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caracterizacao quimica

As plantas tém sido utilizadas h& varios milénios como farmacos. Atualmente, a
pesquisa de farmacos a partir de plantas medicinais envolve uma abordagem
multifacetada, que combina técnicas botanicas, fitoquimicas, bioldgicas e moleculares,
tendo em vista o desenvolvimento de novos farmacos contra doencas neoplasicas,
doencas infeciosas e parasitarias.

Neste projeto foram testadas 21 plantas oriundas da Guiné-Bissau, com o
objetivo de identificar atividade antibacteriana, antiparasitaria e quimiopreventiva.
Foram utilizados trés solventes de extracdo para as 21 amostras de plantas: o metanol, o
cloroférmio e o etil acetato. Os extratos de plantas foram testados para o0s
microrganismos Echerichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Toxoplasma gondii, de forma a determinar a existéncia de
atividade antibacteriana e antiparasitaria. Os extratos também foram testados sobre
células Vero, 3T3, HeLa e Hep2, de modo a determinar a sua atividade citotoxica. A
capacidade antioxidante e contetdo em polifendis dos extratos também foram
estudados.

Os resultados obtidos demonstraram que algumas plantas possuem atividade
antibacteriana contra 0os microorganismos estudados, nomeadamente os extratos de
Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum micratum e Ocimum
basilicum. Os extratos de Ocimum gratissimum e Combretum micratum demonstraram
atividade anti-T. gondii. Foram obtidos bons resultados quanto a atividade antioxidante
destas plantas, mas estas mostraram-se relativamente tdxicas, para as concentracdes
estudadas, quando em contato com as células animais estudadas. Estes resultados
evidenciam que as Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum
micratum, Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum apresentam potencial quanto ao
desenvolvimento de farmacos, a partir dos seus extratos, com propriedades

antibacteriana e antiparasitarias.
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caracterizacao quimica

For thousands of years plants have been used as medicines. Nowadays, the
research of drugs from medicinal plants involves a multifaceted approach combining
botanical, phytochemical, biological, and molecular techniques, considering the
development of new drugs against diseases, such as cancer and infectious and parasitic
diseases.

In this study, 21 plants from Guiné-Bissau, were tested with the aim of
identifying possible actions of the plant extracts as antibacterial, antiparasitic and
chemopreventive agents. In this work, methanol, chloroform and ethyl acetate were
used as extraction solvents on these 21 samples. These extracts were tested against
microorganisms such as Echerichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa and Toxoplasma gondii, in order to prove the existence of
antibacterial and antiparasitic activity of these plants. Vero, 3T3, HeLa and Hep2 cells
were placed in contact with the studied plant extracts, to understand its action on these
cell lines. The antioxidant capacity of these plants was also measured, in order to
determine their chemopreventive activity.

The results showed that Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis,
Combretum micratum and Ocimum basilicum possess antibacterial activity against the
studied microorganisms. Ocimum gratissimum and Combretum micratum also showed
activity against Toxoplasma gondii. Antioxidant activity was observed in some of the
plants’ extracts studied, but these extracts were very toxic when in contact with the
studied animal cells. These results demonstrate that Margaritaria discoidea, Psychotrya
peduncularis, Combretum micratum, Ocimum gratissimum and Ocimum basilicum are
promising for the development of drugs from their extracts, with antibacterial and

antiparasitic properties.
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1.1 As plantas medicinais ao longo da historia

O homem tem aproveitado as propriedades da natureza a seu favor; o uso das
plantas é a base de um sistema sofisticado de medicina e a sua utilizacdo como meio
curativo é tdo antigo como o préprio homem (Morales, 1996; Cragg e Newman 2005).
Aos poucos, e através dos tempos, o ser humano aprendeu a reconhecer e a usar as
plantas como farmacos, maioritariamente através de tentativa erro.

Os primeiros testemunhos arqueoldgicos da utilizacdo das plantas medicinais
remontam ao periodo Neandertal, a cerca de 60 000 anos, na regido do Iraque
(MacDonald, 1995; Camejo-Rodrigues et al., 2003; Pan et al., 2013). Estes povos
colocavam junto aos seus mortos, plantas como milefolio (Achillea), cardo (Centaurea)
ou arbusto (Ephedra), apesar de ndo ser completamente claro se o faziam pela pratica de
um gesto de bondade ou se tinham um intuito medicinal (MacDonald, 1995). Quando a
alfabetizacdo dos povos se tornou o meio basico de comunicacdo humana, foi possivel
estabelecer e sistematizar o conhecimento botéanico para fins medicinais. Foram
encontradas tabuas de argila Sumeérias, as quais datam de cerca de 5 000 anos antes de
Cristo (a.C.), um livro de origem Chinesa (2 500 a.C.) e papiros Egipcios (2 000 a.C.)
que descrevem prescricbes e ensinam a arte e a técnica de preparar medicamentos
(farmacopéias), sendo que muitas dessas plantas sdo, hoje em dia, conhecidas pelos seus
constituintes bioativos (MacDonald, 1995; Gurib-Fakim, 2005; Petrovska, 2012).
Alguns desses exemplos sdo0 a mamona, a babosa, a cebola, o salgueiro, o coentro, a
canfora, 0 ginseng, a casca de canela, a efedrina e 0 zimbro.

Mais tarde, os gregos salientaram-se na aplicacdo sistematica de métodos
cientificos na medicina tradicional. Hipdcrates, conhecido como o pai da medicina,
sujeitou os remédios tradicionais ao discurso critico e, através dos seus livros, sabemos
que a medicina era baseada na regulacdo de uma dieta, auxiliada com o uso de
comprimidos, po¢Oes, pomadas e inalagdes de numerosas plantas nativas e estrangeiras
(MacDonald, 1995; Gurib-Fakim, 2005; Petrovska, 2012). Dioscorides, cerca de 100
anos depois de Cristo (d.C.), através das suas viagens pela Europa e Asia, enquanto
cirurgido do exército Romano de Nero, escreveu De Materia Medica, onde descreveu o
uso de mais de 500 espécies de plantas na sua pratica medicinal, a histdria natural das

que eram usadas nas drogas, bem como a descricdo de preparacdo destas (Gurib-Fakim,
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2005). Dioscorides especificou também as partes das plantas que contém as
propriedades ativas (MacDonald, 1995; Petrovska, 2012). Das plantas mais utilizadas
por si, encontravam-se a camomila (Matricaria recucitaL.) usada como anti-
inflamatorio, a mandragora (Atropa mandragora) utilizada como 6leo sedativo e a
mamona (Ricinus communis) usada como purgante.

Por mais de mil anos, De Materia Medica foi a base do conhecimento sobre as
plantas medicinais, até ao periodo Renascentista (MacDonald, 1995). Contudo com o
periodo dos Descobrimentos muitas plantas foram trazidas para a Europa, vindas da
Asia, Africa e América. Assim o conhecimento sobre as plantas foi-se aprofundando.
Contudo, a Europa Cristd, apesar de fazer notaveis avancos neste campo, também sofreu
algum atraso, pois a populacdo alfabetizada, representada pelos monges, vivia
maioritariamente em claustros, estando impedidos de questionar crencas e
conhecimentos antigos (MacDonald, 1995; Petrovska, 2012). S6 no final do século XV
é que, aproveitando as potencialidades do Novo Mundo e das trocas maritimas, foram
conduzidas pesquisas para as novas plantas medicinais, mas até meados do século XI1X,
as plantas continuaram a constituir a maioria dos agentes terapéuticos (Camejo-
Rodrigues et al., 2003; Cragg e Newman, 2005; Adams et al., 2009).

Durante o século XIX, houve a moderniza¢do dos métodos quimicos, levando &
descoberta de outras substancias ativas das plantas medicinais, como taninos (polifendis
de origem vegetal), 6leos etéreos, vitaminas e hormonas. Ao longo desse século e do
século XX foram feitos diversos estudos sobre a eficacia das plantas medicinais e, aos
poucos foi-se tendo acesso, através de remocdo por procedimentos quimicos, aos
compostos ativos das plantas, como alcal6ides e glicosideos. Contudo, percebeu-se que
0s extratos puros, apesar de atuarem mais rapidamente, ndo tinham um efeito téo longo
nem tdo completo, como o das plantas, pelo que se propuseram métodos de
estabilizacdo das plantas medicinais frescas, especialmente para aquelas com
componentes medicinais instaveis (MacDonald, 1995; Petrovska, 2012). Assim, este
sistema de medicina continua nos dias de hoje a ter um importante papel nos cuidados
de saiude humanos, tendo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimado que
aproximadamente 80% da populagdo mundial continua a confiar maioritariamente na
medicina tradicional, para os seus cuidados primarios de saide (Camejo-Rodrigues et
al., 2003; Cragg e Newman , 2005).
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1.2 O uso de plantas medicinais em Africa, nomeadamente na Guiné

Bissau

Africa é um dos locais onde mais se utiliza a medicina tradicional. A grande
biodiversidade que existe nas florestas tropicais, nas savanas e nos seus ambientes
unicos deu as culturas indigenas uma grande variedade de plantas, tendo como
consequéncia um conhecimento riquissimo sobre o uso das plantas para fins medicinais
(Simon et al., 2007). Apesar dessa riqueza, e ao contrario dos outros continentes, este
ndo contribui muito para o comércio global dos produtos naturais, devido
principalmente a falta de qualidade dos produtos vendidos pelos negociantes, dos
limitados apoios a investigacdo e da desvalorizacdo do valor da matéria-prima na
regido. Como exemplos de algumas plantas africanas temos o Aloe vera, unha do diabo
(Harpagophytum procumbens), rooibos (Aspalathus linearis), malagueta (Aframomum
melegueta), gengibre africano (Mondia whitei) e canfora (Cinnamomum camphora)
(Simon et al., 2007; Abdullahi, 2011).

A medicina em Africa tem ainda muito o cunho dos curandeiros tradicionais,
que aplicam tratamentos ao doente de forma holistica, tentando primeiro juntar o
equilibrio social e emocional com base em regras e relacbes com a comunidade e s
depois tratar os sintomas, sempre com o auxilio das plantas medicinais, que séo
prescritas para esses fins (Gurib-Fakim, 2005; Abdullahi, 2011). Em geral a aquisigédo
do conhecimento do uso de plantas medicinais faz-se através da transmissdo por
relacGes familiares (Indjai et al., 2010). Na Guiné Bissau ndo é excec¢do. Sendo um dos
paises africanos mais pobres da Africa, tem uma cultura na medicina tradicional muito
vasta e enraizada, desempenhando o curandeiro o papel de especialista em plantas
medicinais. A medicina oficial é pouco acessivel e ndo possui 0s meios para tratar
convenientemente os habitantes deste pais. Contudo ha colaboracgdes entre os agentes da
medicina tradicional e da medicina oficial e mesmo de padres e freiras catélicos que
tentam recolher, transcrever e adaptar as receitas tradicionais (Indjai et al., 2010).
Apesar de quase toda a populacdo conhecer uma ou mais plantas com utilizagdo
medicinal, sdo poucos o0s verdadeiros curandeiros que detém conhecimentos mais

profundos sobre estas plantas. Também aqui, 0s conhecimentos sobre as plantas
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medicinais sdo obtidos por transmissao familiar, apesar de poder ser feito através de
pagamento, na compra de determinada receita, junto ao curandeiro.

Um determinado ndmero de plantas tém revelado, quando sujeitas a analises
laboratoriais, possuir produtos naturais com propriedades curativas, tendo sido
comprovada a sua atividade antibiotica e antifungica. No entanto, também foi detetada
elevada toxicidade de outras plantas, quando aplicadas em doses excessivas (Diniz e
Martins, 2005).

Entre as principais enfermidades tratadas pela medicina tradicional na Guiné-
Bissau estdo as dores de cabeca, dores corporais, dores de dentes, infertilidade feminina,
parto (ha plantas para o facilitar), falta de leite para amamentacdo, diarreia, obstipacéo,
inflamacdes, infe¢bes, queimaduras, maléria, febre, tosse, gripe, picadas, mordeduras,
envenenamentos, hipertensdo e impoténcia sexual masculina (Indjai et al., 2010). De
entre a variedade de plantas que os Guineenses utilizam para a sua medicina tradicional,
destacam-se o Abrus precatorius subsp. africanus, Allophylus africans, Anacardium
occidentale, Calyptrochilum christyanum, Capparis erythrocarpus, Cassytha filiformis,
Cisampelos mucronata, Cnestis ferruginea, Ficus polita, Hymenocardia acida e
Psychotria peduncularis, entre outras (Indjai et al., 2010). Alguns exemplos encontram-

se na figura 1.

ABRUS PRECATORIUS CALYPTROCHILUM CHRISTYANUM

AR

a)
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PSYCHOTRIA PEDUNCULARIS HYMENOCARDIA ACIDA

Figura 1 — Algumas das plantas que os Guineenses utilizam na medicina tradicional (adaptado de
Indjai et al., 2010).

1.3 Estudo das plantas medicinais e a descobertas de farmacos

A descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais evoluiu por incluir
varios campos de investigacdo e varios métodos de andlise. Os objetivos primarios da
etnobotanica moderna ndo sdo o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,
nem a descoberta de novas entidades quimicas bioativas, mas sim elucidar as atividades
farmacoldgicas de uma determinada planta (Balunas e Kinghorn, 2005; MacClatchey et
al., 2009). O termo etnoboténica surgiu em 1895, quando o botanico norte-americano
John Harshberger descreveu estudos de “plantas usadas pelos povos primitivos e
aborigenes” e rapidamente se desenvolveu como uma ciéncia, dando novas ferramentas
para a pesquisa farmacéutica, quer para a OMS quer para companhias farmacéuticas,
tendo estas comecado a investir em expedicdes de etnobotanica a regides tropicais
(Camejo-Rodrigues et al., 2003; Gurib-Fakim, 2005). Na histéria mais recente, a
utilizacdo de plantas como farmacos tem envolvido o isolamento de compostos ativos,
como por exemplo o isolamento de morfina a partir do pio, no inicio do século XIX
(Balunas e Kinghorn, 2005). A descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais
levou ao isolamento de compostos, como a cocaina, codeina, digitoxina, e quinina.
Atualmente, mais de 100 compostos naturais estdo atualmente a passar por testes
clinicos e outros tantos estdo em desenvolvimento pré-clinico (Mukherjee et al., 2010).
A maioria dos medicamentos projetados atualmente é derivado de plantas ou fontes
microbianas (como fungos, algas e bactérias), mas também se sabe que apenas uma

pequena parte da biodiversidade das plantas do mundo tem sido testada para efeitos de
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bioatividade (Mukherjee et al., 2010). Casos como 0 da aceitacdo da quinina como
tratamento da malaria no seculo XVII e a descoberta da morfina, fizeram com que o
publico em geral acreditasse nas maravilhas da riqueza dos produtos naturais para o
tratamento farmacoldgico de varios disturbios.

O termo farmacognosia tem origem no grego e traduz-se em “adquirir
conhecimentos dos farmacos”. Foi introduzido por Seidler em 1815 e traduz-se no
estudo de substancias com origem natural que possuem uma virtude medicinal, estando
amplamente ligada a boténica (de onde provém a matéria prima) e a fitoquimica, que
analisa os extratos e revela a composicdo quimica deste compostos naturais (Morales,
1996; Gurib-Fakim, 2005). Aliada a farmacognosia estd sempre a farmacologia, que
estuda o efeito dos farmacos num organismo, tendo em conta a dosagem, toxicidade e
efeitos secundarios (Morales, 1996). E esta ciéncia que faz a ponte com a fisiologia
animal e a medicina. Como praticado hoje em dia, a farmacognosia envolve o estudo
amplo de produtos naturais a partir de varias fontes, incluindo plantas, bactérias, fungos
e organismos marinhos (Gurib-Fakim, 2005).

O processo de desenvolvimento de farmacos a partir de plantas medicinais
normalmente comeca com um botanico, etnobotanico, etnofarmacologista ou ecologista
de plantas, que recolhe e identifica as plantas de interesse (Mukherjee et al., 2010). A
colheita das plantas medicinais pode envolver espécies com atividade bioldgica
conhecida, para as quais 0 composto ativo ainda ndo foi isolado (e.g., os remédios a
base de plantas) ou pode envolver taxa recolhidos aleatoriamente por um programa de
rastreio. E importante trabalhar em estreita colaboracdo com a populacdo local que
utilizam estas plantas e compreender o contexto cultural do uso das mesmas. Alguns
indicios da bioatividade incluem efeitos colaterais, terapias adjuvantes e meios de
dosagem, que sdo conhecidos pelos curandeiros competentes (Mukherjee et al., 2010).
O estudo fitoquimico do extrato preparado a base de plantas envolve o isolamento, a
elucidacdo da estrutura/composicao e avaliacdo da bioatividade (Pan et al., 2013). Esses
extratos sdo sujeitos a um rastreio em ensaios biologicos farmacologicamente
relevantes, para iniciar o processo de isolamento e caracterizacdo dos compostos ativos
por meio de fracionamento biomonitorizado (Balunas e Kinghorn, 2005). A biologia

molecular tornou-se essencial para a descoberta de farmacos a partir de plantas
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medicinais, através da definicdo e execucdo de testes de rastreio adequados, voltados
para alvos moleculares fisiologicamente relevantes (Balunas e Kinghorn, 2005).

