lipidos insaturados,

originando os hidroperoxidos (figura 1.18) (Ahmed et al., 2016).

Foto-oxidacéo tipo 11
Sens + hv — 'Sens* — 3Sens* 3Sens + 30, — 0,
3Sens* + LH — L* + 'Sens !0;+ LH — LOOH
L* +1Sens + 30, —-LOOH + 'O,
Nota: LOOH-Hidroper6xido, L-Radical Livre, Sens-Sensibilizador, LH-Substrato lipidico

Figura 1.18- Mecanismo de foto-oxidagéo (Adaptado de Ahmed et al.,2016)

1.5.2-Oxidacdo Enzimatica

A oxidagdo por via enzimatica ocorre pela a¢do das lipoxigenases que atuam sobre 0s
acidos gordos polinsaturados, catalisando a incorporacao de oxigénio na cadeira hidrocarbonada
polinsaturada. O resultado € a formacéo de perdxidos e de hidroperdxidos com duplas ligacGes
conjugadas que podem envolver-se em diferentes reaces degradativas e formar aldeidos e
cetonas (Silva et al., 1999).

1.5.3-Peroxidacéo lipidica

Os radicais livres sdo espécies extremamente reativas e instaveis que possuem eletrdes
desemparelhados na camada eletrénica de valéncia e que tém um tempo de vida muito curto. Nos
processos bioldgicos, tais como a sinalizagdo intracelular e producédo de energia, ha formacao de
uma variedade de radicais livres como (Lima & Abdalla, 2001; Zeb, 2020):

% ROS- (Anido superdxido (Oz¢-), radical hidroxilo (OH¢), radical peroxilo (ROO¢)

+«+ Radicais de carbono (radical triclorometilo (CCls))

+ Radicais de azoto (radical fenildiazina (C6H5N= N«), radical 6xido nitrico
(NO-), radical diéxido de azoto (NO2¢), radical catido nitrosilo (O=NH,")

+ Radicais de enxofre (radical tiol (RSe).

As moléculas mais vulnerdveis a acdo dos radicais livres sdo os &cidos gordos
polinsaturados dos fosfolipidos da membrana celular, devido a presenca de liga¢des duplas que
geram um enfraquecimento da ligagéo do hidrogénio alilico. Estas moléculas sofrem um processo
denominado de peroxidacg&o lipidica por acdo das ROS, que consequentemente provoca alteracdes
na fluidez e na permeabilidade da membrana celular (Belld, 2002).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo é constituida por trés fases (figura 1.19)
(Ramalho & Jorge, 2006):
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/7

¢ Iniciacdo- Ocorre a formagdo dos radicais livres de acidos gordos insaturados (Re),
devido a perda de um atomo de hidrogénio do carbono alilico da molécula;

¢ Propagacao- Os radicais livres reagem com o0 O, ocorrendo a sintese de radicais peroxilo

(ROO¢). Estes radicais induzem as reacdes de oxidacdo em cadeia, pois podem reagir

com outros acidos gordos insaturados, gerando o peroxido lipidico (ROOH) e outra

espécie reativa (Re);

7
0.0

Terminacgdo- A peroxidacdo lipidica termina quando ha reagdo entre duas espécies

reativas, formando produtos termodinamicamente estaveis.

Iniciagdo RH — R°+H°
Propagacdo R*+0, — ROO"

ROO®*+RH —> ROOH + R°

Término ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO®*+ROO® —> ROOR + O, Estaveis

R*+R* — RR

Figura 1.19- Mecanismo da oxidac&o lipidica (Adaptado Ramalho & Jorge, 2006)

Os perdxidos formados na peroxidacéo lipidica podem reagir com os metais de transicao
e originar aldeidos e epdxidos, substancias que podem provocar danos irreversiveis no DNA
originando o aparecimento de mutagdes, aberracGes cromossémicas e, eventualmente, do cancro
(Keller et al., 2015). Um dos marcadores de stress oxidativo em sistemas vivos e de oxidagdo
lipidica nos alimentos é o malondialdeido (MDA), um dialdeido de trés carbonos, com grupos
carbonilas nos carbonos Ci e Cs que constitui um dos principais produtos da decomposicéo dos
hidroperdéxidos dos &acidos gordos polinsaturados formados durante o processo oxidativo. A
concentracdo de MDA, doseada nos fluidos bioldgicos (marcador de oxidag&o em sistemas vivos)
ou em alimentos (marcador de oxidacao lipidica em alimentos) permite estimar a intensidade da
lipoperoxidacdo. No entanto, alguns estudos indicam que este composto é cancerigeno e
mutagénico (St. Angelo et al., 1996; W’sowicz et al., 2004).

Os i0es metélicos (ferro e cobre) também agem como pré-oxidantes, pois catalisam a
formacdo de espécies reativas de oxigénio através das reacdes de Fenton e de Haber-Weiss e
inibem a atividade das enzimas que participam no sistema antioxidante celular (figura 1.20). Na
reacdo de Fenton, o Fe?*/Cu* é oxidado a Fe**/Cu?" na presenca de hidroperéxidos, produzindo
um radical hidroxilo e um i&o hidroxilo como produtos de reac¢do, enquanto na reacéo de Haber-
Weiss, participam indiretamente na reacdo de formacdo do radical hidroxilo (Barbosa et al.,
2010).

21



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

M™ + H,0, —» M™! + OH + OH  Reacdesde Fenton

Mn+/Mn+I
0"+ H,0, ——» 0, + -OH + OH Reacdesde Haber-Weiss

Figura 1.20 - Esquema reacional das reacdes de Fenton e Haber-Weiss (Wang et al., 2010)

1.5.4-Rancidez nos alimentos

A peroxidacdo lipidica ou auto-oxidacdo dos alimentos é responsavel pelo
desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, perdas no valor nutricional e, conforme ja
referido, pela formacdo de compostos potencialmente toxicos (Tao, 2015). Para além disso, pode
desencadear o branqueamento dos alimentos, devido a reacdo entre os pigmentos, especialmente
0s carotenoides, e os radicais livres.

A rancidez é um processo resultante da deterioragdo dos alimentos ricos em gordura, que
origina alteracdes indesejaveis na cor, sabor (off-flavours), aroma (off-odor) e na consisténcia,
levando a rejeicdo do produto pelos consumidores. Envolve uma série de reaces quimicas
complexas e constitui um grande problema na industria alimentar (Robards et al, 1988).

Uma das consequéncias da rancidez é a formacdo de aldeidos, compostos quimicos
responséveis pela producéo de off-flavours. Um dos exemplos de off-flavours sdo os sabores de
feijdo cru, que se desenvolvem geralmente em dleo de soja, os sabores de peixe, que se
desenvolvem no 6leo de peixe, e 0s sabores cremosos ou metalicos, que podem desenvolver-se
na gordura do leite (Wankenne, 2014). A rancidez pode ocorrer por diversas formas (Gaspar,
2006; Wankenne, 2014):

+« Rancidez oxidativa, causada pela autoxidag&o dos triglicéridos com os acidos
gordos insaturados na presencga de oxigénio, sendo 0 processo mais comum que
leva a deterioracéo lipidica. Um dos principais fatores que favorecem a rancidez
oxidativa s&o:
» Presencga de O,— A rancidez oxidativa ndo ocorre em condigdes
anaerobicas;
= Temperatura- Quanto maior for a temperatura, maior é a
velocidade de reacao.
= Composicdo lipidica- O tipo de acido gordo e o grau de
saturacdo influenciam significativamente no processo de
oxidacdo. Por exemplo, os &cidos linoleico e linolénico oxidam-
se 64 a 100 vezes mais do que o acido oleico.

= Exposicdo da luz- Acelera as reacdes de oxidacdo;
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= Catalisadores- A presenca de metais pro-oxidantes favorece as
reacdes de oxidacao;

= Atividade da agua- Aumenta a atividade catalitica dos metais e,
por isso, aumenta o risco de oxidacao.

+ Rancidez hidrolitica, causada pela hidrélise das ligagdes éster por lipases ou por
agentes quimicos na presenca de humidade. As reagdes hidroliticas podem ser
minimizadas por: armazenamento dos alimentos em locais frescos, boas
condicdes de transporte, empacotamento cuidadoso e boas condicfes de higiene;

% Rancidez cetdnica, suscitada pela acdo de fungos, como o Eurotium
amstelodami, que degradam os triglicéridos na presenca de pequenas quantidades
de &gua e de oxigeénio, originando acidos gordos livres que posteriormente sofrem
B- oxidagdo e onde ha formacdo de metil cetonas e alcoois alifaticos. Ocorre

normalmente nos cocos ralados.

Na industria alimentar, deve ser feito o controlo dos parametros fisicos (luz, temperatura,
composicdo atmosférica, humidade) nas vérias etapas de producdo a fim de evitar a rancidez.
Outra forma de bloguear estas reagdes, retardando a formacdo de compostos desagradaveis,

consiste na adigdo de agentes antioxidantes aos géneros alimenticios (Gaspar, 2006).

1.6- Antioxidantes

Para evitar os danos causados pelo stress oxidativo, 0s organismos bioldgicos
desenvolveram mecanismos de defesa para neutralizar a acdo dos radicais livres. Os antioxidantes
sdo compostos naturais ou sintéticos que tém a capacidade de proteger as células contra os efeitos
causados pelos radicais livres produzidos pelo organismo. Nos alimentos, os antioxidantes sdo
utilizados para retardar os processos oxidativos, responsaveis pelas alteraces indesejaveis nas
caracteristicas organoléticas e no valor nutricional (Luzia & Jorge, 2009; Valenzuela et al., 2003).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de agcdo como
priméarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios sdo substancias quimicas (ex: compostos
fendlicos) que sdo capazes de inibir ou retardar as reagdes de oxidagao por inativacdo dos radicais
livres através da doagdo de 4&tomos de hidrogénio ou da transferéncia de um unico eletréo.

No primeiro caso, a reagdo consiste na retirada de um &tomo de hidrogénio do
antioxidante (AH) por parte dos radicais livres (ROe ¢ Re), formando produtos
termodinamicamente estaveis (ROOH e RH). O radical inerte formado (A*) é posteriormente
estabilizado por ressonancia e nao tem a capacidade de iniciar ou propagar as reacdes de oxidacao
em cadeia (figura 1.21A) (Ramalho & Jorge, 2006). J4 no segundo caso, 0 antioxidante (A)

providencia um eletrdo ao radical livre (R¢), formando um anido estavel (R-) e um radical
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catidnico inerte (Ae+) (figura 1.21B). Nesse mecanismo, a energia de ionizacdo do antioxidante
¢ o fator mais importante na avaliacdo da acdo antioxidante. Quanto menor for a energia de

ionizacao, mais facil é a retirada do eletrdo na molécula (Zeb, 2020).

R

ROO" + AH —» ROOH + A" CL s
O,H + R . O}H + R
R- + AH —_— RH + A' Composto B
A fenélico

Figura 1.21 - Mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios por: A) Transferéncia de &tomo de hidrogénio
(Adaptado de Ramalho & Jorge); B) Doagdo de um eletrdo (Zeb, 2020)

Em relacdo aos antioxidantes secundarios, eles retardam as reacGes de oxidacdo por
diferentes mecanismos que incluem a sequestra¢do do O, do meio, complexagdo com metais pro-
oxidantes, absorcdo da radiagdo UV, aumento da atividade dos antioxidantes primarios
(sinergismo), decomposicao dos hidroperdxidos para formar espécies ndo radicalares , inativagdo
de enzimas oxidantes como a xantina oxidase, cicloxigenases, lipoxigenases, citocromos P450,
entre outros (Cos et al., 1998; Luzia & Jorge, 2009). Nos organismos biolégicos, existem dois
sistemas de defesa antioxidante para combater a producdo excessiva de radicais livres: sistema
enzimatico e o sistema ndo enzimatico. Os antioxidantes enzimaticos sdo em grande nimero e
encontram-se espalhados em todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio
extracelular. Neste sistema de defesas estdo incluidas a superéxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px), a glutationa redutase (GSH-R), entre outros (Ferreira
& Abreu, 2007). Na tabela 1.5, encontram-se representadas as principais enzimas antioxidantes
com sua ac¢do bioldgica e sitio de acdo. A SOD converte o radical anido superdxido em peréxido
de hidrogénio que é de seguida transformado em &gua pela CAT nos lisossomas, ou pela GSH-
Px nas mitocOndrias. Outra enzima importante é a GSH-R que regenera a glutationa (GSH) que é
utilizada pela GSH-Px como doador de hidrogénio, necessario para a reducdo do peroxido de
hidrogénio em agua. Os lipidos hidroperéxidos podem ser transformados em alcoois (LOH)
também pela GSH-Px. (Barbosa et al., 2010; Oliveira & Schoffen, 2010).

24



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

Tabela 1.5 - Sistema enzimatico antioxidante conforme sua reagao bioldgica e seus sitios de agdo (Adaptado de Oliveira
& Schoffen, 2010)

Enzima (sigla) Acéo bioldgica Localizagdo
Superoxido dismutase Dismutacdo do radical anido superéxido em H20z, que é Abundante nas células
(SOD) menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas aerébias
Catalase (CAT) Degrada o H202 originando 4gua e oxigénio Eritrdcitos e baco, rins e

figado de mamiferos

Glutationa peroxidase Catalisa a redugéo do H20: e de perdxidos organicos aos Citosol
(GSH-Px) alcoois correspondentes a custa da conversao da forma

reduzida da glutationa (GSH) para a forma oxidada (GSSG)

Glutationa redutase Mantém o sistema de protecdo celular integro através da Figado e nédulos
(GSH-R) reducdo da forma oxidada da glutationa (GSSG) para a linfaticos
forma reduzida (GSH)

O sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico inclui compostos antioxidantes de
origem dietética como a glutationa (GSH), &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), carotenoides, flavonoides, minerais, entre outros. O potencial antioxidante in vivo dos
compostos ndo-enzimaticos depende de algumas varidveis, como, por exemplo, a sua absorcao e
biodisponibilidade em condic@es fisioldgicas, concentracdo plasmatica ideal, tipos de radicais
livres gerados no processo oxidativo e compartimento celular onde foram gerados (Ferreira &
Abreu, 2007; Vizzotto et al, 2017).

O 4cido ascorbico ou vitamina C pode reagir com o radical anido superoxido e outras
espécies reativas radicalares ou néo radicalares. Ap6s doar um eletréo, a vitamina C pode se tornar
num composto pro-oxidante, o radical ascorbilo, que na presenca de ferro pode gerar o radical
hidroxilo. Esta vitamina também atua como agente redutor, reduzindo metais como Fe3* e Cu?*
presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo e estimula o poder
antioxidante da vitamina E e do selénio. Dentre todos os tocoferdis conhecidos, o a-tocoferol
(vitamina E) tem sido considerado o biologicamente mais ativo, sendo o principal antioxidante
lipossoltvel nas membranas celulares. Para além de impedir a formacao de radicais de acidos
gordos insaturados, absorve os fotGes emitidos pelo oxigénio singleto (Bianchi & Antunes, 1999,
Rodrigo et al., 2007). Os carotenoides e a vitamina A sdo agentes quelantes de algumas espécies
reativas como radicais de azoto (NO+, NO2¢) e o radical hidroxilo (OH"), inibindo a peroxidacéo
lipidica. Fitoquimicos como as catequinas e 6leos essenciais eliminam radicais livres, tais como
0 hidroxilo (OHe) e peroxinitrito (ONOOH?®) e sequestram os metais pro-oxidantes (Vizzotto et
al, 2017). O zinco é um mineral importante para a defesa antioxidante, sendo essencial para a
funcionalidade e integridade das membranas, pois contribui para a protecdo contra os efeitos de
rutura de membranas causados pela oxidacdo de lipidos e proteinas, preservando também a

integridade dos canais ionicos (Cruz & Soares, 2011).
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O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes na maioria
das plantas tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas relacionadas com o stress
oxidativo (Silva et al., 2010). Por exemplo, estudos in vitro e in vivo realizados com diferentes
variedades de arroz mostraram potenciais efeitos benéficos para a saude, como reducéo do stress
oxidativo, auxilio na prevencao do cancro, doencas cardiovasculares e complicacfes da diabetes,
entre outras doencas, relacionados com o teor de polifendis presente no grdo de cada variedade
(Walter & Marchesan, 2011).

1.7-Metabolismo Secundario

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos quimicos que podem ser
classificados como metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios sdo aqueles
compostos que todas as plantas produzem e que estdo diretamente envolvidos no crescimento e
desenvolvimento. Neles estdo incluidos os aguUcares, aminoacidos, lipidos e nucleétidos assim
como moléculas mais complexas, que sdo sintetizadas a partir deles, como, por exemplo,
proteinas, polissacaridos ou acidos nucleicos (Garcia & Carril, 2011).

Os metabolitos secundarios, pelo contrario, sdo compostos altamente especificos e
desempenham um papel importante na evolucdo e na sobrevivéncia das plantas. Embora o
metabolismo secundario ndo seja necessario para que a planta complete o seu ciclo de vida, ele
desempenha um papel fundamental na interagdo das plantas com o meio ambiente (Cunha et al,
2016). Fatores como, por exemplo, a presenca de herbicidas e de agentes patogénicos, idade da
planta, competi¢do entre plantas, mudanga de temperatura, exposicdo aos UV, indice de chuva,
pH do solo ou a deficiéncia de nutrientes, sdo capazes de influenciar o teor de metabolitos
secundarias das plantas (figura 1.22) (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios: terpenos, alcaloides e os
compostos fenolicos. Os terpenos sdo metabolitos secundarios derivados do isopreno (CsHs) e sdo
componentes dos 6leos essenciais. Conferem cheiro as plantas e sdo feitos a partir da via do acido
mevaldnico (citoplasma) ou a partir da reacdo entre o piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto)
(Felipe & Bicas, 2017; Resendes et al., 2017). Os alcaloides sdo compostos de caracter basico,
derivados das aminas, responsaveis pelo sabor amargo de muitas plantas e como principio ativo
de diversos medicamentos. Sdo sintetizados a partir dos aminoacidos aromaticos pela via do acido
chiquimico (Heinrich et al, 2021; Resendes et al., 2017). Por ultimo, os compostos fendlicos que
sdo produzidos pela via do acido chiquimico ou pela via do acetato-malonato (Randhir et al.,
2004).
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Ritmo ci dicno

Figura 1.22 - Principais fatores que podem influenciar a acumulagéo

de metabolitos secundarios nas plantas (Gobbo-Neto & Lopes, 2007)

1.8-Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos sdo uma classe diversificada de metabolitos secundarios
provenientes do catabolismo dos aminoacidos. Quimicamente, sdo substancias que possuem na
sua estrutura pelo menos um anel aromatico ligado covalentemente a um ou mais grupos hidroxilo
(-OH) (Baido et al., 2017). Estdo amplamente distribuidos no reino Plantae e podem existir na
forma livre ou conjugados com proteinas e agucares (De Vargas & Andrade, 2022).

Os compostos fenolicos agem como uma barreira de protecdo nas plantas contra o stress
oxidativo, radiacdo UV, predadores e agentes patogénicos (Naczk & Shahidi, 2004). S&o
responsaveis também pelas caracteristicas organoléticas (cor, adstringéncia, aroma) e estabilidade
oxidativa nos alimentos (Angelo & Jorge, 2007; Soares, 2002). Podem ser encontrados em
diversos géneros alimenticios de origem vegetal, como, por exemplo, frutas e seus derivados
como sumo, vinho, café e cha. Por serem compostos aromaticos, apresentam intensa absorcéo na
regido do UV, sdo facilmente oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas, como o
polifenoloxidase, como por influéncia de metais (como ferro e manganés), da luz e do calor,
promovendo assim o escurecimento de frutas e vegetais (Verruck et al., 2018; Vitti et al., 2019).

Vérios estudos relatam que, este grupo de fitoquimicos, possui diversas propriedades
bioativas, tais como atividade antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatéria e
antidiabética, para além de influenciarem a composi¢do microbiota intestinal (de Moraes Arnoso
et al., 2019, Kumar & Goel., 2019; Veggi, 2013).

As atividades biologicas dos compostos fendlicos dependem do seu comportamento no
trato gastrointestinal. Estes compostos possuem biodisponibilidade limitada, podendo ser
amplamente metabolizados. No entanto, apesar do organismo s6 absorver alguma parte dessas
substancias, é constatado que essas pequenas quantidades podem ser suficientes para exercer
efeitos benéficos para a sadde humana (Williamson & Manach, 2005). A biodisponibilidade
representa a porcdo de um composto que é absorvida pelo organismo e utilizada para as

necessidades fisiologicas e metabdlicas (Wells et al., 2016). A biodisponibilidade de uma
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substancia depende das suas caracteristicas como a solubilidade, permeabilidade, estabilidade no
trato gastrointestinal e sua biotransformacéo (Ratnam et al, 2006).

A biodisponibilidade dos diferentes grupos fenolicos difere entre si, e aqueles que existem
em maiores guantidades ndo sdo necessariamente aqueles com maior disponibilidade. Durante a
digestdo, os polifendis podem associar-se com outros constituintes dos alimentos tais como
acucares, lipidos, proteinas e fibras, podendo esta associa¢do influenciar positivamente ou
negativamente a sua biodisponibilidade (Rtibi et al., 2017). Os compostos fenoélicos mais simples,
como o &cido galico e as isoflavonas, parecerem ser mais facilmente absorvidos, enquanto 0s
compostos fendlicos mais complexos podem ter uma absor¢do mais limitada (Viskupicova et al.,
2008).

1.8.1- Classificacdo dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica
como apresentado na tabela 1.6, em que o Cs representa o anel benzoico e o Cxrepresenta a cadeia
substituinte com X atomos de carbono. Também podem ser classificados em dois grupos:
flavonoides e ndo-flavondides (Verruck et al., 2018).

Tabela 1.6 - Classe de compostos fentlicos de acordo com sua estrutura quimica (Angelo & Jorge, 2007)

Classe Estrutura
Fenolicos simples, benzoquinonas C,

Acidos hidroxibenzoicos G-
Acetofenol, acidos fenilacéticos C—C,
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C =
Nafitoquinonas CC,
Xantonas C:Ci-C,
Estilbenos, antoquinonas E-CC,
Flavondides, isoflavonoides C-0=C
Lignanas, neolignanas (€-€)Y;
Biflavonoides (C=C-C),
Ligninas €€y,
Taninos condensados (C-=C~C).

1.8.1.1- Flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos mais diversificados no reino vegetal. Tém baixo peso
molecular e possuem uma estrutura basica formada por 15 carbonos organizados na configuracao
Ce-Cs3-Cs, denominado de nacleo flavillium. O nicleo flavillium consiste em dois anéis benzoicos

(A e B) ligados a um anel piranico heterociclico (C) (figura 1.23). A classificacdo dos flavonoides
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baseia-se nas modificacBes existentes no anel C, nomeadamente no seu estado de oxidacéo
(Almeida, 2017):
% Anel C-Pirona: Estrutura base das leucoantocianinas e antocianinas. E
denominado de nucleo flavana;
«» Anel C-Pirano: Estrutura base das flavonas, flavonadis, flavanonas, isoflavonas

e chalconas. E designada de ntcleo 4-oxo-flavonoide.