O controlo de qualidade dos medicamentos tradicionais € uma questdo critica e
essencial a ser considerado para assegurar a sua seguranca e eficacia terapéutica, e para
racionalizar o seu uso na area da saude (Mukherjee et al., 2010). A analise dos
compostos é cada vez mais utilizada para a padronizacdo de formulagbes medicinais
tradicionais. As concentracGes dos metabolitos secundarios, os principais constituintes
dos medicamentos naturais, sdo estudadas proporcionando procedimentos avaliados de
normalizacgdo cientificos. Esta técnica ndo s6 ajuda a estabelecer a identidade boténica
correta, como também ajuda na regulacédo da pureza quimica das plantas. A maioria dos
medicamentos a base de plantas pode ser considerada como tendo efeitos terapéuticos,
mas podem ndo os ter na extensdo e dosagem desejada, ou para o alvo desejado. A
maioria tem baixa biodisponibilidade, devido a problemas de solubilidade, os quais
causam a reducdo da absorcao, metabolismo rapido e excrecdo (Mukherjee et al., 2010).

Apesar de muitos dos medicamentos que existem atualmente no mercado
derivarem de plantas, essa contribuicdo podia aumentar substancialmente, face ao
nimero de plantas que continua por estudar. Embora muitas vezes os etnobotanicos
recolham dados sobre toda a gama de usos culturais das plantas medicinais, nenhum
laboratério tem a capacidade de testar todas as hipdteses possiveis sobre 0 uso de uma
Unica espécie de plantas. Além disso, as analises ndo estdo disponiveis para testar todos
os tipos de atividade. Em vez disso, as plantas que sdo selecionadas sdo as que tém
compostos ativos dentro do intervalo dos ensaios ja em funcionamento nos laboratorios.
Isto é claramente o principal fator limitante na capacidade do etnobotanico para fazer
novas contribuices. H4& uma grande acumulacdo de plantas com tradicdo de uso
cultural interessante, mas no entanto, muito poucas sdo sujeitas a testes fitoquimicos
(Mukherjee et al., 2010). De facto, estima-se que apenas 1 em 5 000 compostos vai
avangar com sucesso para ensaios clinicos e ver aprovada a sua utilizacdo. Sendo a
identificacdo o primeiro passo de um processo moroso, também o é a otimizacao
(envolvendo a quimica medicinal e combinatéria), o desenvolvimento (incluindo a
farmacologia, toxicologia, farmacocinética, a absorcdo/ distribuicdo/ metabolismo/
excrecdo [ADME] e entrega da farmacos) e os ensaios clinicos, como se mostra na

figura 2 e na figura 3 (Balunas e Kinghorn, 2005; Pan et al, 2013).
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Figura 2 — Etapas para o desenvolvimento de um novo farmaco (Balunas e Kinghorn, 2005)

Atualmente, os produtos naturais e os seus derivados representam mais de 50%
de todos os farmacos usados clinicamente no mundo (Gurib-Fakim, 2005; Pan et al.,
2013). Aproximadamente 80% dos medicamentos antimicrobianos, imunossupressores,
cardiovasculares e anticancerigenos sdo de origem vegetal, sendo também aceite que
mais de 80% das substancias medicamentosas ou séo diretamente derivadas de produtos

naturais, ou séo desenvolvidas a partir de um composto natural (Pan et al., 2013).
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Figura 3 — Abordagens correntes para a descobertas de farmacos a partir de plantas medicinais
(Pan et al., 2013)

1.4 Metabolitos secundarios e o seu papel

A nossa semelhanca, a vida das plantas depende de processos metabélicos, que
produzem compostos organicos, ou metabolitos, sendo estes divididos em dois grupos,
0s metabolitos primarios e os metabolitos secundarios. Metabolismo primério é o
conjunto de processos metabolicos que desempenham uma funcdo essencial na planta,
tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os compostos
envolvidos no metabolismo priméario possuem uma distribuicdo universal nas plantas,
como €é o caso dos aminoacidos, dos nucleétidos, dos lipidos, dos hidratos de carbono e
da clorofila. Por outro lado, o metabolismo secundario origina compostos que néo
possuem uma distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios para todas as plantas,
tendo como consequéncia o facto desses compostos poderem ser utilizados em estudos
taxonomicos. Os precursores normalmente derivam de vias metabdlicas bésicas, tais

como a glicolise e o ciclo de Krebs (Wink, 2010).
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Embora os produtos naturais, particularmente os metabolitos secundarios,
formem a base dos farmacos, a presenca destes compostos na bioquimica da planta é
muitas vezes dificil de justificar. Pensa-se que estes compostos podem ser sintetizados
pela planta, como parte do seu sistema de defesa, por exemplo, existem plantas que
produzem fitoalexinas (produtos naturais com atividade inibidora) em resposta ao
ataque por bactérias e fungos. Contudo, durante as ultimas décadas, algumas evidéncias
experimentais e circunstanciais tornaram claro que muitos dos metabolitos secundarios
tém, de facto, varias fungdes que sdo vitais para as plantas. Essas fun¢des compreendem
a defesa contra alguns herbivoros, contra fungos, bactérias e virus, defesa contra outras
plantas que competem por luz, &gua e nutrientes, defesa contra a luz ultravioleta (UV),
entre outras (Wink, 2010). Independentemente de quais sejam as razdes para a presenca
destes compostos na Natureza, eles fornecem um recurso valioso que tem sido utilizado
para localizar novas moléculas para a producdo de medicamentos (Gurib-Fakim, 2005;
Wink, 2010).

Os metabolitos secundarios podem ser agrupados em 3 grandes grupos, de
acordo com a sua composi¢do quimica: terpenos, fendis e alcal6ides (Wink, 2010).

1.4.1 Terpenos

Também denominados de terpendides, os terpenos sdo dimeros, trimeros ou
polimeros de isoprenos (figura 4), dependendo das combinagdes das unidades (Prasanthi
e Lakshmi, 2012) feitas a partir dos seus precursores universais, o pirofosfato de
isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalilo (DMAPP), provenientes da acetil-
Coenzima A (acetil-CoA) e geralmente através da via do mevalonato (Hecht et al.,
2001; Adam et al., 2002). As unidades dos isoprenos geralmente formam cadeias
lineares ou compostos em anel, contendo 10 4&tomos de carbono (monoterpenos, Cip), 15
atomos de carbono (sesquiterpenos, Cis), 20 atomos de carbono (diterpenos, Cy) ou 30

atomos de carbono (triterpenos, Cso).

CH,

HaC C CH CHs

Figura 4 — Unidade de Isopreno (adaptado de Gurib-Fakim, 2005).
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1.4.1.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo 0os mais simples dos componentes dos terpenos, sendo
comummente encontrados em 6leos essenciais. Estdo incluidos neste grupo iriddides e
piretrinas, sendo alguns destes compostos toxicos para animais de sangue frio. S&o por
isso usados como inseticidas, mas também tém as propriedades analgésica e anti-

inflamatdria sobre Harpagophytum spp. (Gurib-Fakim, 2005).

1.4.1.2 Sesquiterpenos

Sesquiterpenos também sdo constituintes de Oleos essenciais de muitas plantas
como, por exemplo o bisabolol, humuleno e cariofileno. Existem lactonas
sesquiterpénicas em familias como a Asteraceae. Estes compostos possuem uma vasta
gama de atividades, devido a sua por¢do a-metileno-y-lactona e epoxidos. Estes
compostos sdo antibacterianos, antifingicos, antihelminticos, antimalaricos e
moluscicidas. Como exemplo temos a santonina (figura 5), que é utilizado como um

antihelmintico e como um antimalarico (Gurib-Fakim, 2005).

CHs

0

Figura 5 - a- santonina (adaptado de Gurib-Fakim, 2005).

1.4.1.3 Diterpenos

Estando presentes em animais e plantas, estes compostos tém algumas
aplicacdes terapéuticas. Substancias como o taxol e os seus derivados sdo utilizados
como medicamentos anticancerigenos. Como outros exemplos temos a forscolina, que
atua na hipertensédo, o zoapatanol que é um abortivo e o stevoside que é um edulcorante
e a ginkgo biloba (figura 6) (Gurib-Fakim, 2005).
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Figura 6 — Estrutura de ginkgolideo, exemplo de diterpeno presente na Ginkgo Biloba (adaptado de
Gurib-Fakim, 2005).

1.4.1.4 Triterpenos

Os triterpenos sdo compostos Csg resultantes da ciclizacdo do esqualeno, e tém
estruturas semelhantes aos esterdides, apesar de terem vias de biossintese diferente. O
oleanano é um exemplo de um triterpeno pentaciclico e a testosterona de um esterdide.

Muitos esterdides naturais juntamente com um grande nimero de compostos
esterdides sintéticos e semissintéticos sdo utilizados em medicina (por exemplo,
saponinas, glicosideos cardioativos, hormonas corticoster6ides e hormonas sexuais).
Sendo assim as aplicacbes farmacéuticas dos triterpenos e dos esterdides sdo
consideraveis. Os glicosideos cardiacos tém sido usados na medicina, em substituicdo
de farmacos sintéticos, e as saponinas, extraidas a partir de ginseng (figura 7) e alcaguz,

apresentam muitos efeitos terapéuticos (Gurib-Fakim, 2005).

Figura 7 — Estrutura do ginsenosideo, exemplo de triterpeno presente no Ginseng (adaptado de
Gurib-Fakim, 2005).
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1.4.2 Fendis

Sd0 o maior grupo de metabolitos secundarios nas plantas. Eles variam de
estruturas simples, com um anel aromatico até polimeros complexos tais como taninos e
lenhinas. Diferem dos lipidos por serem mais sollveis em &gua e menos soliveis em
solventes organicos ndo polares, e sdo sintetizados pela via do acido chiquimico ou pela
via do acetato. Tém um grande espectro de aplicacbes farmacéuticas, como anti-
inflamatorios, analgésicos, anticancerigenos, antioxidantes, vasodilatadores, entre
outros. Nas plantas, eles protegem contra os herbivoros (Gurib-Fakim, 2005; Wink,
2010). Algumas das classes de fenois com interesse farmacéutico sdo as cumarinas,

flavonoides e quinonas.

1.4.2.1 Flavondides

Os flavonoides (figura 8) sdo compostos responsaveis pela cor das flores, frutas
e as vezes das folhas. Protegem a planta contra os efeitos dos raios UV prejudiciais e
desempenham um papel na polinizagéo, atraindo animais pelas cores. Derivam de uma
combinacdo da via &cido chiquimico e da via do acetato, onde pequenas diferencas nos
padrdes de substituicdo da base levam a origem de varios subgrupos.

Recentemente, estes compostos tém atraido interesse devido a descoberta das
suas atividades farmacol6gicas, como atividade anti-inflamatoria, analgésica,
anticancerigena, entre muitas outras. Os flavonbides biologicamente ativos
compreendem a hesperidina e rutina para diminuir a fragilidade capilar e a quercetina,

que atua como antidiarreico (Gurib-Fakim, 2005).

Figura 8 — Estrutura de isoflavanéide, exemplo de um flavondide (adaptado de Gurib-Fakim, 2005).

1.4.3 Alcaloides
O termo alcaldide tem sido definido como um composto orgéanico ciclico,
contendo azoto num estado de oxidacao negativa, que tem uma distribuicdo limitada em

organismos vivos. Com base nas suas estruturas, os alcaldides sdo divididos em varios
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subgrupos: alcaldides ndo-heterociclicos e alcaldides heterociclicos, os quais sdo outra
vez divididos em 12 grupos principais de acordo com a sua estrutura basica em anel

(figura 9). A mescalina é um exemplo de um nédo-heterociclico ou pseudo-alcaldide.
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Figura 9 — Estrutura da cafeina, exemplo de um pseudo-alcal6ide (adaptado de Gurib-Fakim,
2005).

Os alcaldides livres sdo sollveis em solventes organicos e reagem com acidos
para formar sais sollveis em agua. Existem exce¢des como a berberina. A maioria dos
alcaldides sdo sélidos, com excec¢do para a nicotina, a qual € um liquido.

Estes compostos desempenham um papel importante na protecdo e germinagao
das plantas, sendo também estimulantes para o seu crescimento. Exemplos de plantas
ricas em alcaléides sdo, Liliaceae, Amaryllidaceae, Apocynaceae, Berberidaceae,
Leguminosae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae e Solanaceae.

Os alcaldides tém muitas propriedades farmacoldgicas. Como grandes exemplos
temos a morfina, que é um analgésico narcético, a codeina, usada no tratamento da
tosse, a colchicina, usada no tratamento da gota, a quinina, usada no tratamento da

maléria e a quinidina, que é um antiarritmico (Gurib-Fakim, 2005).
1.5 Métodos utilizados na caracterizagdo das plantas

1.5.1 Extracdo de compostos bioativos

Quando se colhe uma planta e se pretende investigar as suas propriedades
terapéuticas, € necessario comegar por extrair 0s compostos bioativos. Atualmente, o
fracionamento biomonitorizado de plantas medicinais € utilizado na rotina, na tentativa
de isolar os componentes bioativos de fontes naturais. Técnicas como esta, ndo sdo
limitadas a fontes vegetais, também sdo aplicados as fontes microbianas e mesmo a
metabolitos fangicos (Gurib-Fakim, 2005).
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No caso das plantas, quando o material vegetal é recolhido, deve ser logo
identificado por um taxonomista de modo a determinar a identidade correta do material,
devendo sempre ser mantidas amostras dos especimes no herbario. Vérias partes da
planta sdo recolhidas separadamente (folhas, flores, caule, madeira, casca, raiz, casca da
raiz, etc.) e devem ser secas rapidamente. A secagem rapida evita a degradacdo dos
componentes pelo ar ou por microbios. Por vezes, as amostras de plantas sao liofilizadas
sob vacuo elevado, mas, mais uma vez, deve ter-se cuidado de modo a evitar a perda
excessiva de componentes volateis, os quais que podem também exibir atividades
bioldgicas relevantes (Gurib-Fakim, 2005). Quando o material esta seco, mantém um
peso constante, pelo que a partir dai pode ser trabalhado. Geralmente é moido em
pedacos menores, e 0s compostos ativos sdo extraidos geralmente por um gradiente do
solvente de extracdo. E de extrema importancia, que, quer a validagio etnobotanica,
quer a extracdo dos compostos ndo seja feita por pessoas inexperientes de modo a que
0S mesmos produtos bioativos naturais sejam extraidos corretamente (Gurib-Fakim,
2005; Sasidharan et al., 2011). Esta é uma fase muito importante no processo, uma vez
que se a técnica de extracdo ndo for bem executada, pode resultar na perda de acesso
aos componentes ativos.

Para a obtencdo do extrato que se pretende da planta, os procedimentos mais
comuns séo a descasca, a trituracao (geralmente com pildo), a decocgdo e a maceracéo.
Na maioria das receitas utilizas pelos curandeiros da Guiné, apenas se usa um
componente vegetal, mas pode haver uma ou mais associagdes de componentes, sendo
utilizado na maioria das receitas as folhas das plantas (Indjai et al., 2010). Outras partes
também utilizadas sdo as raizes e a casca do tronco. As vias de administracdo dependem
da condicdo a tratar, mas a administracdo oral é a mais comum, seguida da via tdpica,
do banho e da inalacdo, podendo em alguns casos ser feita por mais do que uma via.
Métodos de extracdo inadequadas podem resultar na degradacdo do produto natural. Ha
muitas outras técnicas de extracdo, entre as quais se destacam (Gurib-Fakim, 2005;
Sasidharan et al., 2011):

o Extracdo a frio: o material vegetal é extraido com solventes de diferentes
polaridades, a temperatura ambiente. Ela permite a extragdo maxima da maioria dos

componentes. Podem ser usados solventes como o metanol, etanol, entre outros. Estas
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extracOes podem também ser feitas mediante fracGes, ou seja, 0 solvente escolhido pode
ndo ser usado a 100%, mas também pode ser conjugado com outros solventes.

o Percolacdo quente: a planta € aquecida no solvente, geralmente sob
refluxo. Este método permite a extracdo de um grande nimero de metabolitos, a partir
do material mais insoltvel como ceras usadas para os produtos naturais lipofilicos.

. Extracdo em Soxhlet: Talvez seja a técnica de extracdo mais ampla e
comummente utilizada para a extracdo de produtos naturais, apesar de alguns
componentes poderem ser destruidos no processo, este ainda € o melhor método de
extracdo utilizado em quimica de produtos naturais. Utilizando um extrator Soxhlet, o
solvente é aquecido num baldo de fundo redondo, e o vapor originado passa para o
condensador onde € refrigerado, passando ao estado liquido. O solvente vai assim
arrastando os compostos solGveis das amostras. Uma vez que a extracdo esteja
completa, o agente de extracdo € normalmente concentrado sob vacuo, para grandes
volumes ou solventes, e conservado sob azoto para pequenos volumes, assegurando ao
mesmo tempo que os produtos volateis ndo sdo perdidos. Os extratos aquosos sao
geralmente liofilizados e armazenados a 20°C negativos, pois isso reduz a degradacgédo
dos produtos naturais bioativo.

Por vezes, ao inves da extracdo dos componentes bioativos ser feita apenas com
um solvente, utiliza-se 0 método de extracdo por fragdes. Geralmente para esta extracdo
fracionada sdo utilizadas resinas com capacidade de absor¢do de grandes moléculas
devido aos seus grandes poros e a sua grande capacidade de absorcdo/desabsorcdo. O
procedimento geral envolve a adicdo do extrato vegetal a estas resinas e depois da
secagem, estas sdo submetidas a alguns solventes que vao extrair 0s componentes
faseadamente de acordo com a sua constituicdo quimica. Um exemplo é o metanol, que
é um bom solvente para fazer a extracdo dos compostos antioxidantes (Andreo e Jorge,
2006).

1.5.2 Caracterizacgdo dos extratos vegetais

Ap0s a obtencgdo do extrato, a atividade deste pode ser demonstrada por métodos
de bioensaio utilizando tanto o extrato em bruto como usando os extratos fracionados,
podendo a caracterizagdo dos seus compostos bioativos ser feita por varias

metodologias fitoquimicas, bioquimicas ou bioldgicas.
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1.5.2.1 Metodologias Fitoquimicas

As metodologias fitoquimicas utilizam geralmente o fracionamento quimico dos
produtos. No fracionamento existe a vantagem de se obter o material biologicamente
ativo mais rapidamente. As técnicas de cromatografia tém sido fundamentais para a
separacdo destes produtos naturais. Os dois principais exemplos de técnicas de
cromatografia sdo:

o Cromatografia em Camada Fina (TLC): Método simples, rapido e
econdmico, este permite a separacdo de componentes em misturas, dependendo da
diferenca entre 0 comportamento dos analitos entre a fase mével e a fase estacionaria. A
interacdo dos componentes da mistura com estas duas fases € influenciada por
diferentes forcas intermoleculares e efeitos de afinidade e solubilidade. Esta técnica é
realizada sobre uma placa de vidro, pléstico ou aluminio, revestida com uma camada
fina de material absorvente (por exemplo, silica-gel), sendo entdo esta camada
absorvente a fase estacionaria. As amostras a separar sao colocadas nas placas a uma
distdncia de seguranca do solvente, ou mistura de solventes (fase movel), que sdo
separados através de acdo capilar. A migracdo do solvente separa a mistura dos
compostos, de acordo com as suas polaridades. Outra grande vantagem desta técnica é
que permite testar um grande nimero de amostras em simultaneo. Testes adicionais
envolvem a pulverizacdo de reagentes de triagem fitoquimica, que causam alteracGes de
cor de acordo com os fitoquimicos existentes num extrato de plantas, ou exibindo a
placa sob a luz UV. Isto também tem sido utilizado para a confirmacdo da pureza e
identificacdo dos compostos isolados. Esta pulverizacdo permite, entre muitos outros
metabolitos secundarios, fazer a identificacdo de terpenos, fendis e alcaldides (Quach et
al., 2004; Gurib-Fakim, 2005; Sasidharan et al., 2011);

. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC): As separacdes
quimicas sdo realizadas utilizando o facto de que certos compostos tém diferentes taxas
de migracdo, sendo a extensdo ou grau de separacdo em grande parte determinada pela
escolha da fase estacionaria e da fase movel. Para esta técnica sdo necessarios, um
sistema de solvente, uma bomba, um injetor, uma coluna, um detetor e um sistema de
tratamento de dados. Uma vez que sdo utilizadas elevadas presses, esta tecnica permite

a reducdo no didmetro das particulas da fase estacionaria, localizada dentro da coluna
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cromatografica. Os detetores usados podem ser, por exemplo, de UV. Apesar de ser
uma tecnica cara, € a mais utilizada na industria farmacéutica (Gurib-Fakim, 2005;
Sasidharan et al., 2011).

1.5.2.2 Metodologias Quimicas

As metodologias quimicas utilizam as propriedades quimicas dos extratos, para a
sua identificacdo e compreensdo. A determinacdo dos componentes quimicos de cada
extrato pode-nos indicar que tipo de atividade pode ser esperada e explicar algumas das
reacOes obtidas quando estes extratos sd@o expostos a organismos vivos. Como trés
exemplos de compostos quimicos que podem ser quantificados temos os polifendis, o
Oxido nitrico e os antioxidantes (ABTS [2,2'-azinobis{3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico}]).

Os polifendis tém vindo a emergir como uma categoria importante de produtos
naturais que sdo essenciais para a salde humana, pois tem sido demonstrado que sao
bons antioxidantes, eficazes na prevencdo de doencas cardiovasculares e inflamatérias.
Alguns dos produtos de origem vegetal ricos em polifendis sdo, por exemplo, o ché e as
uvas. Além dos polifendis de plantas terrestres, tem sido demonstrado que outra fonte
de polifendis com propriedades estruturais Unicas sdo os florotaninos, um tipo especial
de compostos polifendlicos amplamente distribuidos em algas castanhas. A sua
atividade antioxidante ¢ uma das mais estudadas e varias espécies de algas castanhas
como Sargassum kjellmanianum, Eisenia bicyclis, Cystoseira sp., Fucus sp., e Ecklonia
stolonifera tém sido descritas face a relacdo de eliminacdo de radicais livres e inibicédo
da geracdo de espécies reativas de oxigénio nestes compostos. Mais recentemente,
floroglucindis (tipo de polifenol) de algas castanhas revelaram ter propriedades
bactericidas, serem inibidores de hialuronidases, possuirem propriedades
quimiopreventivas e terem efeitos na inibicdo de proteases e da transcriptase reversa do
virus da imunodeficiéncia adquirida 1 (HIV-1). Também demonstraram conter atividade
antioxidante e anti-inflamatdria (Zhang et al., 2006).

Entre os varios ensaios disponiveis para quantificar os polifendis totais, o
método de Folin-Denis foi durante muito tempo o mais utilizado (Zhang et al., 2006).
Este baseia-se numa reacdo colorimétrica entre os polifendis facilmente oxidados ou 0s

compostos aromaticos hidroxilados e o acido fosfotungstato-molibdico. Contudo, este
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foi melhorado pelo método de Folin-Ciocalteu, com a adi¢do de sulfato de litio ao
reagente, para evitar a precipitacdo na reacdo, a fim de aumentar a sensibilidade (Zhang
et al., 2006). Atualmente, o reagente de Folin-Ciocalteu esta disponivel comercialmente
para a quantificacéo de polifendis e é considerado um ensaio de referéncia. Este método
incorpora a comodidade da medicdo espectrofotométrica utilizando microplacas de 96
pocos (Zhang et al., 2006).

O o6xido nitrico esta presente quer em animais quer em plantas. O oxigénio é um
elemento importante para a vida e a oxidacdo é uma parte fundamental da vida aerdbia e
do nosso metabolismo. Todos os sistemas vivos evoluiram para sobreviver na presenca
de oxigénio molecular. As propriedades oxidantes do oxigénio desempenham um papel
vital em muitos fendmenos bioldgicos, contudo estas propriedades agravam os danos no
interior da célula por eventos oxidativos (Singh et al., 2012). Os radicais livres sdo
compostos altamente reativos, sendo constituidos por eletrbes ndo emparelhados e
podem ser formados quando o oxigénio interage com determinadas moléculas. Quando
produzidos em excesso, estes radicais livres causam danos oxidativos nas células,
fazendo-as perder a sua estrutura e funcdo, podendo danificar um grande namero de
componentes celulares, tais como proteinas, lipidos, enzimas e ADN (Balakrishnan et
al., 2009; Singh et al., 2012). Estes danos acabam por conduzir a muitas doencas
cronicas, tais como cancro, diabetes, artrite, cataratas e doencas degenerativas
relacionadas com a idade. O éxido nitrico (ON) é um radical livre, conhecido pelos seus
efeitos de regulacdo fisiologicos, que incluem o controlo da pressdo arterial, a
transducdo de sinais neurais, a funcdo plaquetar, a atividade antimicrobiana e
antitumoral. No entanto o0 ON também apresenta propriedades toxicas apos reacdo com
radicais de oxigénio e superdxido, uma vez que os produtos desta reacao sao capazes de
provocar muitos danos celulares.

Sendo as plantas tradicionalmente usadas como agente terapéutico, muitas vezes
devido a sua atividade antioxidante, & importante quantificar espectrofotometricamente
a atividade do ON nos extratos que sdo obtidos a partir das plantas. O método utilizado,
usa o nitroprussiato de sédio (SNP), em solucdo aquosa e gera espontaneamente ON,
gue ao interagir com o oxigénio produz iBes nitrito, que podem ser medidos
espectrofotometricamente, na presenca do reagente de Griess (Balakrishnan et al., 2009;

Singh et al., 2012). Este reagente deteta a presenca de compostos organicos de nitrito,
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baseando-se na reacdo quimica de diazotizacao, que utiliza a sulfamida e dicloridrato de
N-(1-naftil)-etilenodiamina sob condicdes acidas (&cido fosforico). Assim, ao extrato da
planta é adicionado SNP e apds um periodo de incubagéo é-lhes adicionado o reagente
de Griess, sendo de seguida medida a absorvancia da cor obtida. Para tracar o padrdo da
reacao utiliza-se o acido ascorbico.

O ABTS ¢é um composto quimico utilizado para observar cinéticas de reacoes,
podendo ser utilizado também para medi¢do da atividade total de antioxidantes em
solucBes de substancias puras. Este radical precisa de ser gerado por reagdes quimicas
(por exemplo, através de persulfato de potassio) ou enzimaticas, sendo soltvel quer em
agua quer em solventes organicos. Nos extratos de plantas, quando ha a adi¢do do
persulfato de potéssio, ocorre a formacdo do radical ABTS+, que tem uma cor
esverdeada (Mayur et al., 2010). A medida que o antioxidante presente na amostra se
mistura com este radical, ocorre a reducdo do ABTS+ a ABTS, havendo uma perda da
coloracdo do meio reacional. Deve ser sempre feito este processo em triplicado (Re et
al., 1999). O 4cido ascorbico pode ser utilizado como padrdo e a percentagem da
atividade de reducdo do ABTS ¢ depois calculada, através da utilizacdo da formula:

L . 1-{absorvancia da amostra)
%o atividade reducgio= — < 100
absorvancia do controlo

A principal vantagem deste método é a sua facilidade de execucédo, podendo ser
facilmente reproduzido, oferecendo rapida e facilmente uma percentagem da atividade
de reducdo, dada pelos antioxidantes presentes na solucdo (Mayur et al., 2010).

Utilizando ADN plasmidico, podemos também compreender algumas das
caracteristicas das plantas medicinais. Se existirem antioxidantes presentes nos extratos
destas plantas, podemos analisar o efeito protetor que estes tém no impedimento do
fendmeno de ADN nicking. O ADN superenrolado de plasmideos conhecidos é exposto
a diferentes concentracdes de extratos vegetais, sofrendo uma pequena incubacéo,
seguida da adicdo do reagente de Fenton (Kumar et al., 2010; Sekhar et al., 2013). Este
reagente gera radicais hidroxilo a partir da reacdo em cadeia entre o ido ferroso (Fe2+) e

0 perdéxido de hidrogénio (H,O,) (constituintes do reagente) em meio acido, sendo
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bastante eficiente na oxidacdo de compostos organicos toxicos e ndo biodegradaveis
(Aviello et al., 2011). Assim o ADN plasmidico que entre em contato com este reagente
torna-se num ADN circular com quebras em ligacGes fosfodiéster. Quando ha a
presenca de antioxidantes na amostra, essa quebra é proporcionalmente revertida e o
ADN volta a possuir uma forma superenrolada. Assim, consegue-se determinar se 0
extrato € ou ndo rico em antioxidantes. Reagentes como o acido ascorbico podem ser

utilizados como controlo positivo da reagéo.

1.5.2.3 Metodologias Biologicas

As metodologias biolégicas compreendem a utilizacdo de modelos animais de
laboratério, para testar as propriedades dos compostos. Em fases iniciais, os testes in
vitro tém prioridade sobre os estudos in vivo, sendo para isso usados modelos de
células animais. Qualquer componente bioativo que seja candidato para aplicacédo
terapéutica tem assim que passar por um grande conjunto de programas de triagem
clinicos e toxicologicos antes de chegarem a ser registados como medicamentos.
Existem varios tipos de testes bioldgicos in vitro, que sdo aplicados na anéalise
farmacoldgica dos extratos, sendo especificos para bactérias, fungos, protozoarios,
virus, entre outros (Atindehou et al., 2004; Muthaura et al., 2007). Estes métodos sdo
importantes, visto determinarem a atividade dos compostos sobre estes seres Vvivos,
podendo fornecer pistas sobre a sua atividade in vivo. Geralmente, neste tipo de ensaios
sdo muito utilizados pequenos crustaceos, bactérias e fungos (Gurib-Fakim, 2005;
Valgas et al., 2007).

1.5.2.3.1 Artemia salina

Pequenos animais aquaticos, como a Artemia salina, podem ser cultivadas em
solucdes semelhantes a a4gua do mar. A fim de testar a toxicidade potencial, sdo
adicionadas concentracdes pré-estabelecidas dos extratos das plantas, a recipientes com
um numero conhecido destes pequenos crustdceos. As Artemia sobreviventes sdo
contadas ao fim de 24 horas, e os valores para a dose letal mediana (LC50, dose
necessaria de uma dada substancia para matar 50% de uma populagdo em teste) séo
encontrados, através da diferenca de contagem dos crusticeos que estavam Vivos

aquando a adicdo do extrato e dos que ficaram vivos ap0s as 24h em contacto com o
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composto (Parra et al., 2001; Pisutthanan et al., 2004). A. salina é muito utilizada em
bioensaios de toxicidade, uma vez que Michael et al. (1956) utilizaram e testaram este

molusco, tendo concluido que era ideal para realizar esse tipo de ensaios.

1.5.2.3.2 Bactérias

As bactérias s@o outro grande grupo de microrganismos utilizado em bioensaios.
Podem ser cultivadas em meio de agar em placas de Petri, e s&o colocadas em pequenas
cavidades na superficie do agar uma concentracdo definida do extrato da planta. Apés
uma incubacdo de 18 a 24 horas, sdo observados os halos de inibicdo onde ocorreu a
inibicdo do crescimento bacteriano, devido a acdo inibitéria dos compostos. Os fungos
também podem ser testados através do mesmo metodo (Atindehou et al., 2004; Gurib-
Fakim, 2005; Valgas et al., 2007). Em bactérias é utilizada a técnica de determinacéo da
concentracdo minima inibitoria (CMI), em que se utiliza uma placa de 96 poc¢os sobre a
qual é aplicada uma determinada concentragdo de bactérias por poco, em meio de
crescimento. Fazendo-se sucessivas diluicBes a partir de uma determinada concentragéo
do extrato da planta e ap6s uma incubacdo de 18 a 24h, é determinada qual a
concentracdo mais baixa do extrato que inibe o crescimento do microrganismo,
determinando assim a CMI (Atindehou et al., 2004; Valgas et al., 2007; Lagnika et al.,
2011). Geralmente utiliza-se o reagente violeta de p-iodonitrotetrazolio (INT) para a
revelagdo do crescimento bacteriano. Este comporta-se como recetor de eletres de
varias desidrogenases e assim, sempre que ha crescimento, essas desidrogenases perdem
eletrbes que vao ser transferidos para o INT, formando um corante rosado. Em resumo,
sempre que ha presenca de cor rosada nos pocos, € porque houve crescimento

bacteriano, e o extrato ndo foi inibitorio.
Podem ser usadas para a determinacdo da CMI de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, sendo preferivel usar de ambos os tipos, para nao ficar dubio se os

efeitos dos extratos sdo afetados pela composicdo da membrana da bactéria.