1) )
0 o
C C
(o]

Figura 1.23- Estrutura bésica dos flavonoides: (1)- Nucleo flavana; (2)- Nucleo 4-oxo-flavonoide

Substitui¢es nos anéis A e B também originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides. Estas substituigdes podem incluir reagdes de oxigenagdo, alquilagdo,
glicosilagéo, acilagio e sulfonagdo (Angelo & Jorge, 2007). Os flavonoides quando estio ligados
a pelo menos um aglcar sdo denominados de glicosideos, mas, no caso de ndo haver nenhum
acucar presente, a denominagéo dos mesmos é de agliconas. Na dieta humana é, usualmente, sob
a forma de B-glicosideos que os flavonoides se encontram presentes (Hollman, 2004). Na tabela
1.7, encontram-se o0s principais tipos de flavonoides da dieta humana.

Grande parte dos flavonoides apresentam coloracdo amarela e avermelhada. Isto deve-se
aos cromoforos conjugados presentes nas moléculas, que sdo responsaveis pela variacao de cores
das flores, sementes e frutos. Os alimentos ricos em flavonoides protegem os seres vivos contra
processos oxidativos, nomeadamente da oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
através da reducdo de radicais livres, quelacdo de ibes metalicos e regeneracdo de outros
antioxidantes como o a-tocoferol (vitamina E). Os flavonoides também conferem protecéo contra
inflamacdes, Ulceras, viroses, formagdo de tumores e doencas associadas ao envelhecimento
(Saigg & Silva, 2009; Sousa et al., 2007).
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Tabela 1.7 -Subclasses dos flavonoides, estrutura quimica e exemplo de alimentos onde cada subclasse pode ser
encontrada (Campos, 2021)

Subclasse Estrutura quimica Exemplo de alimentos onde
podem ser encontrados

Flavondis

OH (o]
R1= OH; R2= OH; R3= H: Quercetina
R1= H; R2= OH; Rs= H: Kaempferol
R1= OH; R2= OH; Rs= OH: Miricetina

Flavonas W/

R1=H; R2= OH: Apigenina
R1 = OH; R2 = OH: Luteolina

Flavanonas

R1=H; R2 = H; R3= OH: Naringenina
R1= OH; R2 = OH; R3= OCH3: Hesperetina

Flavan-3-ois

R1 =0H; R2 = H; R3= H; R4= OH:
Epicatequina

R1 =H; R2 = OH; R3= OH; R4= OH:
Galocatequina

R1= H: R2= OH; R3= H; R4= OH: Catequina - /L ;

Ry
OH

- oo L)
Antocianinas = Ry

OH
R1= OH; R2= H: Cianidina
Ri= H; R2= H: Pelargonidina
R1= OCHs; R2= H: Peonidina
R1= OH; R2= OH: Delfinidina
R1=OCHs; R2= OCHs: Malvidina
R1= OCHs; R2= OH: Petunidina

Isoflavonas

R1 = H: Daidzeina
R1 = OH: Genisteina
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1.8.1.1.1- Flavonois

Das subclasses dos flavonoides, os flavondis sdo o0s que mais existem em maior
quantidade nas plantas juntamente com as flavonas, ocorrendo mais comumente na forma
glicosilada. As principais moléculas representativas deste grupo séo a miricetina, o kaempferol e
a quercetina (Carocho & Ferreira, 2013). Eles estdo presentes em uma variedade de alimentos,
incluindo frutas e vegetais (Carocho & Ferreira, 2013).

Estudos realizados recentemente tém revelado os beneficios na ingestdo de alimentos
ricos em flavondis, sendo referidas as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
antidiabéticas e antivirais contra, por exemplo, 0 SARS-COV-2 (Durazzo et al., 2019; Mouffouk
etal., 2021).

1.8.1.1.2- Flavonas

As flavonas, menos abundantes que os flavonois em frutas e vegetais, sdo constituidas
principalmente por glicosideos de luteolina e apigenina, sendo encontradas com maior abundancia
na salsa e no aipo, encontrando-se também em frutas e bebidas derivadas de plantas (infusGes,
chd, vinho, etc.). Estes compostos derivam diretamente das flavanonas por captacdo de dois
atomos de hidrogénio e pela introducdo de ligagdes duplas entre os carbonos 2 e 3 (Heim et al.,
2002).

Nos vegetais, elas desempenham agdo protetora e de comunicagéo, protegendo contra as
radiacbes UV, predadores e agentes patogénicos. Ensaios realizados em modelos animais e
estudos de observagdo em humanos tém revelado, que estes compostos, possuem propriedades
neuro-protetoras e anti-inflamatérias, podendo induzir apoptose em certos tipos de células

cancerigenas (Salehi et al., 2019a).

1.8.1.1.3- Flavanonas

As flavanonas sdo consideradas uma subclasse minoritaria de flavonoides, uma vez que
sdo exclusivas em frutas citricas (laranja, tangerina, etc.) e seus derivados (Victor et al., 2021).
Elas sdo caracterizadas pela auséncia de ligacfes duplas e de um centro quiral no anel C. As
substancias mais representativas desta classe sdo a naringenina e a hesperitina e suas formas
glicosiladas correspondentes, naringina e hesperidina (Gattuso et al., 2007).

Varios estudos in vitro e in vivo tém atribuido a estes fitoquimicos, efeitos antioxidantes,
antitumorais, antivirais, antibacterianos, anti-inflamatorios e cardioprotetores. Por outro lado,
ensaios em humanos revelaram que a atividade mais promissora da naringenina parece estar
relacionada com a protecdo contra doencas cardiovasculares, especialmente em pacientes ja

comprometidos (Salehi et al., 2019b).
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1.8.1.1.4- Flavan-3-0is

Os flavan-3-Gis representam uma subclasse de flavonoides que existe na forma de
mondmeros (catequinas e epicatequinas), oligdbmeros ou polimeros (proantocianidinas ou taninos
condensados). Ao contrario do que se verifica em muitos flavonoides, os flavan-3-6is ndo
possuem uma ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3. As diferentes estruturas desta subclasse
distinguem-se na configuracdo do anel C e na hidroxilagdo do anel B, podendo no mesmo existir
um grupo hidroxilo (afzlequina, epiafzlequina), dois grupos hidroxilo (catequina, epicatequina)
ou trés grupos hidroxilo (galocatequina, epigalocatequina) (Panche et al., 2016).

Os flavan-3-0is podem ser encontrados nos chas provenientes das folhas de Camellia
sinensis, nos produtos a base de cacau, no feijdo, na banana e no pistachio (Fan et al., 2017; Zhang
et al., 2017). S&o responsaveis pela adstringéncia e pelo sabor amargo nos alimentos. De acordo
com Durazzo et al. (2019), o consumo frequente de flavan-3-6is tem sido relacionada com uma

baixa incidéncia de doencas cardiovasculares e de cancro e com a redugao do stress oxidativo.

1.8.1.1.5- Antocianinas

As antocianinas sdo um grupo de pigmentos vegetais hidrossolUveis derivados da
antocianidinas. Estdo amplamente distribuidas no reino vegetal e na maior parte das vezes estdo
associadas a moléculas de acucares. Até ao momento, sdo conhecidas 20 antocianinas, mas apenas
6 delas sdo importantes na tecnologia alimentar: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina, que representam 95% das antocianinas presentes na natureza que se
encontram distribuidas nos frutos silvestres como a framboesa, amora, mirtilos e morangos e em
alguns legumes como a couve e a cebola (Mattioli et al., 2020; Tsao, 2010).

A pigmentacgdo das antocianinas encontradas em frutos, flores e de algumas folhas varia
de diferentes tonalidades desde o vermelho, roxo a azul. Esta variagdo de cores depende do pH,
sendo o vermelho predominante em condigdes &cidas e o azul em condic¢bes béasicas. Outros
fatores que também influenciam na coloracéo séo a estrutura quimica, a luz e a temperatura, que
condicionam a sua aplicagdo como corantes na indUstria alimentar (Houghton et al., 2021; Jamei
& Babaloo, 2017).

A pH < 3, a forma predominante é o catido flavilico (AH*) de cor vermelha. Com o
aumento do pH em solugdo, ocorrem duas reacGes quimicas: desprotonagdo do catido flavilico,
levando & formacgdo de base quinoidal (A) de cor violeta e hidratagdo do catido flavilico,
responsavel pela formacgdo do hemiacetal (B), que por sua vez é incolor. A pH entre 7 e 8, a base
quinoidal pode sofrer uma reagdo de ionizacgdo e dar origem a forma quinoidal ani6nica, que por
sua vez, possui uma cor azulada. A pH > 8, o hemiacetal pode sofrer uma reacdo de
tautomerizagdo, formando a cis-chalcona (C.) de colora¢do amarelada e, por isomerizacdo desta,
a trans-chalcona (Cy) (figura 1.24). (Houghton et al., 2021).
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pH >8
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HO. [O oO-GIu OH
AN OH
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Hemiacetal 'B) Cis-chalcona  (C)) Trans-chalcona (€))

Kh *HO »HO

. a2
\ ]
ZN0-Glu 0-Glu

Base uummdal neutro i Base quinoidal aniénico (A',

pH <3 pH 6-7 pH7-8

Figura 1.24 -Formas das antocianinas em equilibrio, em solugdo aquosa, consoante o pH (Houghton et al., 2021)

O pré-tratamento € um dos principais responsaveis pela perda das antocianinas nos
alimentos, principalmente se ele é acompanhado da adi¢do de sulfitos ou diéxido de enxofre. A
adicdo destas substancias resulta em uma descoloracdo rapida das antocianinas, que se tornam
amareladas e, portanto, descaracterizadas (Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Outros estudos
relatam também que as antocianinas se degradam com o aumento da temperatura. A combinacao
de operacdes como calor, branqueamento, pasteurizagdo e tempo reduz o teor de antocianinas de
frutas e legumes. Segundo Volden et al. (2008), o brangueamento, fervura e cozimento, do
repolho vermelho, resultou na perda de 59%, 41% e 29%, de antocianinas, respetivamente. Em
outro estudo de Brownmiller et al. (2008), a combinacdo de temperaturas elevadas e de etapas de
conservagdo como branqueamento (95°C por 3 min.) e pasteurizacdo degradou 43% do total das
antocianinas monoméricas dos mirtilos.

Além de contribuirem para a coloracédo de frutos e flores, as antocianinas também atuam
como filtro das radiagdes ultravioletas das folhas. Quando consumidas na alimentacdo humana,
as antocianinas desempenham diversas propriedades farmacoldgicas, como atividade
antioxidante, anti-inflamatoria prevencdo de doencas cardiovasculares e neuroldgicas, cancro e
diabetes (Manach et al., 2005; Soutinho, 2012).

1.8.1.1.6- Isoflavonas

Enquanto a maioria dos flavonoides tem o anel B ligado ao carbono 2 do anel C, as
isoflavonas possuem a particularidade de terem o anel B ligado ao carbono 3 do anel C. As suas

estruturas séo similares ao estrogénio, podendo ligar-se aos recetores desta hormona (Tsao, 2010).
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Por essa razdo, sdo denominadas de fitoestrogénios e algumas publicacGes cientificas compravam
que, ao serem introduzidas na alimenta¢do humana, diminuem progressivamente os sintomas da
menopausa como a secura vaginal e as ondas de calor (Chen et al., 2019).

Os alimentos ricos em isoflavonas sdo as leguminosas, essencialmente a soja, onde se
encontram os principais compostos desta subclasse, a genisteina e a daidzina, que existem
predominantemente na forma de glicosideos (como genistina e daidzina) (Cassidy et al., 2000).
Efeitos quimiopreventivos, mediados pela modulacéo de genes relacionados com o controlo de
ciclo celular e apoptose, tém vindo a ser atribuidos a genisteina, parecendo, igualmente que este
composto possa ser fundamental para prevencao da formagdo de tumores (Cui et al., 2017).

1.8.1.1.7-Chalconas

As chalconas (figura 1.25) sdo compostos quimicos pertencentes a familia dos
flavonoides. S&o caracterizados pela abertura do anel C, em que os outros dois anéis aromaticos
sdo unidos por um sistema de cetona a, B- insaturada. As chalconas desempenham um papel
importante na polinizag&o, por proporcionar a coloracdo amarela nas flores, e sdo abundantemente
encontradas em plantas das familias Leguminosae, Compositae e Moraceae, bem como em frutas,
chas, vinhos e outros produtos alimentares (Lima et al., 2017).

As chalconas e seus derivados sdo substancias de grande interesse no ponto de vista
farmacoldgico e tém recebido uma grande atencdo devido, sobretudo, a sua estrutura
relativamente simples e diversidade de atividades farmacolégicas que apresentam, dentre as quais
podemos citar: atividade antioxidante, antimicrobiana, anticonvulsivante, anti-inflamatéria e
anticancerigena. As possibilidades de substituicbes dos anéis aromaticos das chalconas é o que

permite as inimeras atividades atribuidas (Ferreira et al., 2018).

=

Figura 1.25- Estrutura quimica das chalconas
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1.8.1.2- Estilbenos

Os estilbenos séo diariletenos, ou seja, sdo hidrocarbonetos que possuem dois anéis
aromaticos (A e B) ligados em cada extremidade por uma ligagdo dupla carbono-carbono.
Apresentam uma estrutura quimica base Cs-C2-Cs., em que 0 anel A geralmente possui dois grupos
hidroxilo na posi¢cdo meta, enquanto o anel B possui grupos hidroxilo e metoxi nas posi¢des orto,
meta e/ou para (figura 1.26) (Gongalves, 2013; Soutinho, 2012).

R2 Rs R4 Estilbenos
HO p—
H H H pinosilvina \;/ x P < B\‘%—R4
H H OH resveratrol ¢ aN—7 N—{
OH H OH hidroxiresveratrol ;*/ R2 R3
H OH OH piceatanol HO
H OH OCHj3 rapontigenina

Figura 1.26- Estrutura quimica dos estilbenos (Soutinho, 2012)

O membro mais abundante desta familia é o resveratrol, que pode ser encontrado nas uvas
e no chocolate. O resveratrol é sintetizado naturalmente pela planta em resposta as agressdes
externas. Este composto possui dois isdmeros geométricos: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno). O isémero trans-resveratrol é
convertido em cis-resveratrol (forma mais estavel) na presenca de luz UV (figura 1.27) (Véazquez
etal., 2022).

Nos alimentos, ele esta presente em quantidades muito variaveis. No vinho tinto, por
exemplo, a concentracdo reportada para o resveratrol foi 10,550 mg por 100 g de alimento
(Goldberg et al., 1996), enquanto no sumo de uva foi de apenas 0,041 mg por 100 g de alimento
(Sautter et al., 2005).

O resveratrol é conhecido pelas suas propriedades anti-inflamatérias, por inibir fatores
pré-inflamatérios como a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2). Também desempenha acdo
antioxidante, agindo na inibi¢do da oxidagdo das LDL e contribui no tratamento das neoplasias

atuando principalmente, no cancro do Utero, ovarios e colorretal (Gongalves, 2013).

HO

OH
Trans-resveratrol Cis-resveratrol

Figura 1.27 -Conversdo do trans-revesratrol em cis-revesratrol (Vazquez et al., 2022)
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1.8.1.3-Acidos fenolicos

Os acidos fendlicos sdo caracterizados por terem na sua estrutura molecular um anel
aromatico, um &cido carboxilico e um ou mais grupos hidroxilo (-OH) e/ou metoxi (R-O-CH3),
conferindo propriedades bioativas as plantas. S&o clivados por hidrolise &cida ou alcalina e,
também por acdo de enzimas (Almeida, 2017).

Os acidos fenolicos sdo usados como conservantes nos alimentos (ex: &cido benzoico
(E210)), devido ao seu caracter antibacteriano e antifingico (Kumar & Goel, 2019). Por serem
acidos fracos, eles podem difundir-se na membrana celular das bactérias e alterar o pH do
citoplasma, provocando consequentemente a morte celular (Hirshfield et al.,, 2003). As
propriedades bioativas dos acidos fendlicos estdo relacionadas com a quantidade e a posicéo (orto,
meta, para) dos grupos hidroxilo. Estes compostos estéo presentes na natureza na forma livre, sob
a forma de ésteres ligados ao 4cido tartarico ou a agucares.

Os acidos fendlicos podem ser derivados de:

% Acidos benzoicos (Ce-C1) - Acido galico, 4cido salicilico, acido vanilico,
entre outros (figura 1.28).
% Acidos cinamicos (Cs-Cs) - Acido p-cumarico, acido cafeico, acido sinapico,

entre outros. (figura 1.28).

Acido salicilico: R, =0OH; R,=R,=R,=H

Acido gentisico: R, = R, = OH; R, =R, = H iﬁﬁi er;iﬁl;r?c? R,= R Ry~ R,-H
Acido p-hidroxibenzoico: R, =R, =R, =H;R,=01 ., .. R =R, :R _ P‘I R < OH
I’Acido protocatequinico: R, =R, =H; R,=R,=OH 4 -, pcumrico: R, = R, = R44= H;!R‘)= OH
xfxcido vanilico: R, =R, =H; R, =0CH;; R, = OH Acido caféico: R, = R H;R,=R,= OH

Acido gdlico: R, =H; R, =R, =R, =OH Acido ferilico: R, =R, =H; R = OCH,; R, = OH
Acido siringico: R, = H; R, =R,= OCH; R, =OH  Acido sindpico: R, = H; R, = R, = OCH,; R, = OH

Figura 1.28 -Estrutura quimica dos acidos fendlicos (Soares, 2002).

Os antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e, algumas vezes,
como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacéo do processo
oxidativo. Os derivados de acidos hidroxicinamicos apresentam maior efeito antioxidante do que
os derivados de &cidos hidroxibenzoicos, devido a presenga de uma dupla ligagdo na sua
constitui¢do, o que permite a estabilizacao dos radicais livres por ressonancia (efeito mesomérico)

(Degaspari & Waszczynskyj, 2004).
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1.8.1.4-Taninos

Os taninos (figura 1.29) sdo uma classe de polifenis com um peso molecular
relativamente elevado (500 a 3000 Daltons) e estdo presentes nas leguminosas e em frutas como
as amoras, uvas e nozes. Podem ser divididos em dois subgrupos (Dias et al., 2014; Naczk &
Shahidi, 2004):

+* Taninos condensados- S&o polimeros de catequina (flavan-3-ol) e/ou de

epicatequina (flavan-3,4-diol), produtos do metabolismo secundério das plantas.

+* Taninos hidrolisaveis- S&o ésteres de 4cido gélico e 4cido elagico ligados a uma
molécula de glucose ou outro aglcar. Podem ser hidrolisadas na presenca uma
base, acido ou de uma enzima. Sdo denominados de protoantocianidas por

produzirem um pigmento avermelhado da classe das antocianidinas.

A OH B
OH
HO OH
OH
HO
o~ O
HO 0
o O OH
o o OH
HO.
O O° OH
HO OH
H
© HO OH

OH

Figura 1.29 -Estruturas de taninos.: A) Tanino condensado; B) Tanino hidrolisavel (Dias et al., 2014)

A sensacdo de adstringéncia causada pelos vinhos, sumos de fruta, chas e outros bebidas
esta relacionada em grande parte com a presenca de taninos, que provocam a precipitacdo de
proteinas ricas em prolina que estdo presentes na saliva, levando a perda temporaria das
propriedades lubrificantes (Lee et al., 2012).

Ultimamente, os taninos tém gerado grande interesse, devido as suas propriedades
farmacoldgicas. Um estudo epidemioldgico recente realizado em Italia, no qual participaram 1294
individuos do sexo masculino, mostrou que o consumo de protoantocianidas estava inversamente
associado ao risco de cancro da préstata (Praud et al., 2018). Em outro estudo onde participaram
948 mulheres com idade superior a 75 anos, a ingestao de protoantocianidas foi associada a uma

melhoria das fungdes renais (lvey et al., 2013). Os taninos também sdo considerados agentes
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antimicrobianos potentes. Diferentes protoantocianidas isoladas dos caules de Ephedra sinica
mostraram atividade antibacteriana tanto contra Pseudomonas aeruginosa (concentracdo minima
inibitéria de 0,0835 mM) como contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(concentracdo minima inibitdria de 0,0817 mM) (Zang et al., 2013).

1.8.1.5- Lignanas

As lignanas sdo polifendis (figura 1.30) que compdem as estruturas celulares de plantas,
sendo formadas pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides (eugenol, alcool coniferil,
isoeugenol, entre outros) (De Souza et al., 2012). Encontram-se em castanhas, frutas, sementes e
alguns vegetais cruciferos. Uma das maiores fontes conhecidas, no entanto, é a semente de linhaga
(Steele & Monteiro, 2017). As lighanas também séo fitoestrégenos, como as isoflavonas, porém,
as isoflavonas sdo mais estudadas nesse aspeto. Segundo Cotterchio et al. (2006), a ingestao de
lignanas foi associada ao menor risco do cancro colorretal. Para além disso, tém sido usados na
formulacéo de medicamentos no tratamento contra a doenga das chagas, causadas pelo parasita

Trypanosoma cruzi (De Souza et al., 2012).
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Figura 1.30 -Estrutura molecular das lignanas (De Souza et al., 2012)

1.8.1.6-Tocoferois

Os tocoferdis (figura 1.31) sdo compostos monofendlicos, presentes nas plantas, nos 6leos
vegetais e nos alimentos de origem animal e sdo empregues como antioxidantes na industria
alimentar. Estdo agrupados em duas séries de compostos: tocois (cadeias saturadas ligadas ao
anel) e tocotriendis (cadeias insaturadas ligadas ao anel) (Guinaz et al., 2009; Piroddi et al., 2012).

Existem quatro tipos de tocoferdis segundo o nimero e a posicao dos grupos metilo no
anel: a, B, y e 8. A capacidade antioxidante dos tocoferdis ¢ principalmente devida a capacidade
de doar os seus hidrogénios fendlicos aos radicais lipidicos, interrompendo a propagacao das

reacOes de lipoperoxidacdo em cadeia (Jorge & Gongalves, 1998).

38



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

R
; Ry R2 Homoélogos
N : - CH3 | CH3 «
I . ia L . |
Ry 7 R~ T~~~ ™~ CHs | H B
H |cHs
Tocoferois ~ (e<=8T) H H
Ry
‘
HO M}
e e |
Rz 3 7 = "

CH3

Tocotrienéis  (—9T3)

HO -~

Tocol

Figura 1.31 - Estrutura quimica dos tocoferdis (Piroddi et al., 2012)

Os tocoferdis podem ser usados como aditivos alimentares. Na legislagdo europeia, a
maioria dos géneros alimenticios ndo tem especificado o teor maximo de tocoferdis a ser
adicionado, sendo mencionado a palavra quantum satis. Os Unicos casos de excegdo sdo: azeite e
6leo de bagago de azeitona refinado (a-tocoferol: 100 mg/kg), férmulas para lactentes e de
transicdo (10 mg/kg), alimentos & base de cereais (100 mg/kg) e alimentos destinados a criangas
jovens (100 mg/kg). (Parlamento europeu, 2011). A intensidade da atividade antioxidante
depende de vérios fatores como a posi¢cdo do grupo metilo, temperatura e concentragdo de
tocoferdis. Segundo um estudo de Gottstein & Grosch (1990), a atividade antioxidante relativa
dos tocoferdis é 6 >y > > a em gordura de porco acima de 60 °C, mas essa ordem alterou-se
para o>y > 3> § entre 20 e 40 °C. Os isomeros de tocoferdis mais abundantes nos alimentos séo

o0 a-tocoferol e o y-tocoferol.