1.5.2.3.3 Células Animais
A toxicidade dos extratos vegetais pode ser determinada utilizando células
animais. A cultura de células animais (cultura de tecidos ou de células

sanguineas/hematopoiéticas ou outras) inicia-se pela dispersdo das celulas obtidas a
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partir de um fragmento de tecido (hematopoiético, muscular, epitelial ou outro) num
meio nutritivo apropriado, colocado num frasco ou placa de cultura. Apos algum tempo,
verifica-se que a maioria das células adere a superficie solida e cresce em monocamada
ou em suspensdo, dependendo do tipo celular. Na cultura em monocamada, as células
vao aderir a superficie da placa e propagam-se. E 0 método mais usado e tem como
condicdo essencial a ancoragem (adeséo das células ao fundo dos pogos), que € um pré -
requisito indispensavel a proliferagdo celular. Para as células aderentes, o material de
cultura deve possuir uma carga negativa. Essa carga medeia a producao de proteinas de
adesdo e proteoglicanos que irdo iniciar o processo de adesdo da célula a superficie do
frasco ou placa. A cultura em suspensdo é utilizada para células que sobrevivem e
proliferam sem necessidade de adesdo (independente da ancoragem). E o caso das
células hematopoiéticas, das linhas celulares transformadas ou das células derivadas de
alguns tumores malignos de o6rgdos solidos (Balakrishnan et al., 2009; Singh et al.,
2012).

Assim que toda a camada de substrato da cultura for ocupada e as células
confluirem, estabelecendo contacto umas com as outras, surge a necessidade de
proceder a subculturas sucessivas, sendo feita a passagem destas células para outros
frascos ou placas de cultura. As células que crescem em monocamada necessitam de
sofrer uma desagregacao da superficie do frasco ou placa, podendo esta ser enzimatica
(a tripsina é a enzima mais utilizada, por ser a melhor tolerada) ou mecanica. Para a
manutencdo das células em cultura € necessario que a incubacdo ocorra em meio de
cultura, com soro fetal, numa atmosfera apropriada e controlada quanto a temperatura, a
humidade e a composicdo da fase gasosa. A maioria requer uma atmosfera pobre em
oxigenio, embora variavel de acordo com as necessidades especificas das células em
causa. A concentracdo de CO,, superior a da atmosfera normal, € igualmente
fundamental para o sucesso das culturas celulares, sendo frequentemente necessario
adicionar este gas a atmosfera em que as células se encontram, sendo geralmente
utilizada uma percentagem de 5 a 10% de CO,. O meio de cultura escolhido,
suplementado com o soro fetal, é igualmente fundamental e indispensavel, uma vez que
é este que fornece nutrientes, hormonas, fatores de crescimento e outros substratos

essenciais a expressdo de fungdes especializadas das células, sustentando o seu
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crescimento continuo, substituindo e reproduzindo in vitro, o melhor possivel, as
condigdes in vivo, dos modelos animais (Singh et al., 2012).

Existem ceélulas priméarias e células estabelecidas. As culturas de células
primarias sdo constituidas por um Unico tipo de células, que se propaga em série durante
um numero limitado de divisdes celulares. Ja as células tumorais, ou células
estabelecidas, propagam-se indefinidamente devido ao facto de terem sido
transformadas. As linhas de células tumorais derivam, frequentemente, de tumores
reais, contudo, podem ser criadas por inducdo, utilizando oncogenes virais ou
tratamentos quimicos (Balakrishnan et al., 2009). J& com base na sua morfologia (forma
e aparéncia), ou nas suas caracteristicas funcionais, as células para cultura podem ser

divididas em trés tipos:

. Epiteliais: células que aderem ao substrato e apresentam forma achatada
e poligonal.
. Linfoblasticas: células que, normalmente, ndo aderem ao substrato,

permanecendo em suspensao com uma forma esférica.

o Fibroblasticas: células que aderem ao substrato e apresentam-se
alongadas e bipolares.

Algumas das linhas celulares que sdo mais utilizadas sdo as linhas celulares de
primatas, como as células Vero (células epiteliais do rim de macaco verde africano) e as
Cos-7 (células do rim do macaco verde africano), as linhas celulares de humanos, como
as células HeLa (células do epitélio cervical), células HEK 293 (células do epitélio do
rim), células Hep G2 (epitélio do figado), bem como outras, derivadas de pequenos
roedores e outros animais.

Na tabela | podemos ver algumas das linhas celulares quanto a sua origem,
morfologia e tipo de crescimento (aderentes ou ndo aderente).

Tabela | - Diferentes linhas celulares (adaptado de Sigma-Aldrich, 2010).

Linhas celulares aderentes

Nome Tecido e Espécie de Origem Morfologia
MRC-5 Pulméao Humano Fibroblasto
HelLa Cérvix Humano Epitelial
Vero Rim de Macaco Verde Africano Epitelial
NIH3T3 Embrido de Rato Fibroblasto
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L929 Tecido Conectivo de Rato Fibroblasto
CHO Ovaério de Hamster Chinés Fibroblasto
BHK-21 Rim de Hamster Sirio Fibroblasto
HEK 293 Rim Humano Epitelial
Hep G2 Figado Humano Epitelial
SH-SY5Y Neuroblastoma Humano Neuroblasto
Linhas celulares ndo aderentes
Nome Tecido e Espécie de Origem Morfologia
N50 Mieloma de Rato Linfoblasto
U937 Linfoma Histiocitico Humano Linfoblasto
Namalwa Linfoma Humano Linfoblasto
HL60 Leucemia Humana Linfoblasto
WEHI 231 Linfoma das células B de Rato Linfoblasto
YAC 1 Linfoma de Rato Linfoblasto
U266B1 Mieloma Humano Linfoblasto

Para as culturas celulares, quando queremos testar extratos vegetais e
similarmente as culturas bacterianas, utilizam-se microplacas de 96 pocos e é aplicada
uma determinada concentracdo de células por poco, em meio de crescimento
apropriado, procedendo-se de seguida a sucessivas diluicbes a partir de uma
determinada concentracdo do extrato da planta. Depois de uma incubacdo de 18 a 24h,
vai-se poder determinar qual a concentracdo mais baixa do extrato que inibe o
crescimento das células, determinando assim a CMI do extrato vegetal (Atindehou et
al., 2004; Lagnika et al., 2011).

Outro método para a determinacdo da atividade citotoxica dos extratos vegetais é
a determinacgdo do LC50, que ndo é mais do que a medida padrdo da toxicidade do meio
envolvente, em que metade da populacdo celular da amostra (50%) de um teste
especifico, em um determinado periodo, fica inviavel por exposi¢do a um determinado
composto. Este pode utilizar para a determinacédo da viabilidade e proliferagéo celular, a
reducdo de sais de tetrazdlio. O tetraz6lio amarelo 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina (MTT), é obtido pelas células metabolicamente ativas, em parte
pela acdo nas desidrogenases presentes nas mitocondrias, para gerar equivalentes

redutores. Formam-se entdo cristais de formazano purpura a nivel intracelular, que
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podem ser solubilizados e quantificados através de espectrofotometria (ATCC, 2011).

Podem ser utilizados outros reagentes semelhantes como o XTT e 0 MTS.

1.5.2.3.4 Parasitas

A toxicidade e os efeitos dos extratos vegetais também podem ser avaliados em
parasitas. Tém sido desenvolvidos uma serie de medicamentos que podem ser usados
contra parasitas. Porém, como a maioria destes farmacos foi desenvolvida ha j& alguns
anos, algumas das estirpes de parasitas tornaram-se resistentes a esses farmacos. A
maioria destes medicamentos foram obtidos através de sintese, no entando, com o
aumentar das resisténcias parasitarias, uma alternativa a este tipo de farmacos podem
ser os farmacos produzidos a partir de extratos vegetais, sendo a busca por plantas com
capacidades antiparasitarias, um dos maiores interesses da farmacologia nos dias de
hoje. Pode-se destacar um exemplo do uso de plantas medicinais, pois 0s primeiros
medicamentos usados para tratar a malaria sdo provenientes da planta Cinchona
officinalis e de outras espécies de Cinchona (Rubiaceae), que foram encontradas
naturalmente na América do Sul e Central (Mayur et al., 2010). Exemplos como este
ajudam a corroborar a importancia de encontrar plantas com capacidade antiparasitaria,
como alternativa aos farmacos de origem sintética, utilizados hoje em dia.

Existem muitos parasitas patogénicos para 0s humanos contra 0s quais se
procuram farmacos naturais, podendo destacar-se T. gondii, que provoca toxoplasmose.

Esta doenca é uma antropozoonose de distribuicdo mundial que afeta quase um
terco da populacdo humana, assim como 0s animais homeotérmicos. A infecdo pode
ocorrer por via oral, por contacto sanguineo ou ser adquirida por via congénita. T.
gondii necessita tanto dos hospedeiros definitivos (felinos) como dos hospedeiros
intermediarios para completar as fases do seu ciclo de vida, quer por replicacdo
assexuada quer sexuada (Hecht et al., 2001; Prasanthi e Lakshmi, 2012). A fase de
replicacdo sexuada sé ocorre no intestino dos hospedeiros definitivos, os felinos
(Sasidharan et al., 2011; Prasanthi e Lakshmi, 2012), e a fase de replicacdo assexuada
ocorre em celulas nucleadas. Todos os animais de sangue quente podem ser infetados
principalmente através do consumo de alimentos ou bebidas contaminadas por oocistos
evacuados nas fezes dos felideos ou por quistos tecidulares dos hospedeiros

intermediarios (Hecht et al., 2001; Prasanthi e Lakshmi, 2012). Uma vez ingeridos, 0s
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oocistos e/ou quistos tecidulares sofrem rutura ao longo do tubo digestivo e invadem as
células da mucosa intestinal, e os esporozoitos (libertados dos oocistos) ou 0s
bradizoitos (libertados a partir dos quistos nos tecidos) diferenciam-se em taquizoitos, a
forma rapida de replicacdo do parasita. Estes taquizoitos podem ser detetados nos
leucdcitos do hospedeiro ou podem circular livremente na corrente sanguinea. Apos
varias divisdes por endodiogenia, 0s taquizoitos transformam-se em bradizoitos para
fugir a resposta imune do hospedeiro formando quistos nos tecidos parasitados do
hospedeiro (Sasidharan et al., 2011). Os oocistos infeciosos excretados podem manter-
se vidveis no ambiente até 18 meses (Adam et al., 2002). A transmissao congeénita e o
transplante de érgdos sdo também outras vias de infe¢do (Hecht et al., 2001).

Na maioria dos adultos, a toxoplamose ndo causa doenga grave, sendo a forma
mais comum a latente (assintomaética), no entanto, pode causar cegueira e atraso mental
em criancas infetadas congenitamente ou originar doencas graves em pessoas com
imunidade comprometida (Hecht et al., 2001 e Prasanthi e Lakshmi, 2012). A infecdo
sintomética é geralmente caracterizada por linfadenopatia e hiperplasia das células
reticulares. Na doenca congénita, os quadros clinicos das infecdes adquiridas durante o
primeiro trimestre da gravidez sdo mais graves do que aquelas adquiridas das infecbes
no segundo e terceiro trimestres. Algumas consequéncias da toxoplasmose adquirida
durante a gravidez sdo a hepatite e a pneumonia, seguidas pelo comprometimento do
sistema nervoso central (SNC), resultando em hidrocefalia, corioretinite e calcificagdes
cerebrais. A toxoplasmose ocular pode acontecer apés a infecdo congénita ou adquirida
apos nascimento, como resultado de uma infecdo aguda ou reativacdo. Em doentes
imunocomprometidos, tal como acontece na sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(Sida), a toxoplasmose quase sempre acontece como resultado da reativacdo de uma
infecdo cronica. Nestes doentes, os sintomas consistem em alteracdes do estado mental,
convulsdes, alteracdes sensoriais e disturbios do movimento (Hecht et al., 2001).

Existem diferentes condi¢des que podem afetar a progressdo da infecdo, tais
como: 0 nimero de parasitas, a viruléncia do organismo e o sexo e estado imunologico
do hospedeiro (Hecht et al., 2001). Foram identificadas trés estirpes de parasitas, tipo I,
Il e I1l. A estirpe do tipo | estd muito associada a doentes com toxoplasmose ocular. Ja a
estirpe do tipo Il esta associada a infecdo cronica pela persisténcia dos quistos

tecidulares e é principalmente isolada na Europa e na América do Norte. Os tipos | e 1l
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estdo associados a doentes com infecdo congénita e doentes com sida. O tipo Il e
linhagens recombinantes 1/111 sdo comuns na América do Sul (Hecht et al., 2001; Adam
et al., 2002). A detecdo da infecdo pode ser documentada por exames sero-
imunoldgicos. A resposta da IgG anti-T. gondii surge aproximadamente 7 a 14 dias apds
a infecdo, apresentando o pico ao 30° a 60° dias, geralmente persistindo ao longo da
vida, enquanto que a IgM anti-T. gondii, apesar de aparecer primeiro, tipicamente ndo
persiste, sendo a sua detecdo sinal de infecdo aguda. Também a reacdo de polimerizagdo
em cadeia (PCR) é uma das metodologias usadas no diagnoéstico, fazendo-se a pesquisa
do ADN do parasita, além da avaliacdo histoldgica de tecidos infetados (Sasidharan et
al., 2011).

O tratamento humano para a infecdo por T. gondii é constituido por uma
combinagdo de pirimetamina e sulfadiazina, que inibem a diidrofolato redutase, uma
enzima chave na sintese das purinas. Outros farmacos alternativos incluem a
clindamicina, a atovaquona e espiramicina. O tratamento das infecGes por T. gondii, de
um modo geral, acentua o problema da eficacia limitada dos agentes anti-parasitarios
disponiveis, bem como os seus efeitos secundarios e a potencial ocorréncia de estirpes
resistentes. Uma vez que 0s medicamentos existentes para o tratamento da
toxoplasmose podem produzir efeitos secundarios graves como a sindrome de Stevens-
Johnson, necroélise epidérmia toxica, que geralmente sdo precedidos de uma erupcao
cuténea, hemorragias graves, anemia ou até infecdes graves, e que estes ndo atuam
sobre 0s quistos, sdo necessarias outras opcdes para o tratamento da toxoplasmose.
Como tal, € necessaria a pesquisa de novos agentes antiparasitarios, sendo de extrema
importancia a busca de compostos naturais capazes de combater este parasita (De et al.,
2010).

45



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade biolégica e
caracterizacdo quimica

Introducao

46



Capitulo 11 - Objetivos



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade bioldgica e

L o Objetivos
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Uma vez que as resisténcias a farmacos antibacterianos e antiparasitarios € um
problema cada vez mais grave e urge a necessidade de encontrar farmacos
quimiopreventivos, a pesquisa de novos farmacos passa pela procura de plantas que
apresentem alguma destas atividades. Assim, os principais objetivos deste trabalho
foram:

o Identificar, em algumas plantas medicinais, compostos biologicamente
ativos;

o Testar os componentes das plantas medicinais obtidas, quanto a sua
atividade antibacteriana e a sua citotoxicidade, em algumas células
animais, pequenos moluscos e parasitas;

o Identificar alguns dos componentes quimicos de cada planta medicinal

estudada.
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3.1 Obtencao e producéao da biblioteca de compostos

Foram utilizadas um total de 21 plantas (tabela Il), com origem na ilha de
Orango na Guiné-Bissau, cedidas gentilmente pelos Doutores Luis Catarino e Bucar
Indjai, tendo sido numeradas com ndmeros no intervalo de 1 a 35. Este material vegetal
é composto por amostras de folhas que foram secas a temperatura ambiente, no escuro.
Depois de secas, foram pesadas 200 mg destas amostras em triplicado, tendo sido

colocadas em tubos de ensaio devidamente numerados.

Tabela |1 - Plantas testadas e numero de amostra correspondente

Nome Numero da amostra
Ficus polita 1
Trichilia prieuriana subesp. prieuriana 9)
Margaritaria discoidea 6
Psychotrya peduncularis 7
Combretum micratum 8
Zanthoxylum leprieuri 9
Cassytha filiformis 10
Cisampelos mucronata 11
Capparis erythrocarpus 12
Stophanthus sarmentosus 13
Ocimum gratissimum 15
Ocimum basilicum 16
Abrus precatorius 17
Khaya senegalensis 22
Faidherbia &lbida 23
Cnestis ferruginea 24
Landolphia dulcis 25
Allophylus africans 26
Hymenocardia acida 27
Leptadenia hastata 34
Calyptrochilum christyanum 35

A cada uma dessas amostras em triplicado, foi adicionado 4 ml de um solvente:
metanol, ou cloroférmio, ou etil acetato. Os tubos contendo as amostras foram
convenientemente vedados e sujeitos a uma incubacdo de 2/3 dias a temperatura

ambiente, na auséncia de luz.
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Os tubos de congelacdo de polipropileno de 2 ml foram devidamente
identificados com o nimero da amostra e tipo de solvente usado na extragdo e foram
pesados, tendo-lhes sido posteriormente adicionado a solucéo obtida e foram deixados a
secar a temperatura ambiente, até o solvente evaporar completamente. Ap6s completa
secagem, os tubos foram pesados novamente, e assim se determinou o peso do extrato
obtido. Os extratos foram reconstituidos com 400ul de dimetil sulfoxido (DMSO) e
guardados a 4°C, ficando assim a biblioteca dos extratos das plantas pronta a ser
utilizada (figura 10) (Beézivin et al., 2003).

Figura 10 — Biblioteca dos extratos

Foi também calculado para cada extrato a quantidade necessaria para perfazer a
concentragdo de 1 mg/ml, utilizando o valor do peso do extrato que tinha sido calculado
(anexo A).

Todas as amostras extraidas com o metanol foram também sujeitas a
fracionamento utilizando a resina Diaion HP-20 (Supelco). Este método consistiu em
colocar 4 ml de extrato que obtivemos por extracdo com o metanol, em tubos
(devidamente identificados com o numero de cada amostra) contendo 60 mg da resina
acima mencionada (Bugni et al., 2008). Apds secagem da resina (2 a 3 dias) esta foi
lavada para cada amostra com 7 solucdes e o produto da lavagem foi colhido para tubos
de centrifuga de 1,5ml devidamente identificados. A ordem das solugdes utilizadas para
lavar a resina foi:

o Fracdo W (Water) I: 1 ml de agua foi utilizada para lavar a resina em

primeiro lugar, tendo ficado a &gua em contacto com a resina durante 10 minutos;
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o Fracdo WII: 1 ml de &gua foi utilizado para lavar a resina em segundo
lugar, tendo ficado a agua em contacto com a resina durante 10 minutos;

o Fracdo 1. 1 ml de uma solucdo de 25% de isopropanol em agua foi
utilizada para executar a terceira lavagem, tendo ficado a solu¢cdo em contacto com a
resina durante 10 minutos;

o Fracdo 2: 1 ml de uma solucdo de 50% de isopropanol em agua foi
utilizada para executar a quarta lavagem, tendo ficado a solugdo em contacto com a
resina durante 10 minutos;

o Fracdo 3: 1 ml de uma solugdo de 75% de isopropanol em agua foi
utilizada para executar a quinta lavagem, tendo ficado a solugdo em contacto com a
resina durante 10 minutos;

o Fracdo 4: 1 ml de uma solucdo de metanol a 100% foi utilizada para
executar a sexta lavagem, tendo ficado a solucdo em contacto com a resina durante 10
minutos;

. Fracdo 5: 1 ml de uma solucdo de 50% cloroférmio em metanol foi
utilizada para executar a sétima lavagem, tendo ficado a solu¢do em contacto com a
resina durante 10 minutos.

As fragcbes foram de seguida liofilizadas e dissolvidas em 400 ul de DMSO.
Foram depois incorporados a biblioteca de extratos, de forma a serem utilizados em

alguns procedimentos.

3.2 Avaliacéo da atividade dos extratos vegetais em bactérias

3.2.1 Avaliagéo qualitativa da atividade anti-bacteriana

3.2.1.1 Em meio solido

Neste ensaio foram utilizadas quatro estirpes de referéncia, nomeadamente E.
coli (ATCC 25922, Culti-Loops, Thermo Scientific), P. aeruginosa (ATCC 27853,
Culti-Loops, Thermo Scientific), S. aureus (ATCC 25923, Culti-Loops, Thermo
Scientific) e E. faecalis (ATCC 29212, Culti-Loops, Remel). Estas bactérias foram
inoculadas em meio liquido Luris-Bertani (Meio LB), durante 24 horas a 37°C, tendo
sido depois obtida da suspensdo bacteriana original e a partir desta, foi obtida outra
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suspensdo na concentracdo de 0.5 na escala de MacFarlan. Foram identificadas placas
de petri com a estirpe com que iam ser inoculadas e o meio Muller-Hinton (meio M-H)
foi utilizado para semear cada uma das suspensdes bacterianas (Valgas et al., 2007).
Cada placa foi inoculada com 200 pl da bactéria, a sementeira foi homogeneamente
feita por todas as placas através da técnica de espalhamento em placa. Em cada placa foi
inoculado 1 pl de ampicilina (50mg/ml) e 1 pl de DMSO que serviam de controlos. Para
cada estirpe foram inoculados 3 pl de todos os extratos das plantas para os 3 solventes,
numa concentracdo de 1 mg/ml. As placas incubaram durante 24 horas a 37°C (Valgas
et al., 2007). Os ensaios foram feitos em triplicado. Os halos de inibicdo obtidos, em
cada estirpe, para cada extrato vegetal, foram medidos em mm e apontados. Também
para as diferentes fracGes de todas as amostras foi realizado 0 mesmo ensaio.

3.2.1.2 Em meio liquido

Foi também utilizado 100ul por poco do meio Muller-Hinton, tendo sido
semeadas numa concentracdo igual (0.5 na escala de MacFarlan) as quatro suspensoes
bacterianas e foram usadas as fracfes obtidas dos extratos que haviam sido extraidos
com metanol. Foi pipetado para as placas 3 ul de cada fragdo (1mg/ml), sempre
utilizando o DMSO e 1ul de ampicilina (50mg/ml) como controlos. As placas
incubaram durante 24 horas a 37°C e as inibicdes obtidas foram registadas.

Depois de encontrados o0s extratos e fracdes de extratos que apresentaram maior
atividade antibacteriana, foi realizada a técnica de TLC para testar essas amostras. Para
este ensaio foram feitas sete réplicas, quatro para testar as bactérias usadas e trés para
testar os compostos fitoquimicos dos extratos. Para as fracdes de extratos que
apresentavam maior atividade antibacteriana, foi aplicada a TLC aqueles que provinham
de extracdo por metanol. Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida
com uma camada fina de silica-gel (10mm). As amostras a separar foram colocadas nas
placas a uma distancia de seguranca da mistura de solventes (9 partes de tolueno, 1
parte de acetona e 0.5 de acido acético) e ocorreu a migragdo do solvente e consequente
separagdo dos componentes dos extratos, de acordo com as suas polaridades. Das 4
réplicas de placas, cada uma delas foi utlizada para um grupo de bactérias (E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus e E. faecalis). Apds a corrida dos extratos e secagem das placas,

estas foram inoculadas com as quatro suspensdes bacterianas (E. coli, P. aeruginosa, S.
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aureus e E. faecalis) a 0.5 na escala de MacFarlan (cada suspensédo para cada grupo de
placas) e depois da incubacdo de todas as placas a 37°C durante 24 horas, foi-lhes
adicionado INT a 0.5 pg/ml. Todos os ensaios anteriormente descritos foram
reproduzidos em triplicado. No final os resultados foram fotografados. As trés réplicas
restantes foram utilizadas para determinacdo dos compostos fitoquimicos, assunto

tratado no capitulo 3.3.

3.2.2 Avaliacdo quantitativa da atividade anti-bacteriana em meio liquido

Em microplacas de fundo redondo de 96 pogos esterilizadas, devidamente
identificadas para cada espécie de bactéria e com o nimero das amostras, foi aplicado
50ul de meio Trypticase Soy Broth (TSB) liquido e foram colocados os extratos
vegetais (em triplicado) numa concentracdo de 1 mg/ml nos primeiros pocos das
microplacas, como mostra a figura 11, num volume total de 100 pul, tendo sido feita uma
diluicdo de Y2 nos pocos subsequentes (Lagnika et al., 2011). Assim, uma vez que a
concentracdo inicial de 1 mg/ml, fazendo diluicGes de % testamos as seguintes
concentracdes; 0.5 mg/ml; 0.25 mg/ml; 0.125 mg/ml; 0.0625 mg/ml; 0.031 mg/ml;
0.016 mg/ml e 0.0078 mg/ml.

De seguida todos os po¢os foram inoculados com 50pl da suspenséo da bactéria
correspondente, numa concentracéo de 10° unidades formadoras de colénias (UFC). Em
cada microplaca a ultima fila de pocgos foi usada como controlo, dois pocos serviram
como controlo negativo, contendo apenas meio liquido TSB, outros dois pocos
continham as suspensdes bacterianas com antibiético (ampicilina) e ainda dois pogos
com meio TSB e bactérias. Todos os testes foram feitos em triplicado. Depois de uma
incubacdo de 24h a 37°C, foi aplicado por poco, 40 ul de uma solucdo de 2 mg/ml de p-
iodonitrotetrazélio (INT) diluida de 1 para 10 em H,O. Ap6s uma incubacdo de 30

minutos a 37°C. Fez-se a leitura macroscépica dos resultados e determinou-se a CMI.
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Figura 11- Demonstracéo da aplicacdo das amostras na microplaca (adaptado de Gentox, 2012).

3.3 Avaliacao fitoquimica dos extratos vegetais

Utilizando a técnica de TLC descrita no capitulo 3.2.1.1 os extratos vegetais e
respetivas fracbes foram colocados em placas onde ocorreu a separacdo dos
componentes dos extratos, de acordo com as suas polaridades. Os ensaios foram feitos
em triplicado para cada solvente de extracdo (metanol, cloroférmio e etil acetato). Apos
a corrida de todas as amostras estas foram fotografadas em modo normal e sob luz UV,
tendo sido assim possivel diferenciar alguns dos componentes que compunham cada
amostra. Apds captura fotografica, as placas foram agrupadas por tipo de solvente de
extracdo das amostras, formando trés grupos, cada um com trés placas. Cada uma destas
foi pulverizada com um reagente diferente, que causou alterac@es de cor de acordo com
os fitoquimicos existentes no extrato da planta (Quach et al., 2004; Gurib-Fakim, 2005;
Sasidharan et al., 2011). Os reagentes utilizados foram o Folin-Ciocalteu (para reagédo
com os fendis, a 1/10), o 4-(Dimetilamino)benzaldeido (para reacdo com os terpenos) e

o Dragendorff-Munier (para reacdo com os alcal6ides).
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3.4 Avaliacéo da atividade dos extratos vegetais em células animais

Este teste foi apenas realizado para os extratos que tinham sido extraidas com o
solvente metanol. Foram utilizadas as seguintes linhas celulares: Vero (oferta do
Laboratério Nacional de Investigacdo Veterindria - LNIV), 3T3 (oferta do AIDS
Reagent, USA) (ndo tumorais), HelLa (oferta do AIDS Reagent, USA) e Hep-2 (oferta
da Doutora Dinora Lopes) (tumorais) para testar os extratos vegetais de todas as
amostras e todos os solventes. Foram colocados 100 pl de células numa concentracgao de
2x10°/ml por pogo, em meio Dulbecco’s Modified Eagles (DME) com 10% de soro
fetal, em placas para cultura de células de 96 pocos. As placas foram a incubar a 37°C
durante 24h (em atmosfera controlada de 5% de CO,). Apés esta incubacdo, foi
adicionado aos pogos mais 80 pl de meio DME com 10% soro e 20 ul dos extratos,
numa concentracdo de 1 mg/ml. Todo este protocolo foi feito em triplicado para cada
extrato. Foi guardada uma fila de pocos que foi dividida em duas partes, em 2 pogos
foram colocados os controlos negativos, em que apenas constavam as células em meio,
e nos outros 4 pocos foi adicionado apenas meio, que serviria de “branco” para o
método. As placas foram novamente a incubar em atmosfera controlada durante 72
horas, findo esse periodo foi-lhes removido o meio de cultura e os pogos foram lavados
uma vez com 200ul de tampdo fosfato-salino (PBS). Prosseguiu-se depois com o
protocolo de MTT para testar a proliferacdo celular. Foi preparada uma solucéo stock de
MTT, na concentracdo de 5 mg/ml em PBS, tendo sido a solucgéo filtrada de seguida
através de um filtro de 0.2 um. Foi posteriormente feita uma dilui¢do de 1 para 10 em
PBS, sendo essa a solucdo de trabalho utilizada, e que foi adicionada (40 pl). Esta
mistura foi a incubar a 37°C durante 3 horas, tendo sido a solu¢do de MTT removida no
final. Foi utilizada uma solucéo de 0.04 M HCI em isopronapol absoluto para solubilizar
os cristais formados durante a reacdo do MTT, tendo sido pipetado 50 pl desta solugéo
para cada poco, tendo o cuidado de misturar bem o conteido destes, com o auxilio da
pipeta. As placas foram depois lidas no espectrofotometro, a densidade ética (DO) de
570 nm e 650 nm. A densidade ¢tica celular para cada amostra foi calculada através da
formula: DOs70nm-DOgsonm (Lappalainen et al., 1994; Khattak et al., 2006).

56



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade bioldgica e | Material e
caracterizag¢do quimica | Métodos

3.5 Avaliacao dos extratos vegetais em Artemia salina

Foram colocados em meio salino ovos de A. salina (Sera, Artemia-Mix,
Heinsberg, Alemanha) a eclodir durante 24 horas, a 25°C no escuro (Bajracharya e
Tuladhar, 2011). Posteriormente, Artemia que eclodiram foram transferidas para um
meio novo de forma a remover os restantes ovos. Utilizou-se microplacas de 96 pocos
de fundo plano e na primeira linha das placas colocaram-se as amostras em
concentracdo de 1 mg/ml e em duplicado. Foram pipetados 100 pl do meio salino por
poco e 200 ul na primeira linha de cada placa. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
para cada poco foram pipetadas 1 a 2 gotas do meio contendo Artemia, cada gota
continha entre 8 a 15 crustaceos. Também se usou DMSO como controlo positivo em
duplicado. Foram feitas diluicGes seriadas de 1 para 2 nos pogos subsequentes. Na
ultima linha da placa foi utilizado HCI puro diluido de 1 para 2, como controlo
negativo. As placas foram mantidas a temperatura ambiente e protegidas da luz durante
24 horas, findo esse tempo, em cada po¢o procedeu-se a uma contagem do nimero de
Artemia mortas. Apos esta contagem foi pipetado para cada poco, uma gota de HCI
puro e ap6s 15 minutos foi feita uma nova contagem das Artemia mortas, que

correspondiam ao total de Artemia existentes por pogo (figura 12).

Figura 12 — Artemia salina em poco de fundo plano

Foi determinada a LC50 para cada extrato através da diferenca entre as Artemia

que existiam no poco e as que morreram aquando a adi¢do do extrato vegetal.

57



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade bioldgica e | Material e
caracterizag¢do quimica | Métodos

3.6 Avaliacdo dos extratos vegetais em Toxoplasma gondii

Para a realizacdo deste teste foi utilizado T. gondii da estirpe RH (oferta do
AIDS Reagent, USA), partindo do principio que T. gondii é viavel em cultura, fora das
células animais até 24 horas (Carvalho e Farhat, 1999). Este parasita foi cultivado em
células Vero em meio DME com 0.2% de soro fetal, purificado em Percoll a 40%, apos
centrifugacdo a 2000G durante 10 minutos. O parasita foi recolhido do Percoll e
centrifugado a 1200 rota¢des por minuto (rpm) durante 10 minutos e lavado trés vezes
em PBS (Jones-Brando et al., 2003). Foi medida a concentracdo celular com o
hemocitometro e diluido em meio DME sem vermelho de fenol com 1% soro fetal,
para 3,4x10* células/ml. Foram colocados 100 ul de células, na concentracio indicada,
em placas de 96 pocos e de seguida foi adicionado 100 pl de extrato vegetal (na
concentracdo de 1 mg/ml). Apenas a primeira linha de cada placa continha 200 pl de
células para permitir fazer uma diluicdo do extrato vegetal para Y2 nos pocos
subsequentes. Foram utilizados quatro pocos para controlo, contendo apenas meio de
cultura. De seguida a mistura foi a incubar durante 4 horas a 37°C. Foi feita uma
solucdo de 5 mg/ml sal de tetrazolio (XTT) com 1 mg/ml de metossulfato de fenazina
(PMS), e findo o tempo de incubacdo aos pocos foi adicionado 25ul do corante
XTT/PMS. Este corante com o tempo de incubagéo vai formando um corante alaranjado
e a sua intensidade é proporcional ao nimero de células metabolicamente ativas em
cada poco. Passado 1h30m de incubacdo das placas a 37°C, foi feita uma leitura destas a
490 nm. Foi feita outra leitura das placas a 650 nm (ATCC, 2011). A diferenca de
absorvancias obtidas foi diretamente proporcional ao nimero de células viaveis por
poco. Os valores das absorvancias obtidas nos po¢os com extratos e nos pogos sem

extratos foram usados para determinar a percentagem de viabilidade celular.

3.7 Avaliacdo dos extratos vegetais quanto a sua composicdo em

polifenois

A reta de calibracdo para este teste foi feita utilizando uma solucdo de trabalho
do reagente Folin-Ciocaleu diluido de 1/10 em agua Milli-Q, uma solucdo de propilo

galato na concentragcdo de 3mg/ml em etanol, e carbonato de sédio a 75g/l. Como
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mostra a tabela Ill, foram misturadas as solugdes, iniciando o processo com a solucao
de propilo galato. Houve uma incubacdo de 30 minutos e no final as microplacas foram
medidas espectrofotometricamente a 765 nm (Folin e Ciocalteu, 1927; Miliauskas et al.,
2004). A reta de calibracdo foi assim tracada, e encontrada em mg/g equivalentes a
propilo galato a concentracdo em polifendis das amostras.