1.8.1.7-Cumarinas

As cumarinas (figura 1.32) compreendem uma importante classe de metabolitos
secundarios, sendo encontradas em diversas plantas, como o guaco e a erva-doce. Quimicamente,
as cumarinas sdo compostos organicos heterociclicos amplamente estudados e caracterizados,
apresentando na sua estrutura um anel pirano ligado ao benzeno com o grupo carbonilo do anel
pirano na posicao 2 (Franco et al., 2021). S&o s6lidos incolores com um odor doce. Na industria
alimentar eram utilizadas como aditivos, porém sua utilizacdo foi proibida por causarem
hepatotoxicidade em diversas espécies de animais (Iwata et al., 2016).

As cumarinas possuem um efeito importante na fisiologia vegetal, atuando
essencialmente como antioxidantes e inibidores enzimaticos. Estdo envolvidas também no

controlo de crescimento e na defesa contra infegdes. Entre todas as propriedades farmacolégicas
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das cumarinas, nomeadamente da varfarina, acenocumarol e dicumarol, uma das que mais se
destaca é a sua aplicacdo como agentes anticoagulantes. Esta acdo € exercida por inibicdo da
vitamina K, importante cofator na cascata de coagulacdo, impedindo a conversao de protrombina
em trombina (Franco et al., 2021; Dias, 2015).

Figura 1.32 - Estrutura molecular das cumarinas

1.8.2- Biossinteses dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias originadas no metabolismo secundério das
plantas através da combinagdo entre duas vias metabolicas: via do acido chiquimico e a via do
acetato-malonato (figura 1.33) (Randhir et al., 2004).

A sintese inicia-se com a reacdo de condensacdo entre a eritrose-4-fosfato e
fosfoenolpiruvato, intermediarios metabdlicos da via das pentoses fosfato e da glicdlise, que
origina o &cido-3-dehidrochiquimico ap6s uma série de reacdes. O acido-3-dehidrochiquimico é
precursor na biossintese do acido galico, que posteriormente pode originar 0s taninos
hidrolisaveis (Tohge et al., 2013).

O préximo passo dessa via é a formacdo do acido corismico através da juncao do acido
chiquimico e uma molécula de fosfoenolpiruvato. O acido corismico por sua vez gera 0S
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina). A via do acido chiquimico esta
presente no metabolismo de plantas, fungos e bactérias, mas ndo nos animais. Por essa razdo, o
triptofano e a fenilalanina séo consideradas aminoacidos essenciais. A tirosina ndo é considerada
aminoéacido essencial, ja que pode ser sintetizada a partir da fenilalanina (Almeida, 2017).

Os primeiros compostos fendlicos sdo formados a partir da fenilalanina. A fenilalanina
perde uma amina pela acdo da enzima fenilalanina amonia liase (PAL), levando a formacéo do
acido cindmico, o primeiro fenilpropandide (Cs-Cs). A PAL é regulada por varios fatores externos
como baixas temperaturas, nutrientes nos solos, a luz e infecdo por agentes patogénicos. Os
fenilpropanoides subsequentes podem sofrer diversas transformacgdes mediadas por enzimas que
levardo a formacao de outras classes de substancias fendlicas, como as lignanas (Garcia & Carril,
2011; Tohge et al., 2013).

Para a sintese de flavonoides e estilbenos, sdo combinados esqueletos carbdnicos
provenientes de duas vias: a via do acido chiquimico e a via do acetato-malonato. Apés a

fenilalanina ser desaminada, hidroxilada e ligada a uma coenzima-A ocorre a formacdo do
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coumaroil-CoA. Essa estrutura liga-se depois a trés moléculas de malonil-CoA e gera uma
molécula de chalcona apos diversas reacdes catalisadas pela enzima chalcona sintetase (Resendes
et al., 2017; Garcia & Carril, 2011).
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Figura 1.33- Esquema da via de sintese dos compostos fenélicos (Resendes et al., 2017)

A mesma estrutura que origina a chalcona sofre uma série de reagbes mediadas pela
estilbeno sintase, originando diversas substancias pertencentes a classe dos estilbenos, entre elas
o resveratrol. A chalcona, por sua vez, pode isomerizar-se em uma flavanona e a partir dela séo
formadas as classes de flavonoides. Os flavonoides possuem uma estrutura quimica Ce-Cs-Ce,

onde C¢-Cs é proveniente da via do acido chiquimico e o outro anel C6 da via do malonato. Os
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processos biossintéticos que levam a formacao da fenilalanina ocorrem nos plastos e a sintese dos
fenilpropandides e flavonoides no reticulo endoplasmatico liso, sendo 0s compostos armazenados

nos vacuolos (Resendes et al., 2017).

1.9- Processo Inflamatoério

A inflamacdo € definida como uma resposta fisioldgica do organismo face a uma lesédo
provocada por trauma, queimadura ou radiacdo ou por uma infecdo desencadeada por agentes
patogénicos (bactérias, fungos e virus) ou por xenobioticos. Nessas situagdes, o organismo da
inicio a resposta inflamatoria que tem como objetivo erradicar por completo o agente agressor,
eliminar as células lesadas e tecidos danificados para iniciar o processo de cicatrizagdo e
regeneracao dos tecidos e restaurar a sua funcéo (Etienne et al., 2021; Ward, 2010).

A inflamag&o é caracterizada por: 1) vasodilatacdo dos vasos sanguineos locais, com
consequente afluxo sanguineo excessivo (hiperemia); 2) aumento da permeabilidade dos
capilares, permitindo a saida de grandes quantidades de fluidos para os espacos intersticiais; 3)
coagulacdo recorrente dos fluidos do espaco intersticial devido a quantidades excessivas de
fibrinogénio e outras proteinas provenientes dos capilares; 4) migracdo de granuldcitos e
mondcitos para o tecido; e 5) inchago das células dos tecidos (Guyton & Hall, 2006).

A resposta inflamatéria pode ser classificada em aguda ou crénica. De um modo geral, a
resposta inflamatoria aguda inicia-se em minutos e termina em horas, enquanto a resposta
inflamatdria cronica pode persistir durante semanas, meses ou anos (Gilroy & Lawrence, 2008).

Nalgumas situacdes, caso a resposta inflamatdria aguda se torne excessiva ou prolongada,

poderd levar a lesBes relevantes nos tecidos e 6rgaos (Ward, 2010).

1.9.1- Inflamacédo aguda

A inflamacdo aguda pode ser definida como uma resposta répida e inicial ao agente
agressor, sendo percetivel logo nas primeiras horas da inflamacdo e que vai regredindo
gradualmente a medida que o agente agressor vai sendo eliminado (Pinto et al., 2007, Ward,
2010). Os primeiros sinais s&o o rubor (vermelhid&o), calor, inchaco e dor (Yoon et al., 2005).

Nesta fase da resposta inflamatdria h4 uma série de eventos a decorrer tais como: perda
de &gua, sais e proteinas do compartimento vascular, ativacdo das células endoteliais, interagcdes
de adesdo entre leucocitos e endotélio, recrutamento de leucdcitos, ativacdo de macréfagos
tecidulares, ativacao e agregacdo plaquetaria, ativacdo do complemento, da coagulacéo e sistema
fibrinolitico e libertacdo de proteases e oxidantes pelas células fagociticas (Ward, 2010).

A primeira linha de defesa contra as infecGes sdo 0s macrofagos existentes nos tecidos
afetados, que quando ativados aumentam de tamanho e iniciam a fagocitose. De seguida um

grande numero de neutréfilos, provenientes da corrente sanguinea, penetram a parede celular e
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infiltram-se na area lesada. Como estas células ja se encontram no seu estado de maturagdo, sdo
capazes de iniciar de imediato o processo de fagocitose, promovendo a eliminacdo do agente
infecioso. Em simultdneo com a migracdo dos neutrofilos, os mondcitos presentes no sangue
entram também no tecido lesado, onde ficam a maturar, aumentado de tamanho e transformando-
se em macrofagos com as mesmas capacidades dos macrofagos tecidulares para fagocitar (Guyton
et al., 2006).

As alteragdes que ocorrem ao nivel do local da inflamag&o sdo mediadas por mediadores
quimicos: oxido nitrico (NO), histamina, serotonina, citocinas, bradicinina, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, fator de ativacdo plaquetaria e substancia P. A extravasacdo de
neutrdfilos é coordenada por moléculas de adeséo intracelular, nomeadamente a ICAM-1, e
moléculas de adesdo vascular, nomeadamente a VCAM-1, quimiocinas, como a IL-8 e
metabolitos gerados pela via do acido araquidonico (AA) (figura 1.34) (Miguel, 2010; Gosslau et
al., 2011).

O AA é um é&cido gordo polinsaturado que é libertado a partir das membranas celulares
por acdo da enzima fosfolipase A, em resposta a estimulos mecéanicos, quimicos ou fisicos e
também por mediadores de inflamagdo. Esta molécula serve como substrato para duas vias
enzimaticas para a producgéo de diferentes eicosanoides: a via da enzima lipoxigenase (LOX), que
resulta na formag&o de leucotrienos e lipoxinas e a via das enzimas cicloxigenases (COX), que
leva a formacdo de tromboxanos (estdo envolvidos na formagao de coagulos) e prostaglandinas,
substancias que estdo envolvidas na patogénese da dor e da febre, além de provocarem

vasodilatacdo arteriolar e edema (Harizi et al., 2008).
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Existem trés formas conhecidas da COX: COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é uma
enzima constitutiva que esta presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos, plaquetas,
estbmago, intestino, rins), atuando em diversos efeitos fisioldgicos, como protecdo gastrica,
agregacao plaguetaria, homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo renal (Aranda et
al., 2017). Ja a COX-2 é uma enzima induzida por estimulos inflamatorios, hormonas e fatores
de crescimento e no é encontrada na maioria dos tecidos em condi¢ées normais. E a fonte mais
importante da formacao de prostandides na inflamagdo e em patologias de proliferacdo como o
cancro (Ricciotti & FiztGerald, 2011). Segundo Khan et al. (2002), a COX-2 é também uma
enzima constitutiva, expressa em regides glomerulares e pequenos vasos sanguineos nos rins,
confirmando assim sua importancia na manutencao das fungdes fisioldgicas cardiovasculares. Em
acréscimo, sabe-se que no tecido 6sseo, as prostaglandinas geradas a partir da COX-2 sdo
responsaveis por regular o processo de formacdo e absor¢do do 0sso durante o processo de
reparacdo e remodelagéo (Kalyvas & Tarenidou, 2008). Mais recentemente, foi descoberta uma
nova isoforma da COX: a COX-3, uma variante da COX-1 que se encontra predominantemente
no coértex cerebral e no coracdo (Chandrasekharan et al., 2002) e os estudos ainda ndo apontaram
a sua real funcédo sobre o organismo.

A resposta inflamatoria é ainda mediada pela libertagdo de citocinas pro-inflamatorias,
como a interleucina IL-1, fator de necrose tumoral (TNF), interferdo (INF)-y, IL-6, IL-12, IL18 e
fator estimulante de col6nias de granulécitos-macréfagos. Esta resposta é antagonizada por
citocinas anti-inflamatérias, como o IL-4, IL-10, IL-13, INF-a e fator de crescimento
transformante. O fator nuclear-kB (NF-kB), um fator de transcri¢do, que regula a expressao de
varios genes que codificam citocinas pro-inflamatérias, moléculas de adesédo, quimiocinas, fatores

de crescimentos e enzimas como a COX-2 (Mueller et al., 2010).

1.9.2-Inflamacéo cronica

O objetivo da inflamacdo é a eliminagdo total do agente agressor e regeneracgdo do tecido
lesado. Contudo, se este mecanismo falhar, o processo inflamatério persiste, evoluindo para um
estado inflamatorio cronico. Esta inflamacdo é causada por infegdes persistentes, doengas
inflamatdrias imuno-mediadas ou exposi¢do prolongada a agentes tdxicos, que pode durar
semanas, meses ou uma vida inteira. Caracteriza-se pela presenca de linfécitos e macrofagos, que
possuem um tempo de vida de meses a anos e sdo responsaveis pela destrui¢do dos tecidos. Neste
tipo de inflamagdo ha a formacdo de granuloma, juntamente com fibrose e/ou necrose, que
originam danos irreversiveis (Ward, 2010, Gosslau et al., 2011) A inflamag&o cronica € um fator
importante que contribui para uma variedade de doencas humanas, incluindo artrite reumatoide,

doenca periodontal, psoriase e aterosclerose.

44



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

1.9.3-Atividade Anti-inflamatoria

Uma das principais causas da inflamacéo é o aumento na producdo de prostaglandinas
(PGs), sintetizadas pelas enzimas ciclooxigenases (COX) ap6s estimulo inflamatorio no tecido
(Somvanshi et al., 2007). Atualmente, os medicamentos mais comercializados no tratamento da
inflamacdo séo os Anti-inflamatdrios N&o Esteroidais (AINES).

Os AINES sdo acidos organicos fracos, frequentemente utilizados como analgésicos, anti-
inflamatdrios e antipiréticos (Wannmacher & Bredemeier, 2004). O mecanismo de a¢do dos
AINES consiste na inativacdo das enzimas COX, suprimindo assim a producdo de
prostaglandinas e de outros mediadores quimicos de inflamacgdo. A maioria dos AINES sdo nédo
seletivos e atuam inibindo preferencialmente a COX-1. Devido a baixa especificidade de inibicao
destes compostos sobre a COX-2, o uso destes farmacos a longo prazo tem sido associado a varias
complicagBes gastrointestinais tais como dispepsia, dor abdominal, sangramento, Ulcera e
perfuragdo gastrica ou duodenal. Portanto, a preferéncia pela utilizagdo de farmacos seletivos tem
sido bastante abordada, pois inibindo a acdo da COX-2, pode combater-se a inflamagdo sem
causar tantos efeitos colaterais (Carvalho et al., 2004; Mendes et al., 2012; Wilcox et al.,1997).

Uma das alternativas que tem sido proposta € o estudo das propriedades anti-inflamatérias
em plantas medicinais, na tentativa de produzir novos anti-inflamatorios. De acordo com Alberto
et al. (2009), os extratos hidroetanolicos de plantas da familia Asteraceae inibiram eficazmente a
acdo das enzimas COX-1 e COX-2, com valores de ICsp a oscilar entre os 2,0 e 0s 16,7 ug/mL.
Ja no estudo de Eldeen & Van Staden (2008), todos os extratos de Coleonema album mostraram
atividade preferencial contra COX-2 com um valor de ICsp de 40 ug/ml para o extrato de acetona.

O potencial anti-inflamatéria das plantas estd associado a presenca de flavonoides.
Segundo varias pesquisas, os flavonoides apresentam inimeras propriedades farmacoldgicas,
entre elas atividade anti-inflamatdria e hipocolesterolémica, reduzindo, assim, a inflamacéo e o
risco de doencas cardiovasculares (Da Silva et al., 2002).

Alguns monoterpenos isolados ou presentes como constituintes maioritarios em 6leos
essenciais também tém sido reportados por inibirem a atividade das enzimas ciclooxigenases,
atuando, desta forma, como substancias bioativas com propriedade anti-inflamat6rias. Como
exemplo pode-se citar o 6leo essencial de Torreya nucifera, constituido maioritariamente por
limoneno, §-3-careno e a-pineno, que apresentou atividade inibitoria seletiva para a enzima COX-

2, diminuindo significativamente a producdo de PGE2 (Romero & Romero, 2014).
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2-Objetivos

2.1- Objetivo geral

O principal objetivo desta dissertacdo residiu na avaliacdo de propriedades bioativas de
seis plantas vulgarmente utilizadas na medicina tradicional madeirense (C. canariensis.
G.salicina, E.arborea, R.ulmifolius, F.muralis e S.marmulano). Esta avaliacdo englobou a
quantificacdo de compostos fendlicos totais e de flavonoides totais, e a avaliacdo do potencial
antimicrobiano, antioxidante e antidiabético dos extratos. A quantificagdo dos compostos
fendlicos visou averiguar a possivel existéncia de uma relacdo entre a intensidade das
propriedades bioativas e a concentracdo destes compostos nos extratos. Esta investigacdo
permitird fornecer dados sobre estas plantas, que ainda ndao foram estudadas com rigor, podendo
vir a contribuir para a possibilidade de futuramente poderem vir a ser utilizadas como

conservantes, na formulacdo de nutracéuticos, produtos cosméticos e de novos farmacos.

2.2- Objetivos especificos
No dmbito deste estudo, a investigagio centrou-se em algumas etapas principais:

A) Obtencdo dos extratos hidroetanolicos a partir seis plantas endémicas da Regido
Autonoma da Madeira

B) Quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes nos extratos através do
método de Folin-Ciocalteau

C) Determinagdo da concentracdo de flavonoides totais presentes nos extratos através
do método de complexagdo com o aluminio na presenca de nitrito

D) Anélise da atividade antimicrobiana dos extratos hidroetanélicos das plantas
medicinais sobre a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
MRSA, Candida albicans, Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Choleraesuis pelo método de difusdo em agar

E) Determinagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) e da concentra¢cdo minima
bactericida (MBC) através da técnica de microdiluicdo

F) Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos através de varios métodos analiticos
como DPPH, FRAP, CUPRAC e sequestro do radical anido superoxido

G) Estudar o efeito antidiabético pelo método de inibicdo da a-amilase e a-glucosidase
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3-Materiais e Métodos

3.1- Reagentes e meio de cultura

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados o0s seguintes reagentes e meios de
cultura: Acarbose (AlfaAesar, 95%), acetato de amdnio (Riedel-de Haén, 98%), acetato de sddio
trihidratado (Panreac, 99%), acido acético (Panreac, 99%), acido ascérbico (Panreac, 99%), acido
cloridrico (Panreac, 37%), é&cido 3,5- ditnitrosalicilico (DNSA) (Sigma-aldrich, 98%), acido
gélico (Merck, 99,5%), amido soltvel (Sigma>99%), azul de nitrotetrazolio (NBT) (Sigma-
Aldrich), Brain Heart Infusion Agar (BHI) (Biokar diagnostics), carbonato de sodio (Applichem
Panreac, 99,5%); catequina-monohidratada (Sigma-aldrich, 96%), cloreto de sodio (Panreac,
99,5%), cloreto de aluminio (Fluka, 99%), cloreto de cobre (Il) bihidratado (Riedel-de Haén,
99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), 2,2-difenil-1-pircrilhidrazil (DPPHe¢) (Sigma-
Aldrich, 95%), etanol (Sigma-Aldrich, 99,8%), dinuclettido de nicotinamida e adenina na forma
reduzida (NADH) (Sigma, 97%), fosfato de potassio dibasico anidro (ACS, Honeywell >98%),
fosfato de potassio monobéasico anidro (Sigma-Aldrich, >99%), fosfato de sodio dibasico
dihidratado (Sigma-Aldrich), fosfato de potassio monobésico dihidratado (Sigma-Aldrich,
>99%), hidroxido de sodio (BioChemic, 98%), metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma,90%),
Mueller-Hinton Agar (MHA) (Biokar diagnostics), Mueller-Hinton Broth (MHB) (Biokar
diagnostics), neocuproina (Sigma), nitrito de sédio (Merck, 99%), 4-nitrofenil-o-D-
glucopiranosido (p-NPG) (Sigma>99%), reagente Folin-Ciocalteu (Merck), Sabouraud Dextrose
agar (SDA) (Biokar diagnostics), tartarato de potéssio e sodio tetrahidratado (Sigma-Aldrich,
99%) tripiriditriazina (TPTZ) (Fluka, 99%) e Triptona-Soja-Agar (TSA) (Biokar diagnostics).
Foram ainda utilizadas as enzimas a-Amilase pancreética de suino Tipo VI-B >5 units/mg
(Sigma-Aldrich) e a-glucosidase de Sacharomyces cerevisiae Tipo 1, liofilizada, >10 units/mg
proteina (Sigma-Aldrich).

Na preparacao das solucdes e meios de cultura utilizou-se dgua ultrapura, captada a partir

de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franga).

3.2- Material vegetal

As plantas em estudo foram recolhidas diretamente na Regido Autonoma da Madeira. As
partes areas (caules e folhas) da malfurada e da horteld-de-cabra foram colhidas no Jardim
Botanico da Madeira, enquanto as partes aéreas do silvado e da molarinha foram colhidas no sitio
do Caminho do Amparo, zona pertencente ao concelho de Machico. A parte aérea da urze-molar
foi recolhida a 1200 metros de altitude nas serras altas do Funchal. No caso do marmulano, foram
coletadas separadamente as folhas, os ramos e as cascas do tronco nas freguesias de Sdo Vicente,

Jardim do Mar e no Funchal. As plantas herborizadas foram depositadas no herbéario do Jardim
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Botanico da Madeira, tendo sido atribuido os seguintes codigos: Rubus ulmifolius (MADJ 14467),
Erica arborea (MADJ 14468), Fumaria muralis (MADJ 14469), Cedronella canariensis, (MADJ
14470), Globularia salicina (MADJ 14471) e Sideroxylon marmulano (MADJ 14472)

3.3- Preparacao dos extratos

As plantas em estudo foram prensadas e deixadas a secar durante um més. Os extratos
foram preparados com o caule e folha das vérias plantas, a excecdo da urze molar, em que foi
utilizada a flor e 0 marmulano em que se efetuaram extratos em separado para as folhas, ramos e
casca do tronco. Inicialmente, as plantas foram reduzidas a um p6 num moinho de café (Taurus
Aromatic 150 W), tendo, em seguida, sido pesadas e misturadas numa solucdo de etanol 70%
(v/v) em &gua, na proporcao de 1:10. As misturas foram colocadas num aparelho de ultrassons (P
selecta) durante uma hora a temperatura ambiente. Findo este tempo, as amostras foram deixadas
sob agitacdo (100 rpm, incubadora orbital Innova 4000 New Brunswick Scientific), a 24 °C e ao
abrigo da luz durante 22 horas. Por fim, os extratos foram centrifugados durante 25 minutos, a
8000 g e a 4°C (centrifuga Sigma 4K-15C), tendo os sobrenadantes sido recolhidos. O etanol foi
posteriormente evaporado em rotavapor (BUCHI R-200, Suica) em banho a 45 °C (BUCHI B490,
Suica), tendo a agua remanescente sido retirada por liofilizacdo. Os extratos secos foram
conservados a -20°C. Para efetuar todos 0s ensaios, 0s extratos foram sempre reconstituidos em

etanol 70% numa concentracéo inicial de 20 mg/mL.

3.4-Determinacao do rendimento de extracao

O rendimento de extracdo foi avaliado através da relacéo entre o peso de planta utilizado

na preparacgdo do extrato e o peso total de extrato no final do processo liofilizagdo

3.5- Quantificacao total de fendis- Método Folin Ciocalteu

A determinacdo da composicdo em constituintes fenolicos dos extratos foi realizada
segundo o método de Folin-Ciocalteu. A pH alcalino, os compostos fenélicos, na forma de ido
fenolato, reduzem o heteropolianido molibdotungnesteniofosforico do reagente de Folin-
Ciocalteu, originando um produto com uma coloracdo azulada e cujo pico maximo de absorcao
ocorre nos 765 nm (Blainski et al., 2013, Kosar et al., 2008), sendo a intensidade da coloracdo

desenvolvida proporcional ao teor em compostos fenélicos (figura 3.1).
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Figura 3.1-Esquema reacional da reducéo do molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocalteu (Oliveira et al., 2009)

A determinacgdo foi efetuada de acordo com o procedimento descrito por Kosar et al.
(2008). Em tubos de ensaio contendo 3 950 uL de agua, pipetaram-se 50 pulL de amostra numa
diluicdo adequada, de modo que os valores de absorvancia se encontrassem dentro da reta de
calibracdo. De seguida adicionaram-se 250 uL de reagente de Folin-Ciocalteu e, apds 1 minuto a
temperatura ambiente, adicionaram-se 750 uL de solugdo de carbonato de sodio (20%, p/v). As
misturas assim preparadas permaneceram duas horas no escuro e a temperatura ambiente, tendo,
de seguida, sido registada a sua absorvancia a 765 nm (espectrofotdmetro Analytik Jena SPEKOL
1500), contra um branco preparado de forma semelhante, porém utilizando 50 pL de 4gua MiliQ
em vez de amostra. Para todas as amostras 0s ensaios foram realizados em triplicado, tendo sido
determinada a concentragdo em fendis por interpolagdo de uma reta de calibragdo, preparada da
mesma forma descrita para as amostras, mas substituindo estas por solugdes de acido gélico com
concentragdes entre 0os 5 e 0s 50 mg/L. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico (EAG) por grama de extrato seco. Os dados sdo apresentados como

média £ desvio padrao.

3.6- Quantificacao de flavonoides

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada segundo o método de complexagao
com o aluminio na presenca de nitrito e em meio alcalino, de acordo com o método descrito por
Barros et al. (2010). Nestas condic¢des os flavonoides complexam com o aluminio, originando um
complexo de coloragdo rosada, com um maximo de absorcéo a 510 nm, sendo a concentracao de
flavonoides proporcional & intensidade cor rosada formada (figura 3.2) (Azizah et al., 2014; Pekal

& Pyrzynska, 2014).
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Figura 3.2- Formagao de complexo cor-de-rosa por reagéo entre os flavonoides o aluminio e o nitrito (Mekonnen &
Desta, 2021 )

Em tubos de ensaio foram adicionados 2,5 mL de agua miliQ, 200 uL de amostra diluida,
de modo que os valores se encontrassem dentro da curva de calibragdo, e 150 uLL de NaNO> (5%,
p/v). A mistura foi entdo agitada num vortex (VWR Mixer Mini Vortex, USA). Ap6s 6 minutos
de repouso a temperatura ambiente, adicionaram-se 150 pL de AlCl3.6H.0 (10%, p/v), tendo a
mistura sido novamente agitada no vortex. Apds outros 6 minutos a temperatura ambiente,
adicionaram-se 2,0 mL de solucdo de NaOH (4%, p/v). A mistura foi entdo agitada novamente
no vortex e incubada durante 15 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Ap6s o periodo de
incubacéo, foi registada a absorvancia a 510 nm (espectrofotometro Analytikjena SPEKOL
1500), usando como branco a agua miliQ.

Para todas as amostras os ensaios foram realizados em triplicado, tendo sido determinada
a concentragdo em flavonoides totais por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da
mesma forma descrita para as amostras, mas substituindo estas por solugdes de catequina com
concentragdes entre 0s 0,015625 e 1 mM. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de catequina (EQ) por grama de extrato seco. Os dados sdo apresentados como media + desvio

padréo.

3.7- Determinacao da atividade antioxidante dos extratos

3.7.1- Determinacio da capacidade de sequestro do radical DPPHe

O radical 2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo (DPPHe¢) é um composto organico estavel
espectrofotometricamente, mas sensivel a luz, ao oxigénio, ao pH e a alguns solventes. Tem uma

cor purpura, apresentando um maximo de absorcdo a 517 nm. Ao aceitar um atomo de hidrogénio
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de um antioxidante, o radical vai desaparecendo, dando lugar a hidrazina correspondente,
passando a cor de purpura para amarelo (Magalhdes et al., 2008; Moon & Shibamoto, 2009).
Deste modo, o desaparecimento da cor parpura determina a atividade antioxidante (figura 3.3)
(Prior et al., 2005). Uma das limitacGes deste ensaio é que o radical DPPH« ndo existe em sistemas
bioldgicos (Moon & Shibamoto, 2009).

RH
MO Q Antioxidante MOy Q
Q_ S Q_
- O TR D
DPPHe DPPH

Figura 3.3-Reagdo entre o radical DPPH- ¢ o antioxidante para formar DPPH (Moon & Shibamoto, 2009).

Este ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Miceli et al. (2009).
Foram preparadas diferentes dilui¢cfes de cada um dos extratos em etanol 70%. Seguidamente,
em tubos de ensaio, foram adicionados 500 pL de cada uma dessas dilui¢des, de modo a se
conseguir obter uma curva para cada uma das amostras, com 3 mL da solugdo DPPHe (24 mg/L
em etanol). Foi realizado um controlo (ensaio em branco) da mesma forma que as amostras
substituindo estas por igual volume de etanol 70%. Os tubos foram agitados no vortex e incubados
Nno escuro a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Apos o periodo de incubagdo, as absorvancias foram lidas a 517 nm (espectrofotometro
Analytikjena SPEKOL 1500). A percentagem de inibicéo (percentagem de desativacéo do radical
DPPH?) foi calculada através da equagao 1:

Abs — Abs
% Inibicio = ( ”T“’XZS amostra) . 100 (Equagéo 1)
branco

Como controlo positivo testaram-se diferentes concentragdes (entre 4,375 e 140 ug/mL)
de 4cido ascorbico de forma semelhante as amostras. Os ensaios foram realizados em triplicado,
e 0s resultados expressos em ICso, que corresponde & quantidade de extrato responsavel por 50%

da descoloragdo do radical DPPHe. Os dados séo apresentados como média + desvio padrao.

3.7.2- Determinacao da atividade de reducao Fe(ll1) a Fe(ll) pelo
ensaio FRAP

O ensaio de FRAP (Ferric Reducting Antioxidant Power) mede a capacidade dos
antioxidantes para reduzir o complexo Fe(l1)- tripiriditriazina de coloragdo amarela (Fe**-TPTZ)

a um complexo ferroso de coloragdo azul intensa Fe(ll)-tripiriditriazina (Fe**-TPTZ), em meio
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acido (figura 3.4) (Antolovich et al., 2002; Magalhdes et al., 2008; Moon & Shibamoto, 2009).
O poder de reducao esté relacionado com o grau de hidroxilacdo e extensdo da conjugagdo em
polifendis (Prior et al., 2005). A intensidade da coloracdo azul pode ser quantificada
espetrofotometricamente a um comprimento de onda de 593 nm, e esté linearmente relacionada

com a atividade antioxidante (Antolovich et al., 2002; Ramful et al., 2010).

000
e Qe 5

N

Antioxidante
(+e) Complexo (Fe**- TPTZ)
Azul intenso

Complexo (Fe**- TPTZ)

Figura 3.4 -Reagdo de formagdo do complexo Fe?*"TPTZ apds redugdo de Fe®*
devido a agdo de um antioxidante (Moon & Shibamoto, 2009).

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Ramful et al. (2010).
Primeiramente preparou-se o reagente FRAP, através da mistura de 25 mL de tampao acetato 0,25
M, 2,5 mL de solugdo de TPTZ (10 mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL de cloreto de ferro (1)
(FeCls.6H20, 20 mM). De seguida, em tubos de ensaio adicionaram-se 3,0 mL do reagente FRAP
pré-aquecido a 37 °C, 300 pL de &gua mili-Q e 100 uL de cada uma das amostras, previamente
diluidas de modo que as leituras ficassem dentro da reta de calibragdo. As misturas foram agitadas
e incubadas no escuro, durante 20 minutos e a 37 °C. Durante esta incubacéo foi possivel observar
0 aparecimento de uma coloracédo azul, cuja intensidade variava entre as varias amostras. Apos a
incubacdo fez-se a leitura da absorvancia a 593 nm num espectrofotémetro (espectrofotémetro
Analytikjena SPEKOL 1500), utilizando como branco a absorvancia do reagente FRAP.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido
determinada por interpolacdo de uma reta de calibragdo, preparada da forma ja descrita para as
amostras, mas substituindo as amostras por solugdes de acido ascorbico com concentragdes entre
0s 0,003125 e os 0,025 mg/L. Os resultados foram expressos em g de equivalentes de acido

ascorbico (EAA)/g de extrato seco. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.

3.7.3-Determinacéo da reducéo do Cu (I1) pelo ensaio CUPRAC

O ensaio de CUPRAC (Copper Reduction Assay) é baseado na reducdo do cobre Cu?* a
Cu*, por uma acgdo combinada dos antioxidantes (agentes redutores) presentes na amostra (Prior
et al., 2005). O CUPRAC utiliza um composto, a neocuproina, que complexa com o cobre. A

forma reduzida deste complexo, Cu(l)-neocuproina, apresenta uma coloragéo intensa com o seu
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maximo de absorc¢ao a um comprimento de onda de 450 nm (figura 3.5) (Apak et al., 2004; Apak
et al., 2006; Bibi Sadeer et al., 2020).

ArOH  [ArOH]

Azul brilhante Amarelo alaranjado

Cu(Nc),* Cu(Nc),'

Figura 3.5-Redugdo do complexo Cu (I1)-neocuproina a Cu(l)-neocuproina, por a¢do dos
antioxidantes da amostra (Adaptado de Bibi Sadeer et al., 2020)

Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Apak et al. (2004). Assim,
em tubos de ensaio adicionou-se 1 mL de uma solugdo de cloreto de cobre (1) bihidratado 10
mM, 1 mL de solucgdo de acetato de amonio 1 M, 1 mL de solugdo de neocuproina 7,5 mM em
etanol 96%. De seguida, adicionaram-se 400 pL das amostras previamente diluidas e 700 uL de
agua miliQ. Efetuou-se um branco da mesma forma que as amostras, mas substituindo-as por 400
uL de etanol 70% (solvente das amostras). Procedeu-se a um periodo de incubacao dos tubos de
1 hora a temperatura ambiente e, ap6s esse periodo, foram medidas as absorvancias a um
comprimento de onda de 450 nm (espectrofotémetro Analytikjena SPEKOL 1500).

Foi realizada uma curva de calibracdo com acido ascérbico procedendo da mesma forma
que para as amostras, porém utilizando 550 pL de padres com diferentes concentracdes, entre
0s 12,5 e 0s 250 uM, 400 pL de etanol 70% e 150 uL de agua Mili-Q, Todos os ensaios foram
realizados em triplicado, e os resultados expressos em ug de equivalentes de acido ascorbico por

grama de extrato seco. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.

3.7.4- Determinacao da atividade antioxidante por sequestro do radical
anido superoxido detetada pela diminuicdo da formacéo de formazano

O radical anido superdxido reage com o azul nitrotetrazélio (NBT?*), reduzindo-o a
formazano, um composto azul-roxeado que apresenta um maximo de absorcdo a 560 nm (figura
3.6). Qualquer molécula capaz de sequestrar o radical superéxido conduz a uma diminui¢éo na
velocidade de reducdo do NBT, ou seja, uma diminui¢do da taxa de aumento da absorvancia a
560 nm (Halliwell et al., 1995).
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Figura 3.6-Mecanismo de reacdo do NBT com superéxido para formar formazano (Bakr & Rahaman, 2016).

Neste ensaio, o radical anido superoxido foi gerado pelo sistema metossulfato de fenazina
(PMS)/NADH em condigdes aerdbias, em que o PMS apos ser reduzido pelo NADH, reage com
0 oxigeénio produzindo o radical anido superdxido (figura 3.7) (Nakamura et al., 1992). Tendo em
conta que o radical anido superoxido resulta da reducdo do oxigénio molecular e pode surgir no
decurso de diversos processos metabolicos, uma das vantagens deste ensaio é a de se utilizar um
oxidante com relevancia fisioldgica (Magalhaes et al., 2008).

NADH +H +PMS — NAD™ +PMSH;
PMSH; +20; — 20,"+2H +PMS

Figura 3.7- Reacdes de formacédo do radical anido superdxido através do sistema PMS/NADH
(adaptado de Nakamura et al., 1992).

A capacidade das amostras para sequestrar o radical anido superoxido foi avaliada de
acordo com 0 método descrito por Valentdo et al. (2001), com pequenas modificages. Assim,
em cuvetes do espectrofotdmetro adicionaram-se diferentes volumes de amostras ou das suas
diluicdes, de forma a testar diferentes concentracGes, e completou-se com agua até 200 puL. Em
seguida adicionaram-se 300 L de NADH 1,66 mM em tampao fosfato (19 mM, pH 7,4), 300 uL
de NBT 430 uM em tampéo fosfato (19 mM, pH 7,4) e por fim tampdo fosfato (19 mM, pH 7,4)
para completar a 2 950 pL. A reagdo iniciou-se com a adi¢do de 50 pL de PMS 162 pM em
tampéo fosfato (19 mM, pH 7,4) tendo-se acompanhado a varia¢do da absorvancia a 560 nm,
durante dois minutos a temperatura ambiente. Realizou-se, igualmente, um ensaio controlo
substituindo a amostra por igual volume de solvente da amostra (etanol 70%). As determinacdes
foram realizadas em triplicado, no espectrofotometro (SPEKOL 1500). A percentagem de
inibicdo da reducéo do NBTde cada uma das concentragdes das amostras foi calculada em relagéo

ao controlo utilizando a seguinte expresséo (equagéo 2):
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Declive médio — Declive médio
% Inibicio = < controlo__— amostra) 10 (Equaéo 2)
Declive médio.ontrolo

Em seguida foram construidas curvas de percentagem de inibicdo versus concentragdo de
forma a determinar a concentragéo de extrato que provocou 50% de inibicdo da redugdo do NBT,
ou seja, o valor de I1Cso. Foi realizada um controlo positivo com &cido galico de forma semelhante
as amostras, porém utilizando padr@es de acido galico com concentragdes entre 20 e 400 uM. Os
dados séo apresentados como média + desvio padrao.

3.8- Determinacéao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada testando a atividade dos extratos face a bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC® 6538™, Staphylococcus epidermidis ATCC®
1228™. Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) ATCC® 33591™, Enterococcus
faecalis ATCC® 29212™, Listeria monocytogenes ATCC® 15313™ e Bacillus cereus ATCC®
11778™), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC® 8739™, Pseudomonas aeruginosa
ATCC®9027™ e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™), e
uma levedura (Candida albicans ATCC® 10231™).

Os microrganismos foram mantidos a -70 °C em meio de cultura contendo glicerol (15%,
v/v). Todos os ensaios foram realizados em esterilidade (cAmara de fluxo laminar Steril - VBH),
a fim de evitar contaminaces. Para a realizagdo dos ensaios, 0s microrganismos foram inoculados
em placas de Petri contendo meio TSA, com excecédo da C. albicans que foi inoculada em meio
SDA e da L. monocytogenes que foi inoculada em meio BHIA. As placas foram incubadas durante
24 ou 48 horas (apenas no caso da C. albicans) em estufa a 35+ 2 °C ou 30 £ 2 °C (apenas nos
casos de B. cereus e C. albicans).

As suspensdes iniciais para a realizacdo dos ensaios foram preparadas a partir das coldnias
resultantes do crescimento de cada um dos microrganismos inoculados, transferindo-se, com o
auxilio de uma ansa, coldnias para um tubo de ensaio contendo 3,0 mL de meio salino (NaCl,
0,85% p/v). A turbidez da suspensdo foi ajustada a cerca de 0,5 na escala de McFarland
(Densitémetro Grant-Bio DEN-1B), o que corresponde a uma densidade celular de 1-2x108
Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL, no caso das bactérias ou 1-5x10° UFC/mL no caso
da levedura (Espinel-Ingroff & Canton, 2007; Wanger, 2007).

A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos foi avaliada através do ensaio de
difusdo em agar e do ensaio de microdiluicdo em meio liquido, tendo todos os ensaios sido

realizados em triplicado.
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3.8.1- Método de difusdo em agar

O método de difusdo em agar baseia-se no Método de Kirby-Bauer (1966). O teste de
difusdo em agar, designado muitas vezes por difusdo em placas, ¢ um método no qual um
microrganismo é exposto a uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura solido e
relaciona o tamanho da zona de inibi¢do de crescimento do microrganismo com a concentracao
da substancia utilizada. Esta técnica € bastante utilizada, sendo considerada de facil execucdo,
reprodutivel, simples e permite testar diversas concentracdes das substancias em estudo na mesma
placa. No entanto, s6 é aplicavel em microrganismos com crescimento rapido e requer grandes
guantidades de substancia de teste. O método de difusdo em agar é frequentemente utilizado para
avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas (Balouiri et al., 2016; Ostrosky et al.,
2008; Pereira et al., 2022).

As suspensdes iniciais, preparadas como anteriormente descrito, foram espalhadas nas
placas de Petri com meio MHA com ajuda de zaragatoas estéreis. Em seguida, fizeram-se pocos
equidistantes (6 mm de diametro) para onde se pipetaram 45 pL das varias amostras nas
concentragdes maximas (20 mg/mL). Seguidamente, as placas foram colocadas em refrigeragdo
a4 °C, de modo a haver a difusao total dos extratos (Tepe et al., 2004) e, por fim, foram incubadas
em estufa (Memmert) a 35 + 2 °C ou 30 + 2 °C (apenas nos casos da bactéria Bacillus cereus e
da levedura Candida albicans) durante 24 horas. Foram igualmente realizados ensaios controlo
utilizando 45 pL de etanol 70 % (ensaio controlo). Apds o tempo de incubagdo em estufa, os
didmetros das zonas de inibicdo criadas foram medidos com recurso a uma regua, e a atividade
antimicrobiana foi estimada a partir desses mesmos diametros (figura 3.8). Os dados sdo

apresentados como média * desvio padrao.

Inoculagio Apds as trés
passagens

)

3ml Nacl Suspensdo Microbiana
(0,85% p/v) (0,5 Mcfarland) Formacdo dos pogos

45 pl de
extrato
/

Zona de inibi¢do
Incubagdo 4°C (1 h)

l |

Extrato de plantas

Zona de crescimento

microbiano .
Controlo Negativo

(solvente)

Figura 3.8-Esquema simplificado do teste de difusdo em agar
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3.8.2- Determinacéo da atividade antimicrobiana pelo método de
microdiluigdo em meio liquido

Existem varios métodos disponiveis para a realizacdo de testes antibacterianos e
antifangicos, e para a determina¢do das concentracdes minimas inibitorias dos agentes
antimicrobianos (MIC) (Zgoda & Porter, 2001). Nos ensaios pelo método de difusdo em agar a
capacidade de difusdo do componente antimicrobiano pode influenciar os resultados obtidos. Esta
técnica também nédo pemite determinar com exatiddo a concentragdo minima inibitéria (MIC). O
método de microdilui¢do baseia-se no método desenvolvido por Eloff (1998). Nesta técnica as
microplacas de 96 pocos sdo utilizadas para analisar os extratos de um modo mais sensivel,
realizando vérias diluicbes em série. Este método € um método relativamente barato, é
reprodutivel, sensivel, tendo ainda a vantagem de necessitar de uma quantidade de amostra menor,
quando comparado com o método de difusdo em agar e possibilitar a determinacdo da
concentragcdo minima inibitéria (Ostrosky et al., 2008; Pereira et al., 2022).

Em placas estéreis de 96 pogos (BRAND plates®) prepararam-se diluicdes seriadas (1:2)
de cada amostra em meio MHB até um volume final de 100 pL por pogo. Em seguida, cada pogo
foi inoculado com uma diluicdo de 1:10 das suspensGes microbianas previamente preparadas
(para atingir 108 UFC/mL em cada pogo). As microplacas foram incubadas no escuro por 24 h, a
30 £ 2 °C (Bacillus cereus) ou a 35 * 2 °C (restantes microrganismos). Foram efetuados ensaios
em que se substituiram os extratos por igual volume de etanol 70% (controlo negativo). Os
resultados foram analisados observando a turvagdo dos pocos, seguido de uma repicagem para
placas com meio TSA, & exce¢do da L. monocytogenes onde a repicagem foi feita para placas com
meio BHIA. A partir da observacdo das microplacas determinou-se a concentracdo minima
inibitéria (MIC), correspondendo a concentracdo mais baixa que impediu o crescimento
bacteriano (auséncia de turvacdo). A partir da observacdo das placas de Petri repicadas
determinou-se a concentracdo minima bactericida (MBC), correspondendo a concentragdo mais
baixa para a qual ndo se verificou crescimento nas placas. Os dados séo apresentados como média

* desvio padrdo.

3.9- Avaliagado do potencial antidiabético

A atividade antidiabética dos diferentes extratos foi analisada através do ensaio de
inibicdo de duas enzimas digestivas: a-amilase e a-glucosidase, tendo todos os ensaios sido

realizados em triplicado.
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3.9.1- Ensaio da Inibicao da a-Amilase

Este método permite avaliar in vitro a atividade inibitéria da enzima a-amilase pelos
extratos de plantas em estudo. O ensaio de inibi¢do da a-amilase baseia-se no principio da
degradacdo enzimatica do substrato amido que resulta em agUcares redutores capazes de reagir e
reduzir o reagente colorimétrico 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS) de cor amarela convertendo-o
em acido 3-amino-5-nitrosalicilico de cor vermelho-acastanhado. Este produto é quantificado
espectrofotometricamente ao comprimento de onda de 540 nm, permitindo assim avaliar a
atividade enzimatica (Bhutkar & Bhise, 2012; Conforti et al., 2005). Assim a atividade inibitoria
da enzima pelos extratos serd tanto maior quanto menor a quantidade de acUcares redutores
produzidos, ou seja, menos extensa a rea¢cdo com o DNS o que se reflete numa menor mudanca
de cor da solucdo e, portanto, menor absor¢do ao comprimento de onda em analise.