A quantificacdo de polifendis nos extratos vegetais foi feita recorrendo ao
método de Folin-Ciocalteu. Em microplacas de 96 pocos foram colocados 20 pl dos
extratos numa concentracéo inicial de 1mg/ml, contudo estes foram diluidos a 1/5. As
diluicdes dos extratos foram adicionados 100 pl de reagente Folin-Ciocalteu (2,0 M) e
misturou-se. As amostras foram processadas em triplicado. Apds 5 minutos, adicionou-
se 100 pl de carbonato de sodio (75g/l) e as microplacas foram deixadas 2 horas a
temperatura ambiente. Cada amostra continha um controlo (180ul de &gua destilada,
mais 20 ul do extrato) e o branco da reacdo continha 200 pl de dgua destilada. Foram
também guardados trés pocos para servirem de branco da amostra, contendo todos os
reagentes (Carbonato e Folin-Ciocalteu) a exce¢do de amostra (Zhang et al., 2006). No

final foi medida a absorvancia das placas espectrofotometricamente a 750 nm.

Tabela 111 — SolucBes utilizadas para tragar reta de calibragdo, para determinacdo de compostos
fenolicos
(235%?32%2%%?0 S_olugéo de FoIir_1-CiocaIeu Carggg?éo e
galato) propilo galato (ul) 1:10 (ul) )
0.60 20 100 80
0.30 20 100 80
0.15 20 100 80
0.0075 20 100 80
0.0375 20 100 80
0.01875 20 100 80
0 20 (s6 de etanol) 100 80

Para as amostras em que as absorvancias obtidas ndo se encontravam dentro da
reta de calibracdo foram feitos novos testes, com os extratos diluidos a 1/50 para se

obterem resultados que se inseriam na reta.
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3.8 Avaliacao dos extratos vegetais quanto a atividade do 6xido nitrico

Esta avaliacdo foi feita de acordo com o método descrito em 2010 por Ho et al..
As amostras foram processadas em triplicado. Foram adicionados 50 pl de amostra
(extrato diluido 1/5 em &gua Milli-Q) a 50 pl de 10 mM de SNP em microplacas
devidamente identificadas. A mistura incubou a temperatura ambiente durante 90
minutos. Findo esse periodo, um volume igual de reagente de Griess e as placas foram
imediatamente lidas espectrofotometricamente a 546nm. Foram utilizados pogos como
brancos que continham SNP e reagente de Griess e outros pocos controlo que
continham apenas amostra e SNP. Foi utilizado &cido ascorbico para tracar a reta de
calibracdo. A concentracdo inicial foi de 1mg/ml e foram feitas diluicbes de 1/2 até
alcancar a concentracdo de 0.008mg/ml, conseguindo-se a reta de calibracdo. A
avaliacdo da atividade do oxido nitrico foi feita recolhendo as absorvéncias lidas

espectrofotometricamente e aplicando a formula:

- absorvancia do controlo-absorvancia da amostra
0% atividade= — x100
absorvancia do controlo

\

3.9 Avaliacdo dos extratos vegetais quanto a atividade antioxidante
(ABTYS)

Foram pesadas 10 mg de ABTS com 1.7 mg de persulfato de potassio, em 2.5 ml
de agua destilada. Esta solugdo stock foi mantida no escuro durante 12 a 16 horas. Findo
este tempo queriamos obter uma solucdo de ABTS com DO entre 0s 0.7 e 1.0 a 734 nm.
Para tal fizemos sete solucdes diferentes de ABTS com 200 pl de etanol, em triplicado.
Os volumes de stock utilizados para as sete solucdes foram 2.8; 2.9; 3.0; 3.1; 3.2; 3.3 ¢
3.4 ul e feitas as diferentes solugdes (incluindo os triplicados), as suas DO foram
medidas a 734 nm. Foi escolhida entdo a solugdo com DO dentro do intervalo (neste
caso 3.4 ul de stock com 200 pl de etanol) (Re et al., 1999; Ling et al., 2009; Mayur et
al., 2010).
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A reta de calibracao foi realizada com acido ascorbico nas concentragdes de 0, 4,
7,11, 14,17, 20, 23 e 26 pg/ml. A estas concentragdes de acido eram adicionados 10 pl
de etanol e 200 pl de solucgéo de trabalho, tendo estas placas sofrido a mesma incubagéo
de 6 minutos e 30°C e sido imediatamente lidas a 734 nm. A percentagem da atividade

de reducdo foi depois calculada utilizando a férmula:

absorvancia da amostra "

%% atividade de redugio= [1- ( ]] x100

absorvancia do controlo

Foram adicionados em triplicado a microplacas de 96 pocos o0s extratos vegetais,
na concentragdo de 1 mg/ml num volume de 10 pl. A cada pogo foi adicionado 200 pl
de solucéo de trabalho do ABTS, tendo as placas sido ligeiramente agitadas e incubadas
a 30°C durante seis minutos. Alguns pocos foram guardados para servirem de controlo
positivo, onde ao invés dos extratos, constavam 10 ul de etanol. Ap6s o periodo de

incubacéo, as placas foram imediatamente lidas a 734 nm.

3.10 Avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos vegetais na

reparacdo de ADN

Para este ensaio foi usado o plasmideo pUC18 que foi inserido em E. coli. A
transformacédo bacteriana foi feita com o método do cloreto de célcio (Ausubel et al.,
1992). A cultura foi semeada em meio LB sélido com ampicilina (50ug/ml) e incubada
durante a noite a 37°C. Foram selecionadas trés col6nias para um tubo cénico que
continha 50 ml de meio LB liquido. Incubou-se durante 24 horas o meio contendo as
bactérias com o plasmideo, e prosseguiu-se a extracao do ADN do plasmideo.

Para o isolamento do plasmideo, seguiu-se o procedimento do Mini-Prep
(Sambrook et al., 1989), tendo a suspensdo de células sido centrifugada a 6000G
durante 10 minutos e sido removido o meio de cultura. Ressuspendeu-se o preparado de
células com 5 ml de tampdo TEG (100 mM Tris-HCI a pH=8, 2mM EDTA e 20%
glucose) e juntou-se 50 pl de RNAase (1 mg/ml), foi a incubar durante 5 minutos.
Foram adicionados 10 ml de solucgéo salina normal (0.2 M NaOH, 1% SDS) e misturou-

se as solucdes gentilmente por inversdo do tudo seis a oito vezes. A suspensdo incubou
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a temperatura ambiente durante dois a trés minutos e juntou-se 7.5 ml de uma solugéo
de 3 M de acetato de sodio (pH=5.3), misturando novamente através de inversao gentil
do tubo, seis a oito vezes. A suspensdo foi a incubar em gelo durante 5 minutos e
centrifugada de seguida a 9000G a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e filtrado em papel de filtro, tendo sido posteriormente adicionado
isopropanol, tendo a mistura ficado a incubar a 4°C durante 18h. Centrifugou-se a
9000G durante 20 minutos para descartar o sobrenadante e lavou-se o preparado de
células com etanol a 70% e se seguida com etanol a 100%. O ADN foi depois
purificado em coluna de silica, tendo no final sido lavado uma vez com alcool a 70% e
outra vez com alcool a 100% e ap6s completa secagem o ADN do plasmideo foi
ressuspendido em tampédo TE (Ausubel et al., 1992). Determinou-se a concentracdo do
ADN apos leitura a 260 e 280 nm.

Foram realizados varios ensaios para otimizar o método do reagente de Fenton e
a sua capacidade antioxidante dos extratos (Lee et al. 2002). Todas as misturas
continham 1 pl de ADN, 2 pl de 4gua destilada e 3 pl do reagente de Fenton a testar. Os
reagentes testados estdo apresentados na tabela IV, numerados de 1 a 8, e apresentam-se

também os controlos realizados para a reacdo, de C1 a C3:

Tabela IV - Soluges testadas para obtencdo do reagente de Fenton ideal

Ci | C2 | C3 1 2 3 4 5 6 7 8

FeCls; - 2 ul - 2ul f2pl 2l 2pl | 2ul | 2ul | 2l | 2l
Cisteina | - - 2 ul - - - - 2ul [ 2ul | 2pul | 2pl
H,0; - - - Tpl | 2pl | 4pl [ Sl | 2l | 2pl | 4pul | 8yl

NaHCOz; | 1ml [I1ml |Iml |Iml|1ml|{1Iml|{1ml| Iml [1ml|1ml|1ml

A 5ul de cada amostra foi adicionado 2 ul de corante loading dye e ap6s corrida
em gel de agarose a 1% (ao qual havia sido incorporado brometo de etidio [5ul em
200ml de gel] durante a sua preparacdo) em tampdo TAE (40mM tris-acetato, 1mM
EDTA, pH 8.0), durante 30 a 45 minutos a 1-5 V/cm, o gel foi observado utilizando a luz
UV do transiluminador e foram tirados registos fotograficos dos resultados.

Além do reagente de Fenton era necessario determinar qual a quantidade de
acido ascorbico a utilizar na reacdo final. Foi feita uma solucdo de 100mM de &cido

ascorbico, que depois foi diluida 100 vezes. Com esta solucdo de 1 mM, fizeram-se sete
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diluicdes, diluindo sempre a Y%, estas foram utilizadas como mostra a tabela V. Na

tabela VI estéo representados os controlos utilizados para esta reagéo.

Tabela V - Diluig6es utilizadas para determinacéo da concentracéo de acido ascorbico

1 2 3 4 5 6 7
ADN 2ul |2l | 2ul | 2ul | 2ul | 2l | 2l
Acido Ascorbico Tpd | 2l | 2l | 2l | 2l | 2l | 2l
Reagente Fenton ul | 3pl | 3pl | 3pl | 3pul | 3l | 3yl
Tabela VI — Controlos utilizados para determinacéo da concentracdo de &cido ascdrbico
C1 C2 C3
2 ul ADN 2 ul ADN 2 ul ADN
1 |J.| H,O 1 |J.| H,O -
3 ul Reagente de Fenton 3 ul NaHCO; 3 Ul NaHCO3+FeClj

As concentracdes utilizadas foram 16uM; 8uM; 4uM; 2uM; 1uM, 0.5uM e
0.25uM. Adicionou-se 2 ul de loading dye a 6 ul de cada amostra e apds corrida em gel
de agarose a 1% (ao qual havia sido incorporado brometo de etidio [5ul em 200ml de
gel] durante a sua preparacao) em solugdo TAE, durante 30 a 45 minutos a 1-5 V/cm, o
gel foi lido utilizando a luz UV do transiluminador e foram tirados registos fotograficos
dos resultados. A amostra com melhores resultados, foi encontrada e apurada a
concentracdo de acido ascorbico usada, para usar nas reacdes seguintes.

Foram previamente testadas duas substancias como controlos positivos, o &cido
cafeico e a morina, dois compostos antioxidantes (Ramos-Escudero et al., 2012). O
acido cafeico estava numa concentracdo inicial de 3.6 mg/ml ao passo que a morina
estava a 6 mg/ml. Para ambos foram feitas 6 diluic@es, diluindo sempre a 1/100. Foram
colocadas separadamente em tubos de centrifuga de 1,5ml 10 pl dessas diluicOes, as
quais se adicionou 1 pl do ADN do plasmideo. A mistura incubou 10 minutos e findo
esse periodo foi adicionado 1 pl de &cido ascorbico (na concentracdo previamente
encontrada) e 10 pl do reagente de Fenton escolhido. Houve uma incubacdo de 30
minutos a 37°C e os 5 pl das amostras correram em gel de agarose a 1% (ao qual havia
sido incorporado brometo de etidio [5ul em 200ml de gel] durante a sua preparacéo) em
solugdo TAE, durante 30 a 45 minutos a 1-5 V/cm. O gel foi lido e a amostra com
melhores resultados para cada substancia, foi encontrada para ser utilizar na reacdo

seguinte.
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A reacdo final envolveu o teste dos extratos vegetais. Todas as amostras dos
extratos foram diluidas a 40 pg/ml e foi utilizado acido ascorbico na concentracdo
definida. Em tubos de centrifuga de 1,5ml, separadamente, foram colocados 10 pl de
todas as diluicGes das amostras e também das amostras de morina e acido cafeico nas
concentracdes apuradas. A essas dilui¢bes juntou-se 1pl do ADN do plasmideo e
deixou-se a mistura incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
tempo 1 pl do &cido ascérbico foi adicionado & mistura, seguido da adi¢do de 10 pl do
reagente de Fenton escolhido. Cada tubo incubou 30 minutos a 37°C (Lee et al., 2002;
Verma et al., 2010; Sekhar et al., 2013). Paralelamente foram feitos alguns controlos. O
controlo 1 continha apenas 5ul ADN, o controlo 2 continha 1 pl de ADN, 1 pl de dgua
destilada e 3 pl de NaHCOj3 e finalmente o controlo 3 continha 1 pl de ADN, 1 pl de
agua destilada e 3 pl de NaHCO3; com FeCl3 (solugdo de 1 ml de NaHCO3; com 2 pl de
FeCl3). Juntamente com todas as amostras e controlos utilizados em todas as reagdes foi
corrido um marcador Lambda Hind Il (Thermo Scientific). Utilizaram-se 2ul de
corante para cada amostra de ADN e foi misturado e carregado com 5ul de cada
amostra. As amostras e controlos foram corridos em gel de agarose a 1% (ao qual havia
sido incorporado brometo de etidio [5ul em 200ml de gel] durante a sua preparacdo) em
tampédo TAE, durante 30 a 45 minutos a 1-5 VV/cm. No final dessa corrida o gel foi lido
utilizando a luz UV do transiluminador e foram tirados registos fotograficos dos

resultados.
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Resultados

4.1 Obtencao da biblioteca de extratos

Apds secagem de cada planta, e depois de ter sido adicionado 4 ml de um
solvente diferente (metanol, o cloroférmio e etil acetato), o processo de extracdo
produziu, ao fim de uma incubagdo de 2/3 dias a temperatura ambiente em tubos
vedados (figura 13), os extratos totais que constituiram a biblioteca de extratos. Os
extratos das plantas foram depois transferidos para tubos de congelacdo de

polipropileno que constituiram a biblioteca de extratos (figura 10).

Figura 13 — Processo de extra¢do com os solventes escolhidos

Para fazer um fracionamento das amostras extraidas com o metanol, foi utilizada
a resina Diaion HP-20. Apds utilizacdo das sete solucdes para a lavagem e consequente
fracionamento dos extratos, alguns exemplos constam na figura 14. Também estas sete
fracOes de extratos, para cada amostra, foram adicionadas a biblioteca de extratos em

tubos de congelacéo de polipropileno.
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Figura 14 - Produtos das extragdes obtidos apds sucessivas lavagens em resina Diaion HP-20
(Supelco). Por ordem crescente: FWI (12 lavagem com agua Milli-Q), FWII (22 lavagem com agua
Milli-Q), F1 (lavagem com isopropanol a 25%), F2 (lavagem com isopropanol a 50%), F3 (lavagem
com isopropanol a 75%), F4 (lavagem com metanol a 100%) e F5 (lavagem com solugédo

cloroférmio/metanol).
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4.2 Analise dos ensaios qualitativos dos extratos vegetais em bactérias

Os ensaios qualitativos para avaliagdo da atividade antibacteriana foram em
meio sélido e liquido. Relativamente ao meio sélido (meio de Mueller-Hinton) foram
feitos 0s ensaios para 0s extratos vegetais que utilizaram como solventes de extracdo o
metanol, cloroférmio e etil acetato mas também para as frages da resina Diaion HP-20
dos extratos que haviam usado metanol para a extracdo. Nas figuras 15, 16 e 17 é
possivel ver alguns exemplos dos resultados obtidos quanto a apresentacdo ou nao de

halos por acdo antibacteriana em meio solido.

Figura 15 - Halos de inibi¢do da placa inoculada com E. faecalis. Os extratos testados tinham sido
extraidos com metanol. Amostras 1, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11 e 12 de acordo com a tabela Il. Controlo
utilizado (A): 1pl ampicilina (50mg/ml).

Figura 16 - Halos de inibicdo da placa inoculada com S. aureus. Os extratos testados tinham sido
extraidos com cloroférmio. Amostras 1, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11 e 12 de acordo com a tabela Il. Controlo
utilizado (A): 1l ampicilina (50mg/ml).
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Figura 17 - Halos de inibi¢do da placa inoculada com S. aureus. Os extratos testados tinham sido
extraidos com etil acetato. Amostras 24, 25, 26, 27, 34 e 35 de acordo com a tabela Il. Controlo

utilizado (A): 1l ampicilina (50mg/ml).