A inibi¢do da a-amilase foi avaliada de acordo com o método cromogénico descrito por
Ferron et al. (2020). Diferentes diluigdes dos extratos em analise foram misturadas com 100 pL
da solucéo de enzima (0,5 mg/mL em tampdo fosfato de sédio 100 mM, contendo cloreto de sodio
6,7 mM, pH 6,7), tendo as misturas sido incubadas durante 10 minutos a 37 °C. Seguidamente,
adicionaram-se 100 L de uma suspensdo de amido a 1% (p/v, previamente suspenso em tampao
fosfato de sodio 100 mM, contendo cloreto de sodio 6,7 mM, pH 6,7 e fervido por 10 min) e
incubou-se novamente durante mais 10 minutos a 37°C. Adicionaram-se entdo 200 L de reagente
DNSA (20 mL de DNS 96 mM, 8 mL de 5,315 M de tartarato de potassio e sddio tetra-hidratado
em NaOH 2 M e 12 mL de agua destilada) e levou-se a banho-seco a 100 °C por 15 minutos.
Findo este tempo adicionaram-se 2000 uL de 4gua mili-Q e registou-se o valor da absorvancia a
540 nm (espectrofotometro SPEKOL 1500).

Realizou-se um controlo negativo para medir a atividade méaxima da enzima, onde a
amostra foi substituida pelo solvente utilizado (etanol 70%). Preparam-se paralelamente os
brancos de cada amostra e o branco do controlo negativo, onde a enzima foi apenas adicionada
apos a adicdo do DNSA, tendo-se imediatamente realizado o aguecimento em banho-seco a 100
°C. Todos os ensaios foram realizados no minimo em triplicado. A percentagem de inibicéo foi

calculada através da equacéo 3:

A «
% Inibicio = [1 — (—=% )] 100  (Equagdo 3)

Acontrolo

Em que a absorvancia da amostra real (Ara) € obtida pela diferenca entre a absorvancia
da amostra e do respetivo branco, retirando assim o efeito da cor do extrato na quantificacdo da
atividade enzimética. A absorvancia do controlo (Aconolo) € obtido pela diferenca entre a

absorvancia do controlo negativo e do seu respetivo branco.
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Para determinar o ICso, definido como a concentragdo final (mg/mL), na mistura
reacional, que reduz a atividade enzimatica em 50% efetuou-se uma reta da %I em funcdo da
concentracdo das amostras. A acarbose foi utilizada como controlo positivo. Os resultados sdo

apresentados como meédia * desvio padrao.

3.9.2- Ensaio da Inibicao da a-Glucosidase

O ensaio da inibi¢ao da a-Glucosidase permite avaliar in vitro a atividade inibitéria da
enzima o-glucosidase pelos extratos de plantas em estudo. Esta enzima é responsavel pela
hidrolise da maltose e da sacarose em monossacaridos elevando assim a glicemia po6s-prandial
(Moradi-Afrapoli et al., 2012). O ensaio baseia-se na monitorizacdo da reacdo enzimaética de
hidrolise da ligacéo glicosidica do p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (pNGP), com libertagdo do
agente cromoforo p-nitrofenol, de coloragdo amarela, cuja libertagdo pode ser monitorizada
espectrofotometricamente a 405 nm (figura 3.9). Quanto maior a intensidade da cor da solugéo,
maior a absorvancia a 405 nm e, portanto, menor o efeito inibitorio na enzima dos extratos das
plantas usados. Esta reacdo enzimatica € interrompida previamente a quantificacdo, pela adigdo
de uma solugdo de carbonato de sddio (Indrianingsih et al., 2015).

CH,OH

a-glucosidase S
MOy ﬁ OH + HO NO,
o 1

aH oH
o p-nitrofenol
p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido D-glucose (amarelo)
(incolor) (Amax = 405 nm)

Figura 3.9- Ensaio de inibi¢do da a-glucosidase: Mecanismo da rea¢do no ensaio in vitro usando p-NGP como substrato
(Lankatillake et al., 2021).

A inibigdo da a-glucosidase foi avaliada de acordo com o método cromogénico descrito
por Rouzbehan et al. (2017), com algumas modificacdes. Em microplacas de 96 pogos (Greiner)
adicionaram-se 125 pL de tampdo fosfato (0,1 M, pH 6,9), 5 uL de solugdo de a-glucosidase (25
unidades/mL) e 20 pL das amostras em varias concentragdes. As placas foram entdo incubadas
por 15 min a 37 °C. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 20 pL de solugdo de substrato (4-
nitrofenil-a-D-glucopirantsido, 11 mM em tampdo fosfato, 0,1M, pH 6,9). Apds nova incubagéo
de 15 mina 37 °C, areacao foi terminada com a adi¢do de 80 pL de solucao de carbonato de sddio
a 0,2 M. Foram preparadas placas em que se substituiu a amostra por etanol 70% (controlo
negativo), placas em que se substituiu a enzima por gua (brancos das amostras). A absorvancia

foi lida em leitor de microplacas (Leitor de microplacas FLUOstar Omega) a 405 nm. Os extratos
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foram analisados no minimo em triplicado. As taxas de inibicdo enzimatica das amostras foram

calculadas de acordo com a equacao 4:

% Inibi(;éo = (abscontrolo_ absamostra)/abscontrolo) *100 (Equagao 4)

Em que a absorvancia da amostra é obtida pela diferenca entre a absorvancia da amostra
e do respetivo branco, retirando assim o efeito da cor do extrato na quantificacdo da atividade
enzimatica.

Para determinar o ICso, definido como a concentragdo final (mg/mL), na mistura
reacional, que reduz a atividade enziméatica em 50% efetuou-se uma reta da %I em funcéo da
concentracdo das amostras. A acarbose foi utilizada como controlo positivo. Os resultados sdo
apresentados como média + desvio padréo.

3.10- Analise Estatistica

De forma a determinar se existiam diferencas significativas entre os varios parametros
analisados, nos extratos das diferentes plantas, realizou-se a analise paramétrica ANOVA, seguida
de “Teste Tukey” ou “Teste Unequal N, dependendo do ntimero de replicados em analise. Antes
da realizag&o desta analise foram testados 0s pressupostos da andlise, isto €, a normalidade dos
residuos e a homogeneidade de variancias. Quando ndo se verificaram os pressupostos, os dados
foram transformados (log). O nivel de significancia para a analise estatistica efetuada foi de 0,05,
tendo sido utilizado o software STATISTICA 7.0° no tratamento dos dados. Por fim, realizaram-
se correlacdes lineares, com determinacdo do coeficiente linear de Pearson, para averiguar se

existiam correlagdes entre os parametros calculados com recurso ao Microsoft Office Excel 365.
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4- Resultados e Discussao

4.1- Rendimento de extracgao

Na tabela 4.1 encontram-se os valores do rendimento de extracdo para os diferentes
extratos em analise. Os resultados mostram que a extracdo foi eficiente, uma vez que o rendimento
do processo variou entre 0s 9,0 para 0 marmulano casca e 0s 29,3 % para a malfurada. Para além
disso, verificou-se que o rendimento de extracdo variou de amostra para amostra.

A extragdo dos compostos bioativos das plantas pode ser efetuada através de diferentes
metodologias, recorrendo a diferentes solventes, sendo que 0 método de extracao desempenha um
papel bastante relevante na recuperacdo destes constituintes. Fatores como o solvente utilizado,
natureza da matriz vegetal, a temperatura e tempo de extracdo ou o tamanho das particulas séo
determinantes para o rendimento que se consegue obter (Pudziuvelyte et al., 2018).

Neste trabalho, foi escolhida a técnica de extragdo por ultrassons utilizando como solvente
0 etanol 70% (v/v). A extragdo com recurso a ultrassons ¢ um método eficiente, economicamente
viavel, facil de operar e amplamente aplicavel para a extragdo de compostos biologicamente
ativos, como é o caso dos compostos fenolicos. A cavitagdo gerada pelo ultrassom é conhecida
por produzir diversos efeitos na matriz vegetal, tais como: a circulagdo do liquido (agitagdo do
solvente) no sistema e a geragéo de turbuléncia que pode auxiliar no aumento da transferéncia de
massa e causar perturbacdes na estrutura celular das plantas como alteracdo na permeabilidade,
alargamento dos poros ou a quebra da parede celular (Oliveira, 2016). As cavitagdes acusticas
produzidas pelo ultrassom facilitam a penetracdo do solvente nas paredes celulares da matriz
vegetal, permitindo que o contetdo intracelular seja libertado de forma eficaz e a agitagdo do
solvente aumenta a superficie de contacto entre o solvente e 0s compostos alvos, permitindo maior

penetracdo do solvente na matriz da amostra (Da Silva et al., 2016).

Tabela 4.1-Rendimento de extrac8o obtido para os extratos das diferentes amostras

Amostra Rendimento (%)
Urze-molar 14,5
Marmulano (folha) 20,5
Marmulano (ramo) 12,0
Marmulano (casca) 9,0
Hortela-de-cabra 15,7
Malfurada 29,3
Silvado 16,0
Molarinha 11,6

Por outro lado, as misturas de etanol e 4gua, com uma proporcao de cerca de 70% de

etanol, tém mostrado ser bastante eficientes na extracdo de compostos bioativos de diversas
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plantas, possivelmente devido a polaridade resultante da mistura destes dois solventes facilitar a
dissolucdo dos constituintes ativos (Pudziuvelyte et al., 2018).

Uma vez que as condicBes experimentais foram exatamente as mesmas, as diferencas
verificadas resultam da diferente composicdo das varias espécies/fracdes utilizadas na preparacdo
dos extratos, nomeadamente da diferente composi¢do em compostos sollveis em etanol 70%, ou

da maior ou menor dificuldade em efetuar a sua libertagdo da matriz vegetal.

4.2- Determinacdo dos fenois totais pelo Método Folin-

Ciocalteau

Os compostos fendlicos totais dos extratos em estudo foram determinados através do
método Folin-Ciocalteau, encontrando-se os resultados obtidos na tabela 4.2. Neste ensaio foi
utilizado como padréo o &cido galico, que é um composto fendlico de importancia nutracéutica,
dadas as suas variadas atividades bioldgicas, entre elas atividade antioxidante (Prakash & Sharma,
2014). A figura 4.1 apresenta a curva de calibracdo com acido gélico, utilizada na determinacdo

dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras testadas.
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Figura 4.1-Reta de calibragdo com 4cido galico.

Tabela 4.2- Teor em compostos fendlicos totais nos diferentes extratos.

Amostras Compostos fenolicos totais
(mg EAG/g extrato seco)

Urze-molar 265,112+ 7,09
Marmulano (folha) 231,78+ 0,96

Marmulano (ramo) 225,11 + 19,88
Marmulano (casca) 158,44° + 4,74
Hortel&-de-cabra 78,11+ 1,46
Malfurada 86,72° + 3,18
Silvado 118,179 + 3,00
Molarinha 86,72° + 1,27

EAG: equivalentes de 4cido galico. Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Os resultados obtidos (tabela 4.2) mostram uma variacdo significativa no teor de
compostos fenodlicos entre as varias amostras. Assim, 0s valores variaram entre 0s 265,11 mg
EAGI/g, para o extrato de urze-molar e os 78,11 mg EAG/g de extrato seco, para a hortela-de-
cabra. Desta forma o extrato de urze-molar foi o que apresentou um teor mais elevado, seguido
do marmulano (folha>ramo>casca), silvado, malfurada e molarinha (conttm o mesmo teor de
fenais), e por ultimo, com menor composi¢cdo em compostos fendlicos, o extrato de hortelad-de-
cabra, sendo que a maioria dos valores foram significativamente diferentes (p<0,05), a exce¢do
dos valores para o extrato de marmulano folha e marmulano casca e de malfurada e molarinha.

Em relacdo ao marmulano, verificou-se que os extratos das diferentes partes da planta
continham teores de fenois totais distintos entre si, sendo os extratos de folha e de ramo mais ricos
em compostos fendlicos do que o extrato de casca. Os extratos de urze-molar e marmulano
apresentaram um teor em compostos fenolicos cerca de 3 vezes superior aos extratos de hortela-
de-cabra, malfurada e molarinha e cerca de 2 vezes superior ao extrato de silvado.

A comparacao dos valores obtidos com os dados da literatura é bastante dificil de efetuar
devido & grande disparidade de solventes utilizados na obtengdo dos extratos, de métodos de
extracdo, de formas como é utilizada a planta (seca, liofilizada, fresca) na forma como se
expressam os resultados (mg equivalentes de acido galico, de acido cafeico, de pirogalhol, acido
p-cumarico, o &cido vanilico, etc.), ou ainda como estes se apresentam (mg de fendis por peso de
planta fresca, por peso de planta seca, por peso de extrato obtido, etc.). A comparagéo é também
dificultada pela falta de valores para muitas das espécies estudadas. Por este motivo a comparagao
foi alargada a extratos de plantas do mesmo género ou da mesma familia.

A avaliacdo do teor em compostos fenolicos totais de extratos aquosos da urze-molar (E.
arborea) proveniente da Argélia pelo método de Folin-Ciocalteu mostrou um teor de 203,26 +
0,73 mg de EAG/g de extrato (Amroun et a.l, 2021), semelhante ao valor observado. Ja outro
estudo realizado por Guendouze-Bouchefa et al. (2015), com extratos metanolicos de trés plantas
da familia Ericaceae, verificaram-se os seguintes resultados: 70,8 + 2,5 mg de EAG/ g de extrato
seco para E. arborea, 68,2 + 3,2 mgde EAG/g de extrato seco para E. multiflora e 179,6 + 6,7 mg
de EAG/g de extrato seco para A. unedo. Tais valores sdo mais baixos do que o encontrado neste
estudo. O facto de, no presente trabalho, a extracdo ter sido efetuada com etanol 70%, enquanto
no estudo de Guendouze-Bouchefa et al. (2015) foi efetuada com metanol, podera contribuir para
0 maior valor de compostos fenolicos determinado. Em outra pesquisa sobre a caraterizagdo
fitoquimica e avaliagdo das propriedades antimicrobianas de extratos metandlicos de urze e feto
comum provenientes da Cova da Beira, verificou-se que a quantidade de fendis totais variou entre,
aproximadamente, 68 e 150 mg equivalentes de acido galico por grama de extrato, sendo que as
flores da urze tinham a maior quantidade de fenois, seguida da urze (planta) e por fim, o feto
comum com a menor quantidade (Santos, 2017), resultados inferiores ao da urze no presente

estudo. J& Turgay & Esen (2015) encontraram um teor de fendis totais para extratos de Erica
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manipuliflora de 260 mg EAG/g de extrato seco, ligeiramente superior ao valor encontrado neste
estudo. Assim, avaliando os resultados encontrados por outros autores para outras espécies
pertencentes género Erica ou para a espécie E. arborea (urze-molar) mas com uma origem
geografica diferente, permitiram verificar que o extrato de urze-molar (E. arborea) da Madeira
apresentou, de um modo geral, um dos mais elevados conte(ldos em compostos fenolicos totais.

Dakiche et al. (2016) avaliaram o teor de fendis totais de um extrato de metanol/agua
(70:30 (v/v)) das folhas da Argania spinosa L, planta pertencente a mesma familia do marmulano,
e 0 valor obtido foi de 221,393 + 5,697 mg de EAG/g de extrato seco, resultado semelhante ao
valor obtido neste trabalho. No entanto, os teores de fenois totais obtidos para os extratos de
marmulano da Madeira foram inferiores aos relatados por Silva (2019) para extratos de
marmulano de Cabo-verde (Sideroxylon marginatum) preparados nas mesmas condi¢bes de
extracdo do presente estudo (338,4 £ 7,4 mg EAG/g de extrato seco).

Em relacdo ao silvado (Rubus ulmifolius), Luis et al. (2011) encontraram um valor de
186,8 + 3,8 mg de EAG g de extrato seco para extratos metandélicos obtidos por extracdo Soxhlet
do caule desta planta, valor mais elevado do que o registado no presente estudo. Em contrapartida,
o resultado observado no silvado madeirense foi bastante superior ao obtido no estudo de
Desmiaty et al. (2018), com outras espécies do mesmo género, nomeadamente R. fraxinifolius
(39,0 £ 26,5 mg GAE/g extrato) e R. rosifolius (80,6 + 21,6 mg de EAG/g de extrato).

Bouriche et al. (2017) determinou a quantidade de fendis totais em varios extratos de
Globularia alypum, planta do mesmo género da molarinha e obteve um teor de 185,05 * 0,01
mg de EAG/g de extrato para extratos em metanol 80% e de 173,12 + 0,02 mg de EAG/g de
extrato seco para infusdes aquosas, valores bastantes superiores aos obtidos com a malfurada no
presente estudo.

Em uma pesquisa feita por Razavi & Kenari (2021), analisou-se a influéncia dos métodos
de extracédo no teor de compostos fendlicos de extratos hidroetandlicos da Fumaria parvifora L e
os valores variaram entre 0s 21,03 £ 1,2 e 0s 50,47 + 0,6 mg de EAG/g de extrato, sendo o extrato
obtido pela técnica de extracdo assistido por ultrassom o que teve os melhores resultados. lvanov
et al. (2014), obteve valores entre 20,20 £ 0,2 (F. thuretii) e os 30,30 £ 0,31 mg de EAG /g de
extrato seco (F. oficinalis). Por comparacdo, o teor de fen6is molarinha (Fumaria muralis)
proveniente da Madeira é superior aos valores reportado nesses estudos.

Noutro estudo determinou-se o teor em compostos fenolicos totais de extratos
hidroetandlicos de espécies da familia Lamiaceae como o tomilho, salvia, manjericéo e alecrim
tendo-se obtido valores que variaram entre 14,89 + 0,26 e 123,43 + 0,78 mg EAG/g de extrato
seco (Silva, 2016). O extrato da horteld-de-cabra, planta que pertencente a mesma familia esta
dentro da gama de valores observados por Silva, 2016. Ja Benabdallah et al. (2016) determinaram

0 teor em compostos fendlicos totais de extratos metanolicos de seis espécies de menta da Argélia
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da mesma familia da horteld-de-cabra, e os valores alternaram entre os 14,66 e 0s 43,21 mg de
EAG/ g de extrato seco, bastantes inferiores ao valor determinado na hortela-de-cabra.

As diferencas verificadas entre os resultados obtidos neste estudo e os resultados
publicados por outros autores podem dever-se a diferencas na composicao especifica de cada
espécie ou variedade estudada, bem como a diferencas nas condi¢es de solo e clima em que as
plantas cresceram, na altura em que foram colhidas e ainda a diferencas no procedimento de
extracdo (Che-Sulaiman et al., 2017; Min et al, 2015).

4.3- Quantificacdo dos Flavonoides Totais

A determinagéo dos flavonoides totais foi realizada através do método de complexagao
com o aluminio na presenca do nitrito de s6dio em meio alcalino. A figura 4.2 apresenta a reta de
calibracéo de catequina, utilizada na quantificagdo dos flavonoides totais das plantas medicinais

em estudo, encontrando-se os resultados obtidos para as diferentes amostras na tabela 4.3.
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Figura 4.2-Reta de calibracéo de catequina utilizada na determinagao dos flavonoides totais.

Tabela 4.3-Teor em flavonoides totais nas diferentes amostras testadas

Amostra Flavonoides totais (mg EC/g extrato seco)
Urze-molar 183,652 + 4,50
Marmulano (folha) 57,38°+ 1,19
Marmulano (ramo) 73,57° + 3,54
Marmulano (casca) 51,60% + 3,39
Hortel-de-cabra 51,41 + 6,42
Malfurada 48,42 + 3,33
Silvado 43,249+ 423
Molarinha 33,16° + 3,49

EC: Equivalentes de catequina, os valores apresentados representam a média + desvio padréo. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Através da analise dos resultados obtidos, é verificavel uma diferenca significativa do
teor em flavonoides totais entre os diferentes extratos estudados. Os valores variaram entre 0s
33,16 e 0s 183,65 mg de equivalentes de catequina por g de extrato seco, sendo que os valores
referentes aos extratos de marmulano casca, horteld-de-cabra e malfurada ndo sao
significativamente diferentes entre si (p>0,05), situacao que se opBe aos restantes valores.

O teor de flavonoides mais elevado foi mais uma vez verificado no extrato de urze-molar,
seguido do ramo de marmulano, sendo os extratos de silvado e molarinha os que apresentaram 0s
teores mais baixos. Neste caso, o teor de flavonoides da urze-molar foi cerca de 6 vezes superior
ao extrato de molarinha, 4 vezes superior aos extratos de malfurada, silvado e horteld-de-cabra e
3 vezes superior aos extratos de marmulano.

Os flavonoides sdo um grupo de compostos fendlicos abundantes na natureza, sendo que
a grande maioria sdo pigmentos de plantas, capazes de exercer uma forte atividade antioxidante
por possuirem propriedades redutoras, de sequestro de radicais, de quelagdo de metais ou de
ativacdo de enzimas antioxidantes (Cos et al., 1998, Saigg & Silva, 2009; Sousa et al., 2007). O
teor em flavonoides das plantas, para além de ser diferente consoante as carateristicas genéticas
especificas de cada espécie, é também influenciado por outros fatores como humidade,
luminosidade, temperatura, etc. Um estudo realizado com folhas da espécie Argania spinosa L.
recolhidas em diferentes locais em Marrocos revelou uma variacdo no teor de flavonoides de
acordo com a época de colheita. Os meses em que foram registados os teores de flavonoides mais
altos, coincidiram com as épocas onde as temperaturas eram mais elevadas (meses de Verdo) Para
além disso, verificou-se que o teor de flavonoides era mais baixo, em locais de clima arido com
pouca precipitacdo e de baixa altitude (Fahmi et al., 2013).

Estudos realizados com extratos metandlicos de E. arborea (urze-molar) proveniente da
Argélia (Guendouze-Bouchefa et al., 2015) e com extratos etanélicos da mesma espécie
proveniente de Marrocos (Amezouar et al., 2013) mostraram valores de 9,5 + 0,1 mg de
equivalentes de quercetina/ g de extrato seco e de 54 mg equivalente de quercetina/g de extrato,
respetivamente. De acordo com Guendouze-Bouchefa et al. (2015) verifica-se uma grande
variacdo entre os teores de flavonoides reportados na literatura para esta espécie que, de acordo
com 0s mesmos autores, se pode dever as diferencas nas condi¢es geograficas e climaticas da
zona onde a planta cresceu.

O método de extracdo € outro dos fatores que pode explicar diferencas encontradas entre
diferentes autores em relagdo ao teor em flavonoides. Razavi & Kenari (2021), fizeram uma
avaliacdo da influéncia dos métodos de extracdo no teor de flavonoides de extratos de Fumaria
parvifora L. Estes autores prepararam extratos hidroetandlicos utilizando extracdo assistida por
ultrassons, extracdo assistida por micro-ondas, extracdo com fluido supercritico e extracdo com

agua subcritica e obtiveram valores entre os 9,45+ 1,2 mg de equivalentes de quercetina/g de
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extrato, para a extragdo com agua subcritica e 0s 13,14 £+ 0,9 mg de equivalentes de quercetina/g
de extrato, para o extrato obtido pela técnica de extracdo assistida por ultrassons.

Asraoui et al. (2021) determinaram a quantidade de flavonoides totais em extratos de
folhas de Globularia alypum L. preparados em cloroférmio e em acetato de etilo e os resultados
comprovaram gue 0s extratos em acetato de etilo (30,2 £ 0.55 pug de EC/mg de extrato seco)
continham quase duas vezes mais flavonoides que os extratos de cloroférmio (18,00 + 0.36 g de
EC/mg de extrato seco). Os valores relatados por Asraoui et al. (2021) foram inferiores aos
encontrados no extrato hidroetandlico da malfurada da Madeira (Globularia salicina).

Dakiche et al., (2016) fez também uma avaliacéo do teor de flavonoides totais do extrato
metandlico das folhas da Argania spinosa L e o valor obtido foi de 66,856 + 3,359 mg de EC/g
de extrato seco, resultado superior ao dos extratos de casca e de folha de marmulano da Madeira,
mas inferior ao resultado observado no extrato de ramo de marmulano. Tal como verificado para
os fendis totais, também no caso dos flavonoides totais, os extratos de marmulano da Madeira
apresentaram teores inferiores aos relatados por Silva (2019) para extratos de marmulano de
Cabo-verde (Sideroxylon marginatum) preparados nas mesmas condi¢des de extracdo do presente
estudo (290,4+ 8,6 mg EC/g de extrato seco).

Um estudo de Abu Bakar et al. (2016), obteve 0s seguintes resultados para 0s extratos
metanolicos (80% (v/v)) dos frutos de varias espécies de silvado: 18,17 + 0,20 mg de EC/g de
extrato seco no R. moluccanus, 5,82 + 0,02 mg de EC/g de extrato seco no R. fraxinifolius e 8,88
+ 0,53 mg de EC/g de extrato seco no R. alpestris. Tais valores sdo inferiores aos encontrados no
presente estudo e podem indicar que os flavonoides tém tendéncia em se depositar em maior
guantidade nas folhas e no caule.

Vabkova et al. (2010), encontraram valores para varias cultivares da familia Lamiaceae,
a mesma que da horteld-de-cabra (Cedronella canariensis), e o0s resultados obtidos mostraram
valores entre 164,2 e 291,2 g de EC/100 g de extrato fresco.

Comparando o teor em flavonoides (tabela 4.3) com o teor em fendis totais (tabela 4.2),
verifica-se uma consisténcia em relacéo aos resultados dos valores encontrados para o0s extratos
de urze-molar e marmulano, ou seja, estas plantas apresentaram valores elevados em ambos 0s
ensaios. Um facto interessante é que a hortela-de-cabra, apesar de ter apresentado o teor mais
baixo em fendis totais, apresentou um teor em flavonoides equiparavel com o marmulano casca
e mais elevado do que os extratos de malfurada, silvado e molarinha. Este facto parece indicar
que os flavonoides contribuem mais para o total de fendis da horteld-de-cabra do que para o
mesmo total para os extratos referidos anteriormente.

Para averiguar se existe uma correlacdo entre o teor de fendis e o teor de flavonoides,
realizaram-se vérias correlacGes lineares, com recurso ao coeficiente linear de Pearson (Anexo ).

O coeficiente linear de Pearson, é um coeficiente que mede a intensidade de associagdo linear
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entre as variaveis e pode tomar valores entre -1 e 1, sendo que quanto mais proximo de 1 for este
coeficiente, mais forte é a correlacdo positiva entre as varidveis (Mukaka, 2012).

O valor do coeficiente de Pearson para a correlacdo entre o teor em fendis totais e o teor
em flavonoides totais dos extratos das plantas estudadas (tabela 4.4) indica a existéncia de uma
correlacdo forte entre o teor de fendis totais e o teor de flavonoides totais. Os resultados obtidos
para estes dois ensaios apontavam nesse sentido, uma vez que 0s extratos com maior teor em

fendis apresentaram também o maior teor em flavonoides.

Tabela 4.4-Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre a composicdo em fendis totais e em flavonoides dos

extratos estudados

Fendis Flavonoides
Fendis? 1
Flavonoides? 0,716 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco

4.4- Determinacdo da capacidade antioxidante dos diferentes

extratos

Uma vez que ndo existe um método universal para analisar a atividade antioxidante de
uma amostra, por esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos, aplicaram-se diversos
ensaios para avaliar o potencial antioxidante dos extratos. Assim, realizaram-se dois ensaios de
determinacgdo da capacidade de sequestro de espécies radicalares (sequestro dos radicais DPPHe
e anido superdxido) e dois ensaios de determinacdo da capacidade redutora (ensaios FRAP e
CUPRAC).

4.4.1-Determinacao da capacidade de sequestro do radical DPPHe

A tabela 4.5 apresenta os resultados da avaliagdo da capacidade dos varios extratos para
sequestrar o radical DPPHe. Os resultados estdo expressos em ICso, que indica a concentracdo de
extrato necessaria para desativar em 50% o radical DPPHe. O controlo positivo do ensaio foi
realizado com &cido ascorbico.

O é&cido ascorbico (vitamina C) € um composto quimico que ocorre naturalmente em
muitos frutos e vegetais frescos. E um antioxidante muito utilizado na indGstria alimentar, cuja
func&o é retardar as reacGes oxidativas que possam ocorrer nos alimentos e evitar o escurecimento
de frutas e sumos, aumentando assim o seu tempo de vida atil (ASAE, 2022; Frankel, 1996). O
resultado obtido para o 1Cso do &cido ascorbico neste ensaio foi de 11,78 + 0,25 pg/mL, valor que

é conforme com o relatado na literatura (Zadra et al., 2012).
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Tabela 4.5-Capacidade de sequestro do DPPH- das diferentes amostras

Amostra DPPH:-1Cso (ng/mL)
Urze-molar 2,352+ 0,04
Marmulano (folha) 61,00+ 1,52
Marmulano (ramo) 55,77°+ 2,36
Marmulano (casca) 94,879+ 2,37
Hortel3-de-cabra 148,76¢ £ 2,16
Malfurada 142 48°¢ £ 6,51
Silvado 64,09+ 1,54
Molarinha 188,017 + 4,02

Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05).

Através dos dados apresentados na tabela 4.5, todos os extratos conseguiram inibir o
radical DPPH+s em mais de 50%, e, por isso, foi possivel determinar a quantidade de amostra
necessaria para sequestrar 50% do radical DPPHe presente na mistura reacional (ICso) (tabela
4.5). Quanto mais pequeno for este valor, maior sera a capacidade antioxidante da amostra, uma
vez que um valor mais baixo significa que é necessaria uma quantidade de amostra mais baixa
para se conseguir a mesma percentagem de sequestro. De acordo com o teste Tukey (p<0,05), a
maior parte das amostras diferiram de forma significativa, exceto o marmulano folha e o silvado
e a hortela-de-cabra e a malfurada (p>0,05). O extrato hidroetandlico da urze-molar apresentou
um valor de ICso de 2,35 pg/mL, muito inferior ao dos restantes extratos analisados.
Contrariamente, o extrato de molarinha apresentou o valor mais elevado de ICs (188,01 pg/mL).
Assim, a urze-molar € o extrato com maior atividade antioxidante, uma vez que necessita de uma
menor guantidade para provocar metade da resposta maxima. Para além disso, a sua atividade
antioxidante foi bastante superior ao do acido ascorbico, conservante utilizado nos alimentos,
visto que o valor do 1Cs foi inferior ao do controlo positivo. Este resultado sugere que o extrato
de urze-molar poderé ser uma boa alternativa aos conservantes convencionais. De acordo com 0s
resultados obtidos neste ensaio para a capacidade de captura de 50% dos radicais livres DPPHe
presentes em solucéo, as plantas estudadas posicionam-se pela seguinte ordem decrescente: urze-
molar>marmulano (ramo>folha>casca) > silvado> malfurada >hortel&d-de-cabra >molarinha.

A elevada atividade antioxidante obtida com o extrato urze-molar est4 de acordo com os
resultados de Ay et al. (2007), que verificaram que os extratos de urze da Turquia (Distrito de
Karakdy) apresentaram um potencial antioxidante superior ao do antioxidante sintético
hidroxitolueno butilado (BHT). Pavlovic et al. (2009), também constataram uma atividade
antioxidante elevada em varias plantas da familia Ericaceae, sendo que os valores do ICs
oscilaram entre 7,11 e 0s 13,44 pg/mL, resultados superiores aos encontrados no presente trabalho
para o extrato de urze-molar e, por isso, a atividade antioxidante do extrato de urze-molar em
estudo é mais elevada do que os extratos das urzes estudadas por Pavlovic et al. (2009).

Um estudo Hebi & Eddouks (2019), obteve o valor de ICso de 248,27 pg/mL para um

extrato aquoso de folhas de Argania spiniosa L., planta da mesma familia do marmulano. Este
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extrato apresentou um potencial antioxidante inferior ao do antioxidante sintético BHT. Estes
dados demostram que a capacidade de sequestro do radical DPPH pelos extratos de marmulano
em estudo é bastante superior a do extrato do estudo referido anteriormente. Para além da
diferenca da espécie, a diferenca do solvente (extrato aquoso versus hidroetandlico) também pode
contribuir para a diferenca de atividade antioxidante verificada.

O resultado obtido pelo silvado ficou aquém do esperado (1Cso=64,09+ 1,54 pg/mL), uma
vez que o valor do ICsp reportado por Dall’Acqua et al. (2008) para extratos metanolicos de
silvado (R. ulmifolius) foi bastante inferior (ICso = 5,10 £ 0,5 pg/mL), sugerindo que o R.
ulmifolius da Sardenha (Italia) possa ter um poder antioxidante superior ao do madeirense.

Num estudo realizado por Asraoui et al. (2021) verificou-se a presenca de atividade
antioxidante detetada através do ensaio do DPPH (ICs= 12,3 + 3,83 pg/mL), em extratos de
acetato de etilo da Globularia alypum L. O extrato de malfurada (Globularia salicina) em estudo
apresentou um valor de 1Cso bastante superior, sugerindo que a extragdo em acetato de etilo possa
ser mais eficaz em extrair 0s compostos bioativos das espécies deste género do que o etanol 70%.
No entanto, as diferencas entre espécies e origens geograficas também pode contribuir para
explicar as diferengas observadas.

Ivanov et al. (2014) analisou a atividade antioxidante de cinco espécies do género
Fumaria colhidas na Bulgéria e verificou que o extrato etandlico de F. officinalis foi o extrato
com maior atividade antioxidante no ensaio do DPPH (ICso= 2,39 £ 0,04 mg/mL). Ja Edziri et al.
(2020) estudaram a atividade antioxidante de extratos de F. officinalis da Tunisia, preparados em
diferentes solventes, nomeadamente acetato de etilo, cloroférmio, metanol e éter de petréleo, e
verificaram que o extrato metandlico foi o0 que apresentou maior atividade antioxidante no ensaio
do DPPH (ICsp= 2,5 = 0,57 pug/mL). O valor obtido para o extrato de molarinha (F. officinalis) da
Madeira esta entre os valores reportados por estes dois autores.

Zorzetto et al. (2015) avaliaram a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de
Cedronella canariensis var. canariensis L. pelo mesmo método e os resultados ndo foram nada
satisfatorios, ja que os 6leos essenciais apresentaram um ICso de 615,5 pg/mL, valor que foi cerca
de 500 vezes mais baixo do que o do Trolox, antioxidante bastante utilizado na industria
cosmética, e cerca de quatro vezes inferior ao do extrato hidroetan6lico de horteld-de-cabra deste
trabalho.

De forma a estabelecer relacGes entre o teor em fendlicos totais e em flavonoides totais
das amostras estudadas e a sua respetiva capacidade de sequestro do radical DPPH, efetuaram-se
correlacdes lineares entre estes parametros, podendo observar-se os valores do coeficiente de

Pearson na tabela 4.6.
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Tabela 4.6-Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢do quimica e o ensaio do DPPHe para as varias

amostras em estudo

Fendis Flavonoides | DPPH
Fendis? 1
Flavondides® 0,716 1
DPPH® -0,878 -0,722 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco; ¢) 1Csopg/mL

Verifica-se a existéncia de uma correlacdo fortemente negativa entre o teor de fendis e
em flavonoides totais e a atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH. A existéncia de
correlacdes fortemente negativas entre o teor em fendis totais e os valores de DPPH foi igualmente
verificada por outros autores (Indradi et al., 2017) De facto, os extratos com maior teor de fendis
totais e em flavonoides totais (urze-molar e marmulano) foram os que apresentaram valores de
DPPH mais baixos, indicando assim que os polifendis, e, em particular os flavonoides possam
contribuir significativamente para a atividade antioxidante detetada. Os valores obtidos indicam
a existéncia de uma correlacdo mais forte entre o teor em fenois totais e a atividade de sequestro
do radical DPPHe* do que entre o teor em flavonoides e a mesma atividade de sequestro. I1sto pode
indicar que existam outros polifenois, como por exemplo os acidos fendlicos, que também
contribuam de forma significativa para a capacidade antioxidante dos extratos (Santi et al., 2014).

No entanto, a relagdo entre a atividade antioxidante e os compostos fendlicos pode ndo
ser s6 quantitativa, ou seja, para além de se poder relacionar com a concentracdo de compostos
bioativos presentes no extrato, a atividade antioxidante pode também estar relacionada com a
estrutura quimica especifica dos compostos presentes. Com efeito, 0s compostos bioativos ndo
possuem todos a mesma atividade antioxidante, pelo que um aumento da concentracdo de um
determinado composto ndo significa um aumento proporcional da atividade antioxidante. Por
exemplo, o nimero de grupos hidroxilos livres presentes numa molécula é uma caracteristica
importante para doar &tomos de hidrogénio, um dos mecanismos que pode estar envolvido no
sequestro do radical DPPHe e de outras espécies radicalares (Santi et al., 2014).

Por outro lado, quando se procede a avaliacdo da atividade antioxidante de um extrato
complexo, é necessario considerar os efeitos sinérgicos ou antagénicos entre os diversos
compostos presentes, 0 que torna ndo so, a atividade antioxidante dependente da concentracéo de
cada composto, mas também da interacdo entre os diferentes compostos (Sanjust et al., 2008).

Por altimo, é ainda necessario considerar a possibilidade de existéncia nos extratos de
outros compostos bioativos que possam contribuir para a atividade antioxidante, como por

exemplo os compostos terpénicos, alcaloides ou os carotenoides (Sanjust et al., 2008).
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4.4.2-Determinacéo da atividade de reducao do Fe (111) a Fe (Il) pelo
ensaio FRAP

Os valores FRAP das amostras testadas foram determinados por interpolacéo de uma reta

de calibracdo realizada com acido ascérbico (figura 4.3), e encontram-se na tabela 4.7.
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Figura 4.3-Recta de calibracéo de 4cido ascdrbico para o ensaio FRAP.

Tabela 4.7- Valores obtidos com os diferentes extratos no ensaio FRAP

Amostra FRAP (ug EAA/g extrato seco)
Urze-molar 115,58 + 1,58
Marmulano (folha) 153,41% £ 5,96
Marmulano (ramo) 142,01+ 0,30
Marmulano (casca) 118,34+ 2,85
Horteld-de-cabra 47,94% + 1,06
Malfurada 44,05% + 1,32
Silvado 78,35°+ 4,28
Molarinha 16,867 + 0,18

EAA: equivalentes de acido ascdrbico. Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Apbs a analise dos resultados obtidos, verifica-se que os diferentes extratos apresentam
valores de FRAP que variaram entre os 16,86 e os 153,41 ug EAA/g de extrato seco, sendo que a
maioria dos resultados apresentou diferengas significativas entre si (p<0,05), a exce¢do dos
valores obtidos entre os diferentes extratos de folha e ramo de marmulano e o extrato de urze
molar e de casca de marmulano (p>0,05). O menor valor foi obtido no extrato de molarinha e o
valor mais elevado nos extratos de marmulano (folha e ramo), sendo que o extrato de folha de
marmulano apresentou um valor de FRAP cerca de dez vezes superior ao extrato de molarinha.

Outros trabalhos ja tinham demonstrado a presenca de atividade FRAP em algumas das

espécies estudadas, mas com outras origens geograficas. Assim, Amezouar et al. (2013),
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realizaram um extrato metandlico de Erica arborea da regido de Marrocos e obtiveram no ensaio
de FRAP um valor de 9,48 + 0,05 mg de equivalentes de vitamina E por grama de extrato seco.
Extratos etanolicos de F. officinalis da Bulgéria revelaram uma atividade FRAP de 161,48 + 2,67
mmol equivalentes de trolox por grama de extrato seco (lvanov et al., 2014; Al-Snafi, 2020).
Zorzetto et al. (2015) obtiveram no ensaio de FRAP realizado com Gleo essencial de Cedronella
canariensis um valor de 3,8 £1,4 umol de equivalentes de trolox por grama de extrato seco. Mais
uma vez a comparagdo dos valores obtidos com os dados da literatura é bastante complicada,
devido a diferenca na forma como se expressam os resultados (mg equivalentes de vitamina E,
mmol equivalentes de trolox ou pg EAA).

Da mesma forma outras espécies do género das espécies em estudo também j& tinham
revelado atividade FRAP. Assim, Srisupap & Chaicharoenpon (2021) estudaram a atividade
antioxidante por diferentes ensaios nos extratos aquosos e metandlicos de diferentes partes da
planta (caule, folhas, frutos, sementes e madeira) de Manilkara kauki, uma planta pertencente a
mesma familia do marmulano. Os ensaios do FRAP mostraram que no geral os extratos
metandlicos tiveram maior atividade antioxidante do que os extratos aquosos, sendo que 0s
valores variaram entre 11,96 e 211,59 mg de TE por grama de planta seca nos extratos metanélicos
e entre 4,19 e 219,37 mg de TE por grama de planta nos extratos aquosos. Hanene et al. (2010)
realizaram extratos de Globularia alypum em diferentes solventes e obtiveram valores de FRAP
de 8,9 mM de equivalentes de trolox para o extrato aquoso, 8,5 mM de equivalentes de trolox
para o extrato metandlico, 5,8 mM de equivalentes de trolox para o extrato de acetato de etilo e
1,1 mM de equivalentes de trolox para o extrato de éter de petréleo.

Procedendo-se a comparagdo entre os valores obtidos para o teor em fenais totais (tabela
4.2), o teor em flavonoides totais (tabela 4.3), os valores do ensaio de DPPH (tabela 4.5) os valores
do ensaio FRAP (tabela 4.7) é possivel verificar-se que a ordem se alterou ligeiramente, ou seja,
os valores mais altos foram sempre obtidos com os extratos de marmulano e de urze-molar, porém
o0s extratos de folha e ramo de marmulano tiveram uma atividade FRAP superior ao do extrato de
urze-molar, apesar de terem apresentado um teor inferior em compostos fendlicos totais.

Além do mais, no ensaio FRAP o extrato de horteld-de-cabra teve uma atividade
antioxidante semelhante ao de malfurada, tal como no ensaio DPPH, apesar de ter menor teor de
fendis totais. Este facto pode estar relacionado com o tipo de fendis presentes, uma vez que, como
ja foi referido anteriormente, a atividade antioxidante varia com a estrutura quimica de cada
composto. Ja a molarinha teve uma atividade antioxidante muito fraca, tal como no ensaio de
DPPH.

Na tabela 4.8 podem observar-se os valores do coeficiente de Pearson para as correlagdes
entre o teor em fendis e em flavonoides e o valor de FRAP, bem como entre a atividade de
sequestro do radical DPPH- ¢ a atividade de FRAP.
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Tabela 4.8-Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre o teor em fendis totais, flavonoides totais, capacidade de
sequestro do radical DPPH- e 0 ensaio FRAP

Fendis Flavonoides | DPPH FRAP
Fendis? 1
Flavonoides® 0,716 1
DPPH® -0,878 -0,722 1
FRAPA 0,882 0,387 -0,817 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco; ¢) ICsopg/mL; d) ug EAA/g de extrato seco

Mais uma vez, os valores obtidos indicam a existéncia de uma correlacdo mais forte entre
o teor em fendis totais e a atividade de FRAP do que entre o teor em flavonoides totais e a mesma
atividade. Esta forte correlacdo sugere o envolvimento dos polifendis na atividade de FRAP. A
existéncia de correlacdes fortemente positivas entre o teor em fendis totais e os valores de FRAP
foi igualmente verificada por outros autores (Qader et al., 2011).

A mais baixa correlacdo verificada entre os flavonoides totais e a atividade de FRAP, para
além de poder estar relacionada com todos os fatores ja descritos no caso do ensaio de sequestro
do radical DPPHe, pode ainda indicar que existam outros polifendis, como por exemplo os acidos
fenolicos e taninos que também contribuam de forma significativa para a capacidade redutora do
extrato. Muniyandi et al. (2019) referem que, para além dos flavonoides, os acidos fenélicos e o0s
taninos também contribuem fortemente para a atividade antioxidante de extratos naturais.

Por dltimo, a elevada correlacdo negativa que se verifica entre os dois ensaios
antioxidantes (FRAP e DPPHe) pode sugerir o envolvimento, pelo menos parcial, dos mesmos

compostos nos diferentes ensaios.

4.4.3- Determinacao da reducéo do Cu (I1) pelo ensaio CUPRAC

Os valores CUPRAC das amostras testadas foram determinados por interpolagdo de uma

reta de calibracdo realizada com &acido ascoérbico (figura 4.4) e encontram-se representados na

tabela 4.9.

1,000
.

0,800 0.
E 0,600
c e
5 0,400 K O y =0,0198x + 0,0577
Y o R2 =0,9926
< 0200 _— 4

°®
0,000
0 10 20 30 40 50

Acido ascorbico (micromolar)

Figura 4.4- Reta de calibracéo de acido ascorbico para a realizacdo do ensaio CUPRAC
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Tabela 4.9-Valores obtidos com as diferentes amostras no ensaio CUPRAC

Amostra CUPRAC (ug EAA/g extrato seco)
Urze-molar 184,25* + 0,85
Marmulano (folha) 116,06+ 2,71
Marmulano (ramo) 127,08 + 2,39
Marmulano (casca) 77,61+ 7,46
Horteld-de-cabra 62,377 +1,71
Malfurada 62,597+ 0,23
Silvado 95,43+ 0,83
Molarinha 21,069+ 0,75

EAA: equivalentes de acido ascorbico. Os valores apresentados representam a média + desvio padrao. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Analisando os resultados obtidos na tabela 4.9, verifica-se que, no geral, os valores de
CUPRAC das amostras sao significativamente diferentes (p<0,05), a excecdo dos resultados
obtidos entre os extratos de horteld-de-cabra e malfurada, que mais uma vez apresentaram
semelhancas entre si (p>0,05). Os valores oscilaram entre os 21,06 e os 184,25 ug EAA/g extrato
seco, sendo 0 menor valor pertencente ao extrato de molarinha e o maior ao extrato de urze-molar.