Nos gréaficos 1 a 21 figuram o didmetro dos halos obtidos para 0s extratos totais e
para as fracbes com a resina Diaidon HP-20, onde para cada planta e tipo de bactérias,
se mostra os halos obtidos e o seu tamanho, em meio sélido. As siglas FWI (12 lavagem
com agua Milli-Q), FWII (22 lavagem com agua Milli-Q), F1 (lavagem com isopropanol
a 25%), F2 (lavagem com isopropanol a 50%), F3 (lavagem com isopropanol a 75%),
F4 (lavagem com metanol a 100%) e F5 (lavagem com solucdo cloroférmio/metanol)

sdo utilizadas para demonstrar os resultados das 7 fracGes para cada planta.
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Gréfico 1- Diametro dos halos obtidos para Gréfico 2 - Diametro dos halos obtidos para
Ficus polita (Amostra 1) Trichilia prieuriana prieiruana (Amostra 5)
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Grafico 3 - Diametro dos halos obtidos para
Margaritaria discoidea (Amostra 6)
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Grafico 5 - Diametro dos halos obtidos para
Combretum micrantum (Amostra 8)
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Gréfico 7 - Diametro dos halos obtidos para
Cassytha filiformis (Amostra 10)
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Graéfico 9 - Diametro dos halos obtidos para
Capparis erythrocarpus (Amostra 12)
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Gréfico 4 - Diametro dos halos obtidos para
Psychotrya peduncularis (Amostra 7)

1

0

O N b OO ©

Metanol
Cloroférmio

Etil Acetato [

FWI
FWII

F1 |
F2 |
F3 |
F4 |
F5 |

Grafico 6 - Diametro dos halos obtidos para
Zanthoxylum leprieuri (Amostra 9)
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Grafico 8 - Diametro dos halos obtidos para
Cisampelos mucronata (Amostra 11)
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Gréfico 10 - Diametro dos halos obtidos para
Strophantus sarmentosus (Amostra 13)
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Grafico 11 - Diametro dos halos obtidos para Gréfico 12 - Diametro dos halos obtidos para
Ocimum gratissimum (Amostra 15) Ocimum basilicum (Amostra 16)
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Gréfico 13 - Diametro dos halos obtidos para Grafico 14 - Diametro dos halos obtidos para
Abrus precatorius (Amostra 17) Khaya senegalensis (Amostra 22)
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Gréfico 15 - Diametro dos halos obtidos para Grafico 16 - Diametro dos halos obtidos
Faidherbia albida (Amostra 23) para Cnestis ferruginea (Amostra 24)
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Grafico 17 - Diametro dos halos obtidos para Grafico 18 - Diametro dos halos obtidos para
Landolphia dulcis (Amostra 25) Allophylus africanus (Amostra 26)
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Grafico 19 - Diametro dos halos obtidos para Grafico 20 - Diametro dos halos obtidos para
Hymenocardia acida (Amostra 27) Leptadenia hastata (Amostra 34)
~10 Legenda:
A _
o I BE. coli
< 6 ]
< I M P, aeroginosa
2 4
o
g 2 I S. aureus
F 0 I T T T T T mE. faecalis
> O O N QDN DD X
S FLL QK
& e
& c‘@é\ & < QQ&
SN
<

Grafico 21 - Diametro dos halos obtidos para
Calyptrochilum christyanum (Amostra 35)

4.3 Determinacao da CMI para E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e E.
faecalis

Em meio liquido, para as bactérias E. coli e S. aureus ndo houve qualquer
inibicdo bacteriana em qualquer das concentracbes testadas. Houve inibicdo do
crescimento de P. aeruginosa para a concentracdo de 0.5 mg/ml, nos extratos 9, 10 e 35
extraidos com metanol, sendo que relativamente aos restantes também ndo se observou
qualquer atividade antibacteriana. Em E. faecalis, também para uma concentracdo de
0.5 mg/ml, houve atividade inibidora para as amostras 6, 7, 8, 13, 23 e 27 extraidas com
metanol. Todos estes resultados foram visualizados macroscopicamente. Nos pogos
controlo com antibiético ndo houve crescimento bacteriano, nem naqueles que néo

houve inoculagdo (controlo negativo).
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4.4 Resultados obtidos por TLC

4.4.1 Observacao macroscépica dos resultados para os extratos totais e fracoes de
extratos por metanol

Apo6s andlise dos halos obtidos nos graficos 1 a 21, foram escolhidas 6 das
amostras totais para prosseguir para a técnica de TLC (Anexo B). As amostras
escolhidas foram a 5, 6, 7, 8, 16 e 35 por serem aquelas que no teste dos halos
apresentavam inibi¢cfes mais amplas para mais do que uma espécie de bactérias,
correspondendo  respetivamente as plantas Trichilia prieuriana prieuriana,
Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum micratum, Ocimum
basilicum e Calyptrochilum christyanum. Para as amostras escolhidas, a técnica de TLC
foi aplicada para os trés solventes (metanol, cloroférmio e etil acetato). Depois de
corridas as amostras, os resultados obtidos estdo representados na figura 18.
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Figura 18- Resultados obtidos pela técnica de TLC para os extrato totais 5, 6, 7, 8, 16 e 35. Foi
utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina de silica-gel (10
mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes de acido
acético.

Em relacdo as fragfes dos extratos por metanol e apds andlises dos halos obtidos
expressos nos graficos de 1 a 21, foram escolhidas 25 dessas fracdes para aplicar a
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técnica de TLC por serem aquelas que mais fortemente inibiam as bactérias. As
amostras escolhidas foram a 5F3 (Amostra 5, fracéo 3), 5F4, 6F3, 6F4, 6F5, 7TFWI, 7F1,
7F2, TF3, 7F4, TF5, 8F2, 8F3, 8F4, 15FWI, 15F2, 15F3, 15F4, 15F5, 16FWI, 16F1,
16F3, 16F4, 35F2 e 35F5. Depois de corridas as amostras, 0s resultados obtidos estdo

representados na figura 19.

Figura 19 - Resultados obtidos pela técnica de TLC para as fracGes das amostras selecionadas. Foi
utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina de silica-gel (10
mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes de &cido
acético.

4.4.2 Observacao através de UV dos resultados para os extratos totais e fracGes de
extratos por metanol

Para o0s extratos vegetais totais que testamos por TLC, os resultados da
exposicdo a luz UV constam na figura 20.
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Figura 20 — Resultados da exposicdo a luz UV dos extratos vegetais testados por TLC. Foi utilizada
uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina de silica-gel (10 mm). O
solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes de &cido acético.

Quanto as fracdes de extratos por metanol que mais haviam demonstrado
atividade antibacteriana, ap6s TLC os resultados obtidos por exposi¢do a luz UV

aparecem na figura 21.

TFWI1TFL 782

ISFW1 MSE2 I5F3 15F4 1SFS

Figura 21 - Resultados da técnica de TLC das fragdes de extratos que mais haviam demonstrado
atividade antibacteriana, obtidos por exposicdo a luz UV. Foi utilizada uma placa pré-revestida
com aluminio, revestida com uma camada fina de silica-gel (10 mm). O solvente utilizado continha
9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes de acido acético.

75



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade biolégica e | Resultados
caracterizagdo quimica

4.4.3 Testes quimicos realizados para os extratos totais

Como cada placa havia sido feita em triplicado para cada solvente, cada grupo
de 3 placas foi pulverizado com um reagente diferente, que causou alteracdes de cor de
acordo com os fitoquimicos existentes no extrato da planta. Os reagentes utilizados
foram o Folin-Ciocalteu para reacdo com fendis, 4-(Dimetilamino)benzaldeido para
reacdo com terpenos e o Dragendorff-Munier para reacdo com os alcaldides. Os
resultados obtidos estdo nas figuras 22, 23 e 24.

Figura 22 - Resultados apés pulverizacdo com reagente de Folin-Ciocalteu para reacdo com fendis.
Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina de silica-gel
(10 mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes de acido

acético.
Fim da
corrida
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Figura 23- Resultados ap6s pulverizacdo com reagente 4-(Dimetilamino)benzaldeido para reacao
com terpenos. Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina

Fim da
corrida

Inicio
da
corrida
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de silica-gel (10 mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5
partes de acido acético.
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Figura 24 - Resultados ap6s pulverizacdo com reagente Dragendorff-Munier para reacdo com
alcaloides. Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma camada fina de
silica-gel (10 mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de acetona e 0.5 partes
de acido acético.

Nas figuras 22 e 24 é possivel verificar algumas manchas provocada pelas
pulverizacbes dos reagentes. Na figura 22 vemos que os fendis estdo logo na parte
inicial dos componentes separados, enquanto que na figura 24 a distribuicdo dos
alcaloides ja é mais ampla.

4.4.4 Inibicdo bacteriana nas placas de TLC dos extratos totais

As placas foram preparadas em triplicado para casa solvente, de modo a inocular
com as bactérias Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus e
Enterococus faecalis. Apés incubacdo das placas de acordo com 0 método apresentado
por Valgas et al. (2007), em termos de coloracdo pelo método do INT, para E. coli e E.
faecalis ndo houve diferencas de coloracdo nas placas, tendo sido obtido placas de um
rosa homogéneo. J& para as restantes duas bactérias os resultados obtidos estdo
representados nas figuras 25 e 26 de acordo com a bactéria semeada.
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Figura 25 — Coloracdo adquirida pelas placas semeadas com Pseudomonas aeruginosa apos
realizacdo da técnica do MTT. Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com
uma camada fina de silica-gel (10 mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de
acetona e 0.5 partes de acido acético.

ida

Figura 26 - Coloracdo adquirida pelas placas semeadas com Staphylococus aureus apds realizagdo
da técnica do MTT. Foi utilizada uma placa pré-revestida com aluminio, revestida com uma
camada fina de silica-gel (10 mm). O solvente utilizado continha 9 partes de tolueno, 1 parte de
acetona e 0.5 partes de acido acético.
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Na figura 25, para as plantas extraidas com etil acetato, as amostras 5 e 6 inibem
totalmente o crescimento bacteriano, enquanto as amostras 7, 8, 16 e 35 demonstram
atividade contra P. aeruginosa, mas apenas no fim da placa de TLC. As amostras 5, 6,
7, 8 e 16, extraidas com cloroférmio, ndo inibem a bactéria, enquanto que a amostra 35
inibe-a ao longo de toda a placa. Ja as plantas 5, 6, 7, 8, 16 e 35, extraidas com metanol,
demonstram atividade antibacteriana apenas no inicio da corrida.

E possivel verificar na figura 26, que as plantas extraidas com etil acetato,
demonstram atividade antibacteriana no inicio da corrida, bem como para as plantas
extraidas com metanol. No caso das plantas extraidas com cloroférmio, as amostras 5, 6
e 7 inibem totalmente o crescimento bacteriano, ao passo que as amostras 8, 16 e 35
demonstram atividade contra S. aureus, mas apenas no fim da placa de TLC.

4.5 Atividade dos extratos vegetais em células animais

Este protocolo foi apenas aplicado as amostras que foram extraidas com
metanol. Utilizando o teste do MTT para determinar a densidade Otica celular das
células viaveis, apds leitura das placas a 570 e 650 nm, foi calculada essa mesma
densidade, subtraindo a DOs7onm @ DOgsonm, para remover o ruido de fundo. Os valores

encontrados estdo representados no grafico 22.

DO
1.4
1,2
1 m\Vero
0,8 m3T3
06 mHelLa
, B Hep2

0,4

0,2

0

1 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 22 23 24 25 26 27 34 35
Amostras

Gréfico 22 - Valores de DO obtidos apds técnica MTT. Neste ensaio foram feitas 3 réplicas para
cada amostra estando representado a sua média + SD.
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Tendo como base os valores de absorvancia obtidos e representados atras,
procedeu-se ao célculo da percentagem de células viaveis, estando os resultados obtidos

apresentados no grafico 23.
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Gréfico 23 - Percentagens de células viaveis ap6s exposi¢ao aos extratos testados (amostra 1 a 35) +
SD. Cont: Controlos negativos em que apenas constavam as células em meio de cultura.

Para as células Vero, as amostras 1, 5, 6, 9, 17 e 22 foram aquelas que
apresentaram maiores percentagens de viabilidade celular. As células 3T3, face a
exposicdo aos extratos testados ndo demonstraram bons resultados, ressalvando
unicamente a amostra 35, que apresentou boa viabilidade. Relativamente as células
tumorais, as Hep2 apresentaram viabilidades celulares baixas para todas as amostras e
as células HeL.a também demonstraram bons resultados, excepto para a amostra 9, 26 e
27.

4.6 Analise da atividade dos extratos vegetais em Artemia salina

Para os todos os extratos foram testadas, numa concentra¢do inicial de 500
pg/ml, as suas propriedades toxicolégicas em A. salina. Na tabela VII estdo
representadas as concentracdes necessarias de extrato para obter 50% de mortalidade
(LC50) dos crustaceos analisados.
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Tabela VII - Concentrages necessarias de extrato para obter 50% de mortalidade (LC50) das
Artemia salina. M: metanol; C: Cloroférmio; EA: Etil acetato.

50% 50% 50%
Extrato Mortalidade Extrato Mortalidade Extrato Mortalidade
1M >500 pg/ml 1C >500 pg/ml 1EA >500 pg/ml
5M >500 pg/ml 5C >500 pg/ml 5EA >500 pg/ml
6M >500 pg/ml 6C >500 pg/ml 6EA >500 pg/ml
™ >500 pg/ml 7C >500 pg/ml 7TEA >500 pg/ml
8M >500 pg/ml 8C >500 pg/ml 8EA >500 pg/ml
9M >500 pg/ml 9C >500 pg/ml 9EA >500 pg/ml
10M >500 pg/ml 10C >500 pg/ml 10EA >500 pg/ml
11M >500 pg/ml 11C >500 pg/ml 11EA >500 pg/ml
12M >500 pg/ml 12C >500 pg/ml 12EA >500 pg/ml
13M >500 pg/ml 13C >500 pg/ml 13EA >500 pg/ml
15M >500 pg/ml 15C >500 pg/ml 15EA >500 pg/ml
16M >500 pg/ml 16C >500 pg/ml 16EA >500 pg/ml
17M >500 pg/ml 17C >500 pg/ml 17EA >500 pg/ml
22M >500 pg/mi 22C >500 pg/ml 22EA >500 pg/ml
23M >500 pg/ml 23C >500 pg/ml 23EA >500 pg/ml
24M >500 pg/ml 24C >500 pg/ml 24EA >500 pg/ml
25M >500 pg/ml 25C 417 pg/mi 25EA >500 pg/ml
26M >500 pg/ml 26C >500 pg/ml 26EA >500 pg/ml
2TM >500 pg/ml 27C >500 pg/ml 27EA >500 pg/ml
34M >500 pg/ml 34C >500 pg/ml 34EA >500 pg/ml
35M >500 pg/ml 35C >500 pg/ml 35EA >500 pg/ml

No gréfico 24, esta representada o grafico que traduz a LC50 para a amostra 25,

extraida com cloroférmio, por ser a Unica em que houve mais de 50% de mortalidade

das Artemia salina quando em contacto com aquele extrato em concentracdo de

Img/ml. Para todas as outras amostras ndo houve mortalidade superior a 50% em

nenhuma das concentracGes testadas, sendo necessario portanto uma dose superior a

500 pg/ml para podermos calcular a LC50 para os restantes extratos (tabela VI1).
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Gréfico 24 - LC50 para a amostra 25, extraida com cloroférmio.

Utilizando a formula da reta do gréafico 24, calculdmos a LC50, que para esta
amostra (amostra 25 extraida com cloroférmio) é de 417 pg/ml.

4.7 Acao dos extratos vegetais em Toxoplasma gondii

A determinacdo da densidade oOtica celular das células viaveis foi feita apos
leitura das placas a 490 e 650 nm, tendo sido calculada através da subtracdo da DO4gonm
a DOgsonm, para remover o espectro do ruido de fundo (anexo C).

Tomando como base os valores de absorvancia obtidos, procedeu-se ao calculo
da percentagem de células viaveis. Os controlos (po¢os com células mas sem o0s
extratos) correspondiam a 100%. Os resultados obtidos para as amostras extraidas com
metanol estdo apresentados no grafico 25, com etil acetato no grafico 26 e cloroférmio
no grafico 27.
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Gréfico 25 - Percentagem de células viaveis infectadas por T. gondii, apds exposi¢cdo as amostras
extraidas com metanol + SD. Cont: Controlo negativo, contendo apenas meio de cultura.
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Gréfico 26 - Percentagem de células viaveis infectadas por T. gondii, apds exposi¢cdo as amostras
extraidas com etil acetato + SD. Cont: Controlo negativo, contendo apenas meio de cultura.
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Gréfico 27 - Percentagem de células viaveis infectadas por T. gondii, apds exposi¢cdo as amostras
extraidas com cloroférmio + SD. Cont: Controlo negativo, contendo apenas meio de cultura.