Outros trabalhos ja tinham demonstrado a presenga de atividade CUPRAC em algumas
das espécies estudadas, mas com outras origens geograficas ou em outras espécies do género das
espécies em estudo. Assim, Suna et al. (2018) reportaram valores de 21,09 + 1,65 pumol de
equivalentes de trolox/mL no ensaio CUPRAC em extratos de cha carbonatados de Erica arborea.
Sariburun et al. (2010), obtiveram resultados distintos de CUPRAC em diferentes extratos
proveniente de varios cultivares de frutos da Rubus idaeus, com os valores a oscilarem entre 0s
47,16 e 0s 108,04 umol equivalentes de trolox/g de extrato seco. J& Rodriguez-Pérez et al. (2019)
encontraram valores de 250,82 + 4,62 mg equivalentes de trolox/g de extrato e 245,15 + 5,52 mg
equivalentes de trolox/g de extrato para extratos aquosos de G. orientalis e de G. trichosantha,
respetivamente. lvanov et al. (2014), obtiveram valores de CUPRAC a variar entre 344,55+ 1,17
mM equivalentes de trolox/g de extrato seco num extrato hidroetanolico de F. thuretii e 0s 625,67
+ 7,44 mM mM equivalentes de trolox/g de extrato seco num extrato hidroetandlico de F.
offiicinalis. Apak et al. (2006), estudou a atividade antioxidantes nos chas de algumas plantas
através do método de CUPRAC e obteve o valor de 0,99 mmol equivalentes de trolox/g no cha
de erva-cidreira (Melissa officinalis), planta pertencente & mesma familia da hortela-de-cabra.
Mais uma vez os resultados encontrados na literatura s&o dificeis de comparar com o presente
trabalho, devido a diferenca de unidades em que os resultados se encontram.

Na tabela 4.10 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlagdes
entre o teor de fenois e flavonoides totais, a capacidade de sequestro do DPPH, o ensaio FRAP e
0 ensaio de CUPRAC.
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Tabela 4.10- Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre a composicdo quimica e a atividade de sequestro do
radical DPPH e os ensaios FRAP e CUPRAC

Fendis Flavonoides DPPH FRAP CUPRAC
Fendis? 1
Flavonoides® 0,716 1
DPPH® -0,878 -0,722 1
FRAPA 0,882 0,387 -0,817 1
CUPRACH 0,895 0,852 -0,963 0,749 1

a)mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco; c) ICso pg/mL; d) pg EAA/g de extrato seco.

Verifica-se a existéncia de uma correlacdo fortemente positiva entre o teor de fenois e
em flavonoides totais e a atividade antioxidante determinada pelo ensaio CUPRAC e também
entre os ensaios FRAP e CUPRAC. Os valores obtidos indicam a também a existéncia de uma
correlagdo negativa mais forte entre a atividade do DPPH e a atividade de CUPRAC do que entre
0 a atividade do DPPH e a atividade de FRAP. A existéncia de correlagdes fortemente positivas
entre o teor em fendis totais e flavonoides totais e os valores de CUPRAC foi igualmente
verificada por outros autores (Guler & Turgut, 2021). No entanto, a correlacdo entre os valores
de FRAP e CUPRAC foi mais baixa, em comparagdo com o estudo de Danis et al. (2016).

Comparando os resultados do ensaio CUPRAC com os do ensaio FRAP, verifica-se
alguma discordancia, ja que ordem de atividade dos extratos ndo foi idéntica. Enquanto no ensaio
FRAP o extrato com maior atividade antioxidante foi o de folha de marmulano, no ensaio
CUPRAC o extrato de urze-molar foi o que apresentou maior capacidade redutora. Esta
discordancia pode indicar de que 0s compostos responsaveis pelas atividades FRAP e CUPRAC
ndo sejam maioritariamente 0s mesmaos, ou seja, outros compostos possam ser responsaveis pela
capacidade redutora, como por exemplo, antioxidantes do tipo tiol (Apak et al., 2004).

Em relacdo aos ensaios de ferro, 0 CUPRAC tem a vantagem de conseguir detetar
antioxidantes do tipo tiol (glutatido cisteina, etc). Por outro lado, o facto do potencial redox para
o par Cu (I)-neocuproina /Cu(l)-neocuproina ser inferir ao do Fe (I11)/Fe (II) com os respetivos
ligandos do FRAP, faz com que determinados compostos interferentes, tais como agucares
simples ou &cido citrico ndo possam ser reduzidos no CUPRAC. Este método é insensivel aos
pardmetros como luz solar, pH e humidade e pode ainda medir simultaneamente antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos (Apak et al., 2004; Apak et al., 2007).

4.4.4- Determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido

superodxido detetada pela diminuicdo da formacéo de formazano

Todas as amostras apresentaram capacidade de sequestrar o radical anido superoxido,

uma vez que, todas as amostras conduziram a uma diminui¢cdo da velocidade de formacgdo do
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formazano, resultante da reducdo do NBT?" pelo radical anido superdxido. Esta diminuicdo
demonstra que as amostras possuem compostos antioxidantes, capazes de captar o radical anido
superdxido gerado pelo sistema NADH/PMS, causando, deste modo, uma diminuicao da extensao
de reducdo da NBT?*, com uma consequente diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a
560 nm. Esta atividade é particularmente importante, uma vez que a formacdo desta espécie
radicalar ocorre in vivo.

A diminuigdo da velocidade de reducdo do NBT?" aumentou com o aumento da
quantidade de amostra presente na mistura reacional até se atingir um patamar de saturagdo. A
realizacdo das curvas de percentagem de inibicdo da formagdo de formazano em funcdo da
concentracdo de amostra presente na mistura reacional, na qual se verificou essa percentagem de
inibicdo, permitiu calcular a quantidade de amostra responsavel por 50% de inibi¢do da formacao
de formazano, ou seja, 0 ICso para as diferentes amostras (tabela 4.11).

Tabela 4.11-Valores de ICso obtidos na determinacdo da capacidade de sequestro do superdxido nas diferentes

amostras.
Amostra Superéxido- 1Cso (ug/mL)
Urze-molar 6,54° + 0,65
Marmulano (folha) 3,258+ 0,52
Marmulano (ramo) 6,56 + 0,33
Marmulano (casca) 7,05 + 0,56
Horteld-de-cabra 215,179+ 19,40
Malfurada 390,85° + 19,87
Silvado 66,89°+ 4,13
Molarinha 535,337+ 50,46
Acido galico (controlo positivo) 12,16 + 1,27

Os valores apresentados representam a média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05).

Analisando os dados da tabela 4.11, é possivel observar que a maioria das amostras
apresentaram diferentes significativas, tendo sido observadas semelhancas nos resultados obtidos
entre os extratos de urze-molar, marmulano (casca) e 0 marmulano (ramo). Respetivamente aos
valores de 1Cso, é possivel observar que os valores variaram entre os 3,25 e os 535,33 pg/mL. O
extrato de marmulano (folha) apresentou o menor valor de ICsp, Ou seja, teve maior capacidade
de sequestro do radical anido superoxido, uma vez que conseguiu uma maior taxa de inibicdo com
menor concentracdo de amostra, significando que é o antioxidante mais eficaz. Os extratos de
marmulano (ramo), urze-molar e marmulano (casca) também apresentaram uma boa capacidade
de sequestro deste radical. Destaque ainda para os extratos de marmulano e urze-molar que
superaram a atividade antioxidante do controlo positivo, comprovando serem uma alternativa aos
antioxidantes convencionais. Mais uma vez, o extrato de molarinha foi 0 que apresentou uma
atividade antioxidante mais baixa, uma vez que foi o que apresentou o valor de ICso mais elevado,

significando por isso que é necessaria uma maior quantidade desta amostra para se atingir os 50%
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de inibicdo. Na tabela 4.12, podem-se observar os valores de coeficiente de Pearson para as
correlacdes entre o teor de fendis e flavonoides totais e todos os ensaios de atividade antioxidante

realizados.

Tabela 4.12-Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢éo quimica e atividade antioxidante dos
extratos estudados

Fenois Flavonoides | DPPH FRAP | CUPRAC | Superoxido
Fenois® 1
Flavonoides® 0,716 1
DPPH® -0,878 -0,722 1
FRAPH 0,882 0,387 -0,817 1
CUPRAC! 0,895 0,852 -0,963 0,749 1
Superdxido® -0,756 -0,438 0,874 -0,902 -0,782 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco; ¢) ICso ug/mL; d) pg EAA/g de extrato seco.

Analisando a tabela 4.12, observa-se uma correlagdo fortemente positiva entre o ensaio
de DPPH e o ensaio Superoxido. Em contrapartida, verifica-se uma correlagdo fortemente
negativa entre o0 ensaio Superoxido e o ensaio FRAP, existindo também correlagdes negativas
fortes entre 0 ensaio Superoxido e o ensaio CUPRAC bem como entre 0 ensaio Superdxido e o
teor de fenois. Por outro lado, verificou-se a existéncia de uma fraca correlagdo negativa entre o
teor em flavonoides totais e a atividade da sequestracdo do anido superoxido, que pode indicar
que outros polifendis, como por exemplo os taninos (Gilgin et al., 2010), sejam maioritariamente
responsaveis pela capacidade de sequestro deste radical.

E reconhecido, por exemplo, que as propriedades antioxidantes da hortela-de-cabra n&o
advém apenas dos polifendis, mas advém, igualmente de compostos terpénicos que existem nestas
plantas (Lopez-Garcia et al., 1992; Zorzetto et al., 2015). Apesar de néo se ter efetuado nenhuma
quantificagdo destes compostos no extrato de horteld-de-cabra, a sua presenca é bastante provavel
devido ao odor caracteristico que esta apresentava. Desta forma, € possivel que os compostos
terpénicos da horteld-de-cabra contribuam de forma significativa para o sequestro do radical anido

superdxido.

4.5- Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos diferentes extratos foi avaliada através de duas técnicas:

O ensaio de difusdo em agar e 0 ensaio pelo método de microdiluicdo em meio liquido.
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45.1- Determinagdo da atividade antimicrobiana pelo método de
difusdo em agar

A atividade antimicrobiana avaliada através do método de difusdo em agar foi
determinada pela medicéo dos halos de inibigdo, em milimetros, em volta dos pogos onde
as diferentes amostras foram colocadas. Os resultados encontram-se representados nas
figuras 4.5 a 4.10 e na tabela 4.13. Este ensaio teve como objetivo testar a sensibilidade

dos microrganismos a cada um dos extratos na sua concentracdo maxima (20 mg/mL).

Figura 4.5- Resultados obtidos na determinacdo da atividade antimicrobiana contra S.aureus.
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-
molar; MR-Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil-
Silvado

Figura 4.6- Resultados obtidos na determinac&o da atividade antimicrobiana contra MRSA.
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-
molar; MR-Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil-
Silvado
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Figura 4.7- Resultados obtidos na determinagéo da atividade antimicrobiana contra B. cereus.
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-

molar; MR-Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil-
Silvado

Figura 4.8- Resultados obtidos na determinagéo da atividade antimicrobiana contra S. epidermidis.
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-molar;
MR-Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil- Silvado
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Figura 4.9- Resultados obtidos na determinagéo da atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-molar; MR-
Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil- Silvado

Figura 4.10- Resultados obtidos na determinagdo da atividade antimicrobiana contra E. faecalis
C-controlo (etanol 70%); Malf- Malfurada; Mol-Molarinha, HC-Hortela de cabra; Urze-Urze-molar; MR-
Marmulano (ramo); MF-Marmulano (folha); MCasca- Marmulano (Casca); Sil- Silvado
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Urze-molar
Marmulano (folha)
Marmulano (ramo)
Marmulano (casca)

Hortela-de-cabra

Malfurada

Silvado

Molarinha

Etanol 70%
(controlo negativo)

S. aureus

ATCC 6538

142211
13248 40
1220811

11%0C + 1
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MRSA

ATCC 33591

132+ 0
1208 + 1
12308 + 1

11%C ¢ 1

1198 ¢ 1

B. cereus

ATCC 11778

1504+ 1
14248 + 1
1328+ 1
10*¢ + 0
10°+0
11°+1

1190C ¢ 1

8P +1

S. epidermidis
ATCC 1228

118+ 0
12°A+0
115048 1 1

10°0C £ 1

12%A8 1 1

L. monocytogenes
ATCC 15313

Zona de Inibicao (mm)
114+ 1
1184+ 1
11°¢A £ 0

9B x1

E. faecalis
ATCC 29212

104+ 1
10°4B +1
108 +0

8°C+0

E. coli
ATCC 8732

S. Choleraesuis
ATCC 10708

Tabela 4.13- Diametro dos halos de inibicdo (mm) obtidos através do método de difusdo em agar com extratos em estudo na concentracdo de 20 mg/mL

Microrganismo
Amostras

P. aeruginosa
ATCC 9027

C. albicans
ATCC 10231

() - Sem halos de inibicéo. Os valores apresentados representam a média + desvio padréo. Letras minUsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre a atividade contra

os diferentes microrganismos para 0 mesmo extrato (p<0,05) (diferencas na mesma linha). Letras mailsculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre a atividade

antimicrobiana dos diferentes extratos para 0 mesmo microrganismo (p<0,05) (diferencas na mesma coluna).
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Segundo os dados obtidos, é possivel observar a existéncia de diferengas significativas
entre os resultados (p<0,05). Neste ensaio, é possivel reparar que nenhum dos extratos teve a
capacidade de inibir o crescimento das bactérias Gram-negativas estudadas (E. coli, Salmonella
Choleraesuis e P. aeruginosa), bem como da levedura C. albicans, uma vez que nao foi possivel
observar nenhum halo de inibicdo. Por sua vez, os extratos de urze-molar e marmulano foram
capazes de inibir o crescimento de todas as bactérias Gram-positivas estudadas (S. aureus, S.
epidermidis, E. faecalis, MRSA, B. cereus e L. monocytogenes). Os extratos de malfurada,
horteld-de-cabra e molarinha apenas apresentaram atividade antimicrobiana contra a B. cereus. J&
o silvado conseguiu inibir o crescimento da S. aureus, MRSA, B. cereus e L. monocytogenes.

Os resultados do ensaio de difusdo em agar sdo dependentes da capacidade de migracao
dos compostos ativos do extrato no agar, sendo que a auséncia de halo pode significar auséncia
de atividade ou auséncia de migragdo. No entanto, neste caso, a auséncia de halo e inibi¢cdo quando
se testaram as bactérias Gram-negativas ou a C. albicans ndo se pode atribuir a auséncia de
migracgao, uma vez que 0S Compostos mostraram conseguir migrar no agar quando se testaram as
bactérias Gram-positivas.

Alves et al. (2000), ao testarem a atividade antimicrobiana de plantas medicinais do
cerrado brasileiro (5 mg/pogo), classificaram os extratos como ativos inativos quando o halo de
inibicdo foi inferior a 9 mm, parcialmente ativos quando o halo de inibi¢&o se encontrava entre 9
e 12 mm, ativo quando o halo de inibicdo se encontrava entre 13 e 18 mm e muito ativo quando
o0 halo era superior a 18 mm. Utilizando a mesma classificacéo, apesar de no presente trabalho se
ter aplicado uma concentragéo inferior no poco (45 pL de uma solugdo 20 mg/mL, ou seja 0,9
mg/poco), é possivel classificar o extrato de urze-molar como ativo contra as bactérias mais
sensiveis (S. aureus, MRSA e B.cereus) e parcialmente ativo nas restantes bactérias Gram-
positivas. O extrato de folha de marmulano pode classificar-se como ativo contra S. aureus e B.
cereus e parcialmente ativo nas restantes bactérias Gram-positivas. O extrato de ramo de
marmulano pode classificar-se parcialmente ativo contra todas as bactérias Gram-positivas
testadas com excecdo da B. cereus onde se mostrou ativo. Ja os extratos de casca de marmulano,
silvado, malfurada e hortela-de-cabra apresentaram, no geral, atividade antimicrobiana
parcialmente ativa nos microrganismos em que foi possivel detetar alguma atividade. O extrato
de molarinha teve uma atividade antimicrobiana inativa na B. cereus, e por isso, foi 0 extrato com
potencial antimicrobiano mais fraco. O microrganismo gque demostrou maior sensibilidade no
teste de difusdo em agar foi o B. cereus, uma vez que a sua atividade microbiana foi inibida por
todos os extratos aplicados. Por outro lado, a E. faecalis foi a bactéria Gram-positiva menos
sensivel aos extratos, pelo facto de se terem obtido halos de inibicdo menores em relagdo as
restantes bactérias testadas.

Comparando com os dados da literatura, a atividade antimicrobiana do extrato de urze-

molar reportada neste estudo foi superior aos extratos de urze testados por Santos (2017). A
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capacidade antimicrobiana de um extrato depende da concentracdo do extrato, das estirpes
bacterianas e do procedimento de elaboragdo dos extratos (Khaled-Khodja et al., 2014). Assim, 0
facto de neste estudo a extracdo ter sido realizada em etanol (70%), e o estudo de Silva (2017) ter
sido realizada em metanol pode contribuir para as diferencas observadas, sugerindo que o etanol
70% seja mais eficiente a extrair os compostos com atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos com os extratos de marmulano foram aquém do esperado em
comparagdo com Silva (2019), que constatou que o extrato de marmulano de Cabo Verde teve
uma atividade antimicrobiana mais forte nas bactérias Gram-positivas (halos entre 13-16 mm) e
que, inclusive, conseguiu inibir o crescimento C. albicans. Neste caso as diferencas ndo podem
ser atribuias a metodologia de extracdo, uma vez que foi exatamente a mesma, mas podem
atribuir-se a diferenca de espécies (Sideroxylon marmulano ou Sideroxylon marginatum) ou de
zona geografica de origem (Madeira ou Cabo Verde).

Segundo alguns estudos, os extratos de silvado apresentaram uma significativa acdo
antimicrobiana contra diversas bactérias e fungos. De acordo com Rana et al. (2013), o extrato
etandlico de folhas de Rubus sanguineus Friv. da Jordania apresentou uma atividade
antimicrobiana muito ativa contra S. aureus (halo de inibicdo de 20 mm) e B.cereus (halo de
inibicdo de 22 mm). Para além disso, 0 extrato também se mostrou muito ativo contra C. albicans
(halo de inibicdo de 20 mm), tendo-se mostrado inativo contra as bactérias Gram-negativas (halo
< 9 mm). As diferencas de espécie, origem geogréafica e metodologia de extracdo podem ser
responsaveis pelas diferencas observadas
soxhlet, de diferentes espécies do género Globularia, nomeadamente G. alypum G. punctata G.
cordifolia e G. meridionalis, colhidas em diferentes localiza¢Ges da Croécia na altura da florag&o.
Todos os extratos testados apresentaram atividade antimicrobiana forte contra S. aureus e fraca
contra B. cereus. Os extratos de algumas espécies conseguiram suprimir o crescimento de outras
bactérias Gram positivas (E. faecalis e B. subtilis) e também Gram-negativas (E. coli, P.
(2022) e os resultados obtidos no presente estudo com a G. salicina da Madeira podem dever-se
ndo s6 a diferencas na espécie, origem geografica e metodologia de extracdo, mas também
diferencas no estado de maturacdo da planta na altura da colheita para analise.

Em relacdo a molarinha, os resultados estdo em concordancia com os reportados por
Erdogrul et al. (2002), uma vez que os extratos analisados também n&o obtiveram atividade
inibitéria contra as bactérias S. aureus, E. coli e L. monocytogenes. Lopez-Garcia et al. (1992)
verificaram que os 6leos essenciais da hortela-de-cabra inibiram o crescimento de diversos
microrganismos (bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos), ao contrario do extrato da

hortela-de-cabra em estudo que s6 inibiu a atividade B. cereus.
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Analisando os resultados obtidos ao longo deste estudo, também € possivel encontrar uma
correlacdo positiva entre a atividade antimicrobiana e o teor em fenois totais e também em
flavonoides dos extratos. De facto, os extratos que possuem maior teor em fendis e
particularmente em flavonoides totais, ou seja, os extratos de urze-molar e folha e ramo de
marmulano, foram também aqueles que apresentaram um potencial antimicrobiano mais forte,
enguanto o extrato que apresentou menor teor em flavonoides totais, o extrato de molarinha, foi
aquele que apresentou uma atividade antimicrobiana mais baixa. Tal facto foi também observado
por Naz et al (2017) em que foi demonstrada a existéncia de ligacdo entre a concentracdo de
flavonoides dos extratos e a sua capacidade antimicrobiana. Segundo Xie et al. (2015), os
flavonoides sdo bem conhecidos como agentes antibacterianos contra uma ampla gama de
microrganismos patogénicos e a sua atividade antibacteriana depende da sua estrutura quimica,
nomeadamente das substituicbes que ocorrem nos seus anéis aromaticos. Pode notar-se também
que existe uma correlacdo positiva entre a atividade antimicrobiana e a atividade antioxidante,
pois 0s extratos que demonstraram maior atividade antioxidante também tiveram maior atividade
antimicrobiana. Esta correlagdo foi igualmente reportada por Shan et al. (2007).

Diversos estudos sugerem que as bactérias Gram-positivas, como a S. aureus, sejam mais
sensiveis a extratos de plantas medicinais do que bactérias Gram-negativas, como a E. coli. Esta
diferenca pode estar relacionada com as diferentes estruturas da parede celular e da membrana
externa. As bactérias Gram-negativas possuem membrana externa rica em lipopolissacaridos que
funciona como barreira contra a entrada de agentes antibi6ticos e que também esta associada a
enzimas do espaco periplasmatico, que sdo capazes de destruir moléculas provenientes do
exterior. O fato de as bactérias Gram-positivas ndo possuirem esta membrana, pode aumentar a
sua sensibilidade aos agentes antimicrobianos (Cetin-Karaca et al., 2015; Das et al., 2012;
Koohsari et al., 2015).

No entanto, tal facto ndo significa que todas as bactérias Gram-positivas sejam sempre
mais vulneraveis (Tajkarimi et al., 2010), como pode também ser verificado no presente estudo,
analisando os resultados obtidos relativamente a bactérias como a E. faecalis, L. monocytogenes

e S. epidermidis que mostraram sempre uma sensibilidade inferior a S. aureus ou B. cereus.

4.5.2- Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
microdiluicdo em meio liquido
O ensaio de difusdo em agar é considerado um ensaio qualitativo uma vez que nao permite
quantificar a concentracdo exata em que o0s extratos inibem o crescimento microbiano. Assim,
para poder determinar esta concentracéo, foi efetuado o ensaio de microdiluicdo em meio liquido.
Este ensaio s6 foi realizado com os extratos e com 0s microrganismos onde se detetou

alguma atividade no ensaio de difusdo em agar. O ensaio de microdiluicdo em meio liquido
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permitiu determinar os valores de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC), isto € a concentragdo
mais baixa capaz de inibir o crescimento visivel, e a concentragcdo minima bactericida (MBC), ou
seja, a concentracdo mais baixa capaz de matar 0os microrganismos. Os valores de MIC e de MBC

obtidos encontram-se representados na tabela 4.14.

Tabela 4.14-Concentragdo minima inibitéria (MIC, pg/mL) e concentragdo minima bactericida (MBC, pg/mL) para

0s extratos em analise

Bactérias S. aureus MRSA E. faecalis S. epidermidis L.monocytogenes B. cereus
Amostras MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC  MIC MBC MIC  MBC

Urze-molar 1000 1000 500 500 1000 2000 2000  >2000 1000 2000 250 250
Marmulano (folha) 2000 2000 2000 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 2000 2000 250 250
Marmulano (ramo) 2000 2000 1000 2000 2000 2000 2000  >2000 1000 2000 250 250
Marmulano (casca) 2000 >2000 2000 2000 2000 >2000 >2000 >2000 2000 >2000 500 500

Silvado >2000 >2000 >2000 >2000 - - 2000  >2000 - - 500 500
Molarinha - - - - - - - - - - 1000 1000
Hortela-de-cabra - - - - - - - - - - 1000 1000
Malfurada - - - - - - - - - - 2000 2000
Etanol 70% >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000  >2000 >2000

(controlo negativo)

Nota: >2000 significa auséncia de inibicdo ou morte na mais alta concentracéo testada (2000 pg/mL)

Analisando a tabela 4.14, é possivel observar que os valores de MIC e MBC variaram
entre as concentracdes de 250 e 2000 pg/mL. A bactéria mais sensivel a todos os extratos foi a B.
cereus, uma vez que foi aquela que apresentou os valores mais baixos de MIC e de MBC. Por
outro lado, também é possivel observar que o extrato com maior potencial antimicrobiano é o de
urze-molar, visto que apresentou os valores mais baixos de MIC e de MBC para todos 0s
microrganismos testados. Segundo Pereira et al. (2022), o potencial antimicrobiano dos extratos
naturais pode ser classificado consoante o valor de MIC obtido. Os extratos podem ser
caracterizados como inibidores fortes (MIC até 500 pg/mL), inibidores moderados (MIC entre
600 e 1500 ug/mL) e inibidores fracos (MIC >1600 pg/mL). Utilizando esta classificacao, é
possivel visualizar que o extrato de urze-molar obteve atividade antimicrobiana forte contra a
B.cereus e MRSA, atividade antimicrobiana moderada contra S.aureus, E, faecalis e L.
monocytogenes e atividade antimicrobiana fraca contra S. epidermidis. No caso dos extratos de
marmulano, inibiram fortemente o crescimento da B. cereus e, no geral, apresentaram atividade
fraca nas restantes bactérias Gram-positivas, a excecdo do ramo de marmulano que inibiu
moderadamente o crescimento da MRSA e da L. monocytogenes. O extrato de silvado inibiu
fortemente o crescimento de B.cereus e fracamente o de S. epidermidis. No entanto, o extrato de
silvado néo foi capaz de provocar a inibi¢do do crescimento ou a morte da S. aureus e da MRSA

em nenhuma das concentrac6es testadas (MIC e MBC >2000 pg/mL). Em relagdo aos restantes
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extratos, a molarinha e a hortela-de-cabra apresentaram atividade antimicrobiana moderada na B.
cereus, enquanto a malfurada apresentou atividade antimicrobiana fraca nesse microrganismo.

Os resultados obtidos mostram a existéncia atividade antimicrobiana nestes oito extratos,
apresentando os extratos de urze-molar e de ramo de marmulano os resultados mais satisfatérios.
Dentro dos microrganismos que foram testados encontram-se microrganismos normalmente
envolvidos em infecBes alimentares (S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes e B. cereus) e/ou
infecBes na pele, (S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis) mais ou menos graves, dependendo do
estado de salde do hospedeiro e da patogenicidade do microrganismo (Harvey, 2007). O facto
destes extratos terem sido ativos contra estas bactérias, nomeadamente os extratos de urze-molar
e de ramo de marmulano, sugere que eles possam ser aplicados como conservantes alimentares
ou possam ser aplicados em produtos topicos, protegendo a pele contra 0s microrganismos deste
género. Mesmo que sozinhos ndo consigam garantir a total seguranca dos produtos, a sua
incorporagdo pode permitir baixar as concentrages dos conservantes sintéticos. Por sua vez, a
incorporacdo destes extratos em produtos topicos de utilizacdo hospitalar poderia contribuir para
a prevencdo e diminuicdo das infecGes oportunistas causadas pela exposicdo prolongada de
antibioticos em meio hospitalar. Neste contexto destaca-se a sua a¢do contra a MRSA, uma
bactéria multirresistente que constitui um problema sério especialmente em ambiente hospitalar.
(Loureiro et al., 2016). No entanto, todas estas possiveis aplicacdes implicam a avaliacdo prévia
de potenciais efeitos de toxicidade que os extratos concentrados poderdo exercer.

4.6- Determinacdo da atividade antidiabética

A exposicdo prolongada a elevados niveis de glicose em circulagdo apos as refeicdes esta
associada a efeitos prejudiciais sobre as células e tecidos, podendo nomeadamente causar
alteragdes ao nivel das células B-pancreéticas, o que contribui para uma progressiva
disfuncionalidade das mesmas (Viegas, 2017). Para determinar o potencial antidiabético dos
extratos hidroetandlicos das plantas em estudo recorreu-se aos ensaios de inibi¢do das enzimas a-
amilase e a-glucosidase, em comparacdo com a acarbose, um farmaco utilizado para controlar a
glicemia. Nestes métodos os resultados sdo expressos em ICso, que representa a concentracdo na
mistura reacional que provoca 50% de inibi¢do das enzimas em estudo, pelo que menores valores
de 1Cso estdo associados a melhores atividades inibitdrias das enzimas e, portanto, a uma melhor

atividade antidiabética.

89



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

4.6.1- Ensaio da inibicao da a-Amilase

Os resultados obtidos do ensaio de inibigdo da a-amilase para os extratos de urze-molar,
marmulano (folha, ramo e casca), silvado, horteld-de-cabra, malfurada e molarinha encontram-se
na tabela 4.15.

Tabela 4.15-Atividade inibitdria de a-amilase para os extratos testados

Amostra Inibi¢do da a-Amilase- 1Cso (mg/mL)
Urze-molar 1,172+ 0,14
Marmulano (folha) 3,26°+ 0,07
Marmulano (ramo) 2,08 + 0,06
Marmulano (casca) 3,31°+ 0,49
Hortel&d-de-cabra >4,0
Malfurada >4,0
Silvado >4,0
Molarinha >4,0
Acarbose (controlo positivo) 0,012 £ 0,001

Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05). >4,0 significa que a concentracdo mais alta testada (4,0 mg/mL) ndo inibiu a atividade da

enzima.

De todos o0s extratos avaliados apenas 0s extratos de urze-molar e de marmulano (folha,
ramo e casca) inibiram a atividade da a-amilase. O extrato de urze-molar foi 0 que mostrou uma
atividade mais elevada, seguido do extrato de ramo de marmulano. N&o se verificaram diferengas
significativas nas atividades inibitdrias da a-amilase entre os extratos de folha e casca de
marmulano (p > 0,05).

A acarbose, um dos farmacos antidiabéticos atualmente disponiveis, foi utilizada como
controlo positivo. O valor obtido para este controlo estd de acordo com o descrito na literatura
(Chakrabarti et al., 2014). A atividade inibitoria dos extratos foi sempre inferior a da acarbose.

O extrato de urze-molar apresentou um ICsp de 1,17 + 0,14 mg/mL. Comparando com o
estudo de Nickavar & Amin, (2011), verifica-se que o extrato de urze-molar analisado apresentou
uma atividade inibitoria inferior, por exemplo, aos extratos de Vaccinium arctostaphylos (ICso=
0,53 mg/mL), planta da mesma familia, uma vez que foi preciso maior quantidade de extrato para
inibir em 50% a atividade da enzima a-amilase. Contudo, o extrato de urze-molar revelou-se mais
potente que a maioria dos extratos metandlicos de Rumex madeirensis, planta medicinal usada na
Madeira no tratamento das diabetes, que em estudos semelhantes revelou valores de 1Cso de 3,030
mg/mL (folhas), 0,94 mg/mL (flores) e 1,5 mg/mL (sementes) (Spinola et al., 2020).

J& os extratos de marmulano apresentaram valores de ICso entre 2,08 mg/mL (ramo) e
3,31 mg/mL (casca). Apesar de superiores aos valores apresentados pelos extratos de urze-molar
ou de Rumex madeirensis, 0s extratos de marmulano mostraram-se mais eficientes a inibir a a-
amilase que o extrato etandlico de Morinda lucida (9,10 £ 0,55 mg/mL), uma planta medicinal

utilizada na Africa Ocidental para controlar a diabetes (Kazeem et al., 2013).
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Relativamente aos outros extratos nao foi possivel calcular com exatiddo o 1Cso, j& que a
inibicdo corresponde a esses extratos na concentragcdo maxima utilizada (4,0 mg/mL) foi inferior
a 50%. Por essa razdo, supde-se que o ICso, a ser atingido, seja superior a 4,0 mg/mL.

Na tabela 4.16 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlacoes

entre o teor de fendis e flavonoides totais e o ensaio de inibicdo da a-amilase.

Tabela 4.16-Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢ao quimica e atividade de inibi¢do da alfa-

amilase dos extratos estudados

Fendis Flavonoides | o- Amilase
Fendis? 1
Flavonoides® 0,716 1
a- Amilase® -0,748 -0,905 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato de extrato seco; ¢) ICso mg/mL

Verificou-se uma correlacdo negativa forte entre o teor de fendis totais e o ensaio da a-
amilase, bem uma correlag&o negativa muito forte entre o teor de flavonoides totais e 0 ensaio da
a- amilase, o que faz sentido, visto que os extratos com maior quantidade de compostos fenélicos,
em particular os flavonoides, tiveram menores valores de ICso, ou seja, foram aqueles tiveram
maior capacidade de inibir a enzima, correlagdo também confirmada por Jemaa et al. (2017), e
que sugere o envolvimento dos compostos fenolicos, particularmente dos flavonoides, nas
atividades detetadas. Os polifendis, e particularmente os flavonoides, sdo alguns dos agentes
antidiabéticos de ocorréncia natural conhecidos por apresentarem um efeito inibitdrio na atividade
das enzimas hidrolisantes de carboidratos, em virtude da sua capacidade de se ligar a proteinas
(Jemaa et al., 2017).

4.6.2- Ensaio da inibicao da a-Glucosidase

A enzima a-glucosidase esta envolvida na hidrolise do amido a glucose. Se a degradagdo
do amido presente na dieta ocorrer de forma mais morosa, a glucose vai sendo mais lentamente
absorvida o que diminui a possibilidade de ocorréncia de hiperglicemia p6s-prandial (Fujisawa et
al., 2005). Assim, a inibi¢do da a-glucosidase representa uma forma potencial de prevencédo da
diabetes tipo 2 e das suas complicagdes (Levetan & Pierce, 2013).

Desta forma, avaliou-se a capacidade de inibicdo da enzima a-glucosidase, em
comparagdo com a acarbose, como forma de avaliar o potencial antidiabético dos extratos. Os
resultados obtidos pelos extratos de plantas analisados encontram-se representados na tabela 4.17.

O valor obtido pelo controlo positivo esta de acordo com o descrito na literatura (Min &
Han, 2014). Os resultados obtidos permitem verificar que os extratos de silvado, urze-molar e
marmulano (folha, ramo e casca) conseguiram inibir eficazmente a enzima a-glucosidase, dados

0s seus menores valores de ICsg.
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Tabela 4.17-Atividade inibitdria de a-glucosidase para os extratos testados

Amostra Inibi¢do da a-Glucosidase- 1Cso (mg/mL)
Urze-molar 0,0226° + 0,0006
Marmulano (folha) 0,1422¢ + 0,0030
Marmulano (ramo) 0,0260° + 0,0004
Marmulano (casca) 0,0850% + 0,0013
Hortel&d-de-cabra >0,80
Malfurada >0,80
Silvado 0,00462 + 0,0001
Molarinha >0,80
Acarbose (controlo positivo) 0,3646 + 0,0094

Os valores apresentados representam a média * desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05). >0,8 significa que a concentracdo mais alta testada (0,80 mg/mL) néo inibiu a atividade da

enzima.

O extrato de silvado apresentou um ICso de 0,0046 + 0,0001 mg/mL, demostrando ter
uma 6tima capacidade de inibir a enzima. J& os extratos de marmulano (folha, ramo e casca) e
urze-molar, também apresentaram resultados satisfatérios, com o valor de ICs a variar entre 0s
0,0226 mg/mL (urze-molar) e 0s 0,1422 mg/mL (marmulano folha). Todos os extratos das plantas
que apresentaram atividade positiva revelaram-se mais potentes que a acarbose na inibi¢do da
atividade da enzima a-glucosidase, uma vez que foram necessarias concentra¢es muito inferiores
ao controlo positivo para inibir a enzima. Os resultados obtidos com o extrato de silvado suportam
a sua utilizacdo na medicina tradicional como antidiabético, tal como foi referido por Khan et al.
(2012). Tal como na experiéncia da a-amilase, ndo foi possivel determinar a concentracdo
necessaria para inibir 50% da atividade enzimética pelos extratos de molarinha, malfurada e
horteld-de-cabra, uma vez que na concentracdo mais alta testada ndo houve inibicéo e, por isso,
supde-se que valor do ICso, a ser atingido, seja superior a 0,80 mg/mL.

Os extratos de silvado, marmulano e urze-molar revelaram-se mais potentes que o extrato
aquoso das folhas de Asparagus racemosus, planta medicinal usada na india no tratamento da
diabetes que em estudos semelhantes revelou valores de ICso de 62,65 mg/mL para a a-
glucosidase (Vadivelan et al., 2019). Outro estudo realizado com extratos de acetona de plantas
com potencial antidiabético, mostraram também que estes extratos apresentavam uma atividade
inibitdria da a-glucosidase mais potente que a acarbose (Shai et al., 2011).

Na tabela 4.18 podem observar-se os valores de coeficiente de Pearson para as correlagdes
entre o teor de fendis e flavonoides totais e 0s ensaios antidiabéticos realizados. Nesta tabela é
possivel verificar uma correlacdo desprezivel ente a quantidade de fendis totais e a atividade
inibitoria da a-glucosidase, uma correlagéo positiva fraca entre a quantidade de flavonoides totais
e a atividade inibitéria da a-glucosidase e uma correlagéo positiva forte entre os resultados do
ensaio da a-amilase e da a-glucosidase. As fracas correlagOes verificadas entre a atividade de

inibicdo da o-glucosidase e o teor em fenois e em flavonoides foram resultado da elevada

92



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

atividade do extrato de silvado a inibir esta enzima. Com efeito, o extrato de silvado foi o que
apresentou a atividade inibitoria mais elevada e apresentou um teor em fendis e em flavonoides
inferior ao dos extratos de urze-molar ou de marmulano. Este resultado que pode indicar a
presenca de outros compostos bioativos como terpendides, alcaloides, carotenoides, entre outros

gue possam potenciar a sua a¢do antidiabética (Tran et al., 2020).

Tabela 4.18- Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composicdo quimica e atividade antidiabética dos

extratos analisados

Fenois Flavondides | o- Amilase | a- Glucosidase
Fenois® 1
Flavondides® 0,716 1
o- Amilase® -0,748 -0,905 1
a- Glucosidase® 0,207 -0,315 0,850 1

a) mg EAG/g de extrato seco; b) mg EC/g de extrato seco; c) ICso mg/mL

No presente trabalho, os extratos hidroetanolicos estudados revelaram uma inibicdo mais
potente da enzima a-glucosidase do que da a-amilase. Este comportamento é vantajoso pois esta
comprovado que uma forte inibi¢do da enzima a-glucosidase e pouca inibigdo de a-amilase tem
a vantagem de apresentar menos efeitos adversos em relagéo aos decorrentes da excessiva inibigdo
da a-amilase. A inibigdo acentuada da a-amilase resulta numa fermentacdo bacteriana anormal
dos hidratos de carbono nédo digeridos no célon, resultando em maior desconforto abdominal.
(Kim et al., 2014; Kwon et al., 2008).

Estudos recentes mostraram que a o-amilase e a a-glicosidase podem ser inibidas por
polifendis de plantas. Assim, alimentos ricos em compostos fendlicos sdo componentes
promissores de uma dieta saudavel que pode ajudar a estabilizar os niveis flutuantes de agucar no
sangue apo6s uma refeicdo, controlando a taxa e a extensao da regulagdo da glicose (Gulati et al.,
2012). Os resultados obtidos estdo assim concordantes com os publicados por outros autores, que
referem que os compostos fendlicos tém capacidade de inibir a atividade de diversas enzimas
digestivas responsaveis pela hidrolise e absorgdo dos aglcares a nivel do estdbmago e intestino,
dadas as suas capacidades para se ligarem a estas enzimas (Gharreb et al., 2014; Moradi-Afrapoli
et al., 2012). Para o tratamento da diabetes tipo 2, uma dosagem tipica da acarbose € de 25 a 100
mg, trés vezes ao dia. Contudo, a terapia com acarbose tem sido associada com efeitos colaterais
gastrointestinais (Aoki et al., 2010), e também a hepatotoxicidade quando administrada na
dosagem de 100 mg, trés vezes ao dia, oralmente (Hsiao et al., 2006).

A capacidade de inibir as enzimas a-glucosidase e a-amilase precisa de ser validada
através de modelos experimentais in vivo. No entanto, Andrade-Cetto et al. (2008) ao analisar a
atividade antidiabética de algumas plantas medicinais mexicanas encontraram boas correlaces

entre os resultados obtidos em ensaios com ratos diabéticos e 0 ensaio in vitro de inibi¢do da a-

93



Caracterizacdo de propriedades bioativas de plantas medicinais da Regido Auténoma da Madeira

glucosidase. Desta forma, os extratos de silvado, marmulano e urze-molar parecem ter potencial
para ser uma alternativa a acarbose no controlo da hiperglicemia pos-prandial. A atividade
antioxidante desses extratos também pode contribuir para a prevencdo ou tratamento desta
doenca, uma vez que as lesbes oxidativas estdo identificadas como sendo um fator de risco para
o desenvolvimento da diabetes (Sekhon-Loodu & Rupasinghe, 2019) e para os danos tecidulares

causados por esta doenca (Bahmani et al., 2014).
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5-Conclusao

Atualmente existe um interesse crescente por produtos obtidos a partir de plantas
reputadas pelas suas utilizacdes etnobotanicas em cuidados priméarios de salde e de bem-estar.
Muitas das plantas medicinais, sdo utilizadas na extracao industrial de moléculas que incorporam
uma grande diversidade de produtos, designadamente produtos farmacéuticos, cosméticos,
perfumes, aromas, nutracéuticos, aditivos alimentares, entre outros.

Este estudo incidiu sob seis plantas medicinais vulgarmente utilizadas na medicina
tradicional madeirense: Cedronella canariensis (horteld-de-cabra), Globularia salicina
(malfurada), Erica arborea (urze-molar), Rubus ulmifolius (silvado), Fumaria muralis
(molarinha) e Sideroxylon marmulano (marmulano). O objetivo do mesmo foi avaliar o teor em
compostos fendlicos totais e em flavonoides, uma vez que estes tém sido indicados como alguns
dos principais responsaveis pelas propriedades benéficas nos consumidores, bem como avaliar as
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, e antidiabéticas, contribuindo assim para um maior
conhecimento das propriedades bioativas das plantas estudadas.

Os resultados demonstraram de todos os extratos de plantas possuem atividade
antioxidante, sendo que o extrato de urze-molar e os extratos de marmulano foram aqueles que
apresentaram um maior teor de compostos fendlicos e flavonoides. Estes extratos demonstraram
também possuir uma maior atividade antioxidante relativamente aos restantes extratos estudados,
0 que sugere o envolvimento destes compostos neste tipo de atividade antioxidante (capacidade
redutora e sequestro dos radicais DPPHe e anido superoxido).

No que diz respeito & acao antimicrobiana, os extratos de urze-molar e marmulano foram
0s Unicos que inibiram o crescimento de todas as bactérias Gram-positivas testadas, o que podera,
igualmente, estar relacionado com a maior concentragcdo que estes extratos apresentam em
compostos fenolicos e em flavonoides. O facto de estes extratos terem apresentado uma elevada
capacidade antioxidante e terem sido ativos contra estas bactérias, sugere a sua possivel aplicagdo
na industria alimentar, onde podem funcionar como conservantes e como antioxidantes. No caso
da sua aplicacdo como conservantes, uma vez que a atividade antimicrobiana foi limitada, nédo se
tendo verificado efeito contra bactérias Gram-negativas ou contra fungos, a sua aplicacdo podera
ser mais interessante no sentido de permitir a reducdo da concentracao de conservantes sintéticos.

Em relagdo aos resultados obtidos nos ensaios de atividade antidiabética, os extratos de
urze-molar e de marmulano foram capazes de inibir ambas as enzimas enquanto o extrato de
silvado foi capaz de inibir apenas a atividade da a-glucosidase. Estes extratos apresentaram
pouca, ou nenhuma no caso do silvado, atividade inibitdria da a-amilase e boa atividade inibitoria
da a-glucosidase, o que é benéfico em relacdo aos efeitos secundarios associados a inibicdo das

enzimas digestivas. Dentro dos extratos analisados, destaque para o silvado, urze-molar e o
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marmulano, que parecem ter potencial para serem utilizados como substitutos de alguns
medicamentos convencionais utilizados no tratamento da diabetes mellitus como a acarbose.

Em relacdo aos extratos de marmulano foi possivel concluir que as trés fragdes estudadas
tém compostos bioativos, destacando-se, no entanto, 0s ramos, como sendo a fracdo que, de um
modo geral, apresentou os resultados mais elevados na generalidade dos ensaios realizados.

Os resultados sugerem a possibilidade destas plantas, poderem ter interesse para as
industrias farmacéuticas, alimentar e de cosmética, nomeadamente através da sua utilizacdo como
alternativa aos antioxidantes e conservantes sintéticos e na formulacdo de nutracéuticos.
Particularmente, no caso da industria farmacéutica, os extratos analisados parecem ter também
potencial para serem utilizados como alternativa aos medicamentos antidiabéticos.

Com este estudo espera-se incentivar o desenvolvimento de investigacGes profundas das
espécies usadas na medicina tradicional na Regido Auténoma da Madeira, de forma a dar suporte
cientifico ao conhecimento empirico sobre o potencial terapéutico que estas espécies possuem.

No ponto de vista cientifico e numa tentativa de conjugar com os resultados ja obtidos,
seria interessante avaliar o perfil dos compostos fenélicos e de outros compostos, nomeadamente
os terpendides e alcaloides, com recurso a técnicas cromatograficas (HPLC, LC-MS), estudar as
propriedades anti-inflamatdrias, e a sua toxicidade, de forma a determinar as doses seguras de
ingestdo e garantir que o consumo mais elevado dessas plantas ndo cause nenhum efeito adverso.

O facto de um composto apresentar uma determinada atividade in vitro ndo é condi¢do
necessaria e suficiente para que a mantenha nas condi¢6es fisiologias. Para que isso acontega é
necessario que ele resista ao processo de digestao gastrointestinal, que seja absorvido pelas células
do intestino e que ndo seja rapidamente inativado nem pelas bactérias da flora intestinal, nem
pelas enzimas de biotransformacéo humanas. Assim a validagdo da utilizagdo medicinal ou como
nutracéuticos destes extratos carece de estudos mais aprofundados sobre a biodisponibilidade dos

seus compostos bioativos.
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AnNexos

Anexo I- Interpretacdo do coeficiente de correlagdo de Pearson

Valor de r (+ou -) Interpretacéo
1 Correlagéo perfeita
0,90a1 Correlagdo muito forte
0,70a 0,90 Correlacdo forte
0,50a0,70 Correlacdo moderada
0,30 a 0,50 Correlacdo fraca
0a0,30 Correlacéo desprezivel
0 Correlagéo nula
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