As células parasitadas que foram expostas a amostra 23, extraida com metanol, a
amostra 15, extraida com etil acetato e as amostras 8, 23, 24, 25, extraidas com
cloroférmio, demonstraram sofrer inibicdo celular. Todas as outras amostras
mantiveram uma boa viabilidade celular. Assim, as amostras 23M, 15 EA, 8C, 23C,

24C e 25C demonstraram atividade inibidora contra T. gondii.

4.8 Analise da composi¢cdo em polifendis dos extratos vegetais

Apbs leitura das placas espectrofotometricamente a 765 nm, obteve-se a reta de
calibracéo para este teste, utilizando o propile galato para o efeito (anexo D).

Para os extratos vegetais diluidos a 1/5 as concentragdes em mg/g equivalentes
ao propile galato, estdo representadas no anexo C. E possivel verificar que as amostras
6M, 7M, 8M, 16M, 22M, 27M e 6EA sdo aquelas que apresentam maior concentracdo
em polifendis totais ultrapassando, quando diluidas de 1/5, as 10000 mg/g equivalentes
ao propile galato. Amostras como a 11C, 12C e 9 EA possuem uma concentracdo em
polifenois totais igual a 0.
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Para

as amostras em que os valores da absorvancia obtidos ndo se situavam

dentro de reta de calibracdo, pois tinham valores muito elevados, foi feita uma dilui¢do

de 1/50 e os
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diluigéo 1/50.
média + SD.

resultados obtidos sdo mostrados no gréafico 28.

9M 10M 15M 16M 17M 22M 23M 24M 25M 26M 27M 6EA
Amostras

Concentracfes em mg/g equivalentes ao propile galato dos extratos vegetais ap6s
Neste ensaio foram feitas 3 réplicas para cada amostra estando representado a sua

6M 7M 8M

4.9 Analise da reducdo da atividade do éxido nitrico nos extratos

vegetais

Obteve-se primeiramente a reta de calibracdo para este teste, utilizando o acido

ascorbico para o efeito e fazendo a leitura a 546nm (anexo E).

Apos execucdo do restante protocolo e da leitura dos resultados obtidos e calculo

foi possivel determinar a percentagem da atividade de reducdo do Oxido nitrico,

resultados que podemos ver no grafico 29. Amostras como a 8EA e 24M sdo as que

mais possuem capacidade redutora do éxido nitrico.
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Gréfico 29 - Percentagem da atividade de reducdo do éxido nitrico para cada amostra testada.
Neste ensaio foram feitas 3 réplicas para cada amostra estando representado a sua percentagem +
SD.

4.10 Analise da atividade antioxidante dos extratos vegetais (ABTS)

Para testar a atividade antioxidante dos extratos vegetais tracou-se a reta da
calibracdo utilizando para tal efeito o acido ascorbico, tendo a absorvancia sido lida a
734 nm (anexo F).

Apoés leitura espectrofotométrica dos resultados a 734 nm e calculo da
percentagem de atividade de reducdo, apenas trés amostras mostraram poder
antioxidante, pelo teste do ABTS. O grafico 30 mostra-nos que as amostras 12, 22 e 25,
que haviam sido extraidas com metanol, apresentam percentagens de atividade de
reducéo de 0.22%, 1.45% e 3.47%, respetivamente.

% Atividade de
reducdo
|

0 = T T )
12M 22M 25M Amostras

Grafico 30 - Percentagens de atividade de redugdo das amostras com poder antioxidante. Neste
ensaio foram feitas 3 réplicas para cada amostra estando representado a sua percentagem + SD.
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Para todas as outras amostras, a percentagem de atividade de redugéo era igual a
0%.

4.11 Reparacdo de ADN

Apos testar diferentes solugbes para encontrar o reagente de Fenton que
produzisse melhores resultados, foram obtidos por eletroforese os resultados visiveis na
figura 27. Consegue-se perceber que a solugéo 4, composta por 1 ml de NaHCOs3, 2 pl
de FeCl; e 8 pl de H,0, foi aquela que melhor oxidou 0 ADN, fazendo com que o ADN
superenrolado (C1, C2 e C3) se torna-se num ADN circular danificado, com quebras

nas ligacdes fosfodiéster.

ADN circular
danificado

ADN Superenrolado

TAE 1%. puUC18
13/03/2013

Figura 27 - Gel obtido ap6s corrida das recgfes testadas para obtencdo do reagente de Fenton da
reacdo final (Tabela 1V). Cl: DNA+NaHCO; C2:DNA+FeCl;+NaHCO; C3:DNA+Cisteina+
NaHCO; 1: DNA+FeCl;+#NaHCOz+1ul  H,0,; 2: DNA+FeCl;+NaHCOs+2ul  H,0,;  3:
DNA+FeCl;+NaHCOz+4ul H,0,; 4: DNA+FeCl;+NaHCO;+8ul H,0,;
5:DNA+Cisteina+NaHCO;+1pl H,0,; 6: DNA+Cisteina+NaHCO3z+2l H,0,; 7
DNA+Cisteina+NaHCO3;+4ul H,0O,; 8: DNA+Cisteina+NaHCO;+8ul H,0O,

Também foram testadas algumas solucBes para encontrar a concentracdo de
acido ascorbico a utilizar na reacdo final. Apos a corrida de 7 solugdes de diferentes
concentragfes (16 pM; 8uM; 4uM; 2uM; 1uM, 0.5uM e 0.25uM) deste acido, no
anexo G é possivel observar os resultados obtidos. Apds obtencdo desses primeiros

resultados, compreendeu-se que as primeiras dilui¢cbes ndo eram eficazes, pelo que foi
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repetida a reacdo apenas com as 4 diluigdes finais (2uM; 1uM; 0.5uM e 0.25 pM) em
duplicado. Na figura 28 € possivel ver os resultados obtidos, apenas com as 4 dilui¢bes

finais.

AD

dani DN

perenrolado

Figura 28 - Segundo gel obtido ap6s corrida das recgdes testadas para obtencdo da concentracéo
ideal de acido ascorbico para a reagdo final (Tabela V e VI). C1: DNA+H,0O+Reagente de Fenton.
C2:DNA+ H,O +NaHCO;. C3:DNA+ NaHCO; com FeCl;. D4: DNA+ Reagente de Fenton +Ac.
Ascorbico (2uM); D5: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (1uM); D6: DNA+ Reagente de
Fenton +Ac. Ascorbico (0.5uM); D7: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (0.25uM).

E possivel verificar que para a reacdo final, as trés primeiras diluicdes revertem
a degradacdo do ADN, mas contudo foi escolhida a amostra D6 (0.5uM) para 0s
procedimentos seguintes, por ser a amostra de menor concentragao a obter os resultados
desejados. No C1 visualiza-se uma forte banda, que consiste no ADN circular
danificado, sendo visivel no C2 e C3 uma banda mais pesada, que é o ADN
superenrolado.

O é&cido cafeico e a morina foram testados para servirem de controlos positivos a
reacdo final. Foram feitas 6 diluicdes de 1/100 para cada um destes antioxidantes. Apds
corrida em gel de agarose obtivemos os resultados visiveis na figura 29. Para a morina é
possivel verificar que ndo houve reparacdo da quebra do ADN feito pelo reagente de
Fenton, ao passo que o acido cafeico, na concentracéo inicial de 3.6 mg/ml foi capaz de
reverter esse dano e devolver a forma inicial (superenrolada) ao ADN plasmidico.
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Assim sendo na reacdo final utilizar-se-ia o acido cafeico numa concentracdo de 3.6

mg/ml como controlo positivo.

TAE 1%, pUC18, Lambda Hind III
12/04/2013

I - e e . N d ‘-; - W
ADN (== <_——— ADN circular
Superenrolado jud danificado

Figura 29 - Gel obtido ap6s corrida das recgdes testadas para obtencdo da concentracgéo ideal de
morina e 4cido cafeico a utilizar para a reacao final. Para a morina ndo houve qualquer reparo do
ADN, mas no caso do acido cafeico, em concentragédo de 3,6 mg/ml houve regeneracdo do ADN
testado. DNA: 1 pl do &cido nucleico; AC (Acido cafeico): Da esquerda para a direita, dilui¢des de
1/100 partindo da concentracdo inicial de 3.6 mg/ml; M (Morina): Da esquerda para a direita,
diluigdes de 1/100 partindo da concentracao inicial de 6 mg/ml.

Findo todo o processo de otimizagédo da reacdo final, prosseguiu-se com o teste
da capacidade de reparacdo do ADN por parte dos extratos estudados. Na figura 30 esta
0 gel obtido para as amostras extraidas com metanol. Devido a ma qualidade da imagem
obtida dos resultados finais obtidos, é de referir que no primeiro pogo foi colocado o
marcador (Lambda Hind I11), no 2°, 3° e 4° pogo os controlos 1, 2 e 3 respetivamente e
no 5° poco foi carregado a amostra do acido cafeico. Os 21 pocos seguintes sdo 0s dos
extratos que usaram metanol como solvente de extragdo (por ordem numéricas, desde a

amostra 1 até a 35).
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Figura 30 - Gel obtido apds corrida da reagéo final para todas as amostras extraidas com metanol,
onde se testou a capacidade de cada extrato em regenerar o ADN do plasmideo. C1:
DNA+H,0+Reagente de Fenton. C2:DNA+ H,O +NaHCO;. C3:DNA+ NaHCO; com FeCl;; AC:
DNA+Acido cafeico (3.6 mg/ml)+Acido Ascorbico (0.5 mM)+Reagente de Fenton; Amostra de 1 a
35: DNA+extrato da planta correspondente+ Acido Ascorbico (0.5 mM)+Reagente de Fenton.

As amostras haviam todas sido testadas numa concentracdo de 40 pg/ml. Todos
0s controlos se comportaram com o esperado. No controlo 1 era visivel a banda de
ADN circular danificado, ao invés do C2 e C3, onde se visualiza uma banda mais
pesada, correspondente ao ADN superenrolado. Apesar do comportamento dos
controlos ndo ser muito visivel na figura 30, a figura 31 demonstra mais de perto como
se comportaram. Nos pocos carregados com o acido cafeico a 3.6 mg/ml, o resultado foi
a reparacdo do ADN e consequente aparecimento da banda de ADN superenrolado,
tendo o controlo positivo funcionado também.

Figura 31 - Comportamento dos controlo utilizados na reagéo final. C1: DNA+H,O+Reagente de
Fenton. C2:DNA+ H,O +NaHCO;. C3:DNA+ NaHCO; com FeCl;
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Resultados

Na tabela VIII, estdo os resultados obtidos para todas as amostras testadas. Para

0s extratos testados, aqueles que repararam o ADN da degradacdo pelo reagente de

Fenton, foram os 1, 7, 8, 9, 11, 23 e 24 extraidoss com metanol, os 9, 15 e 16 extraidos

com cloroférmio e os 7, 15 e 17 extraidos com etil acetato. Todas as outras amostras

continuaram degradadas, apresentando a banda de ADN circular danificada.

Tabela VIII — Presenca ou auséncia de atividade reparadora de cada extrato, para o ADN. (+):
Presenca de atividade reparadora; (-): Auséncia de atividade reparadora.
Extrato Atividade Extraty Atividade o Atividade
Reparadora Reparadora Reparadora
1M + 1C - 1EA -
S5M = 5C = SEA -
6M - 6C - 6EA -
™ + 7C - TEA +
8M + 8C - 8EA -
oM AF 9C + 9EA =
10M - 10C - 10EA -
11M + 11C - 11EA -
12M - 12C - 12EA -
13M - 13C - 13EA -
15M - 15C + 15EA +
16M - 16C + 16EA =
17M - 17C - 17EA +
22M - 22C - 22EA -
23M + 23C - 23EA -
24M + 24C - 24EA -
25M - 25C - 25EA -
26M - 26C - 26EA -
27TM - 27C - 27EA -
34M - 34C - 34EA -
35M - 35C - 35EA -
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A descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais evoluiu para incluir
varios campos de investigacao e varios métodos de anélise, que tém sido aplicados para
a padronizacdo de farmacos a base de plantas, com o intuito de nos elucidar sobre os
seus compostos quimicos e os seus efeitos sobre o corpo humano (Balunas e Kinghorn,
2005).

5.1 Determinacgdo da suscetibilidade bacteriana aos extratos em meio

solido e liquido

Para as quatro estirpes de bactérias testadas procedeu-se a ensaios em meio
solido e em meio liquido. Os ensaios em meio so6lido correspondem as sementeiras
destes microrganismos em meio Mueller-Hinton, e os ensaios em meio liquido

correspondem a determinacdo da CMI em meio TSB liquido.

5.1.1 Em meio solido

Ap0s a obtencdo da biblioteca dos extratos vegetais, utilizando para a extracdo
os solventes metanol, cloroférmio e etil acetato, as amostras que demonstraram melhor
poder antibacteriano foram as amostras que correspondem respetivamente as plantas
Trichilia prieuriana prieuriana (amostra 5), Margaritaria discoidea (amostra 6),
Psychotrya peduncularis (amostra 7), Combretum micratum (amostra 8), Ocimum
gratissimum (amostra 15), Ocimum basilicum (amostra 16) e Calyptrochilum
christyanum (amostra 35). Como se pode verificar nos graficos 1 a 21, os extratos totais,
a excecdo da amostra 27 (em que o extrato em metanol inibiu P. aeruginosa), ndo
mostraram inibigdo relativamente as bactérias P. aeruginosa e E. faecalis. E também
visivel que para esses mesmos extratos houve alguma inibicdo para E. coli e S. aureus.
Sendo P. aeruginosa e E. coli bactérias Gram-negativas e E. faecalis e S. aureus
bactérias Gram-positivas e face aos resultados obtidos, vemos que em primeira analise a
constituicdo em peptidoglicanos da parede celular bacteriana ndo é um fator importante

para a contribuicdo da inibicao destas bactérias pelos extratos aqui estudados.

93



Plantas Medicinais da Guiné-Bissau: estudo da sua atividade bioldgica e | piscussio
caracterizacdo quimica

Para os extratos fracionados pela resina, nas amostras extraidas com metanol,
que haviam tido os melhores resultados em extrato total (amostras 5, 6, 7, 8, 15, 16 e
35), houve aumento da inibicdo, pois os halos foram significativamente maiores.

Relativamente as fragdes dos extratos, podemos ver, através dos halos obtidos,
Nas amostras que j& haviam demonstrado produzir mais inibi¢des em extrato total, o seu
fracionamento do extrato levaria a um aumento da inibigédo bacteriana. O fracionamento
permitiu separar 0s componentes organicos dos sais inorganicos e concentrar 0S
principais compostos ativos (Bugni et al., 2008). De forma geral o metanol é
extremamente Gtil na extracdo de glicosideos, a 4gua € Util na extracdo de saponinas
(triterpenos), o cloroférmio é usado para extragdo de alcaldides, o etil acetato de
flavendides e o isopropanol de lipidos. A acdo conjunta de cloroférmio com o metanol
também é um bom solvente para extracdo de lipidos. Assim, analisando as amostras 5,
6, 7, 8, 15, 16 e 35, podemos ver que face aos resultados dos extratos vegetais para
essas mesmas amostras em extrato total, as fracbes mostraram poder de inibigéo
bacteriana muito superior.

Na amostra 5 (Trichilia prieuriana prieuriana), podemos observar que, apés o
fracionamento da amostra, a estirpe bacteriana P. aeruginosa passa a ser inibida pelo
extrato, 0 que nos demonstra que a remocéo de certos compostos, comecando logo pela
agua (FWI), fizeram com que o extrato se tornasse mais mortal para esta bactéria.
Sabendo que o fracionamento separou 0s sais inorganicos e que a agua é um bom
extrator de triterpenos, podemos inferir que o que tornava as bactérias resistentes ao
extrato seria algum desses compostos. Um fracionamento do extrato utilizando HPLC,
poderia informar-nos qual o composto, de forma a purifica-lo e podermos confirmar a
sua acdo anti - P. aeruginosa, usando esta planta. Relativamente as amostras 6 e 7
podemos inferir que se apresenta 0 mesmo tipo de atividade. Para Combretum
micrantum (amostra 8), apesar de reagir do mesmo modo, relativamente as amostras 5,
6, 7 e 15, para a fracdo 5 (F5) ndo se observa qualquer inibicdo bacteriana. Esta fragéo
foi extraida utilizando cloroférmio e metanol em igual proporgéo, os quais combinados
sdo bons extratores de lipidos. Este tipo de extracdo pode-nos indicar que a remog¢éo dos
lipidos interferiu na agdo antibacteriana do extrato, tal como aconteceu na amostra 16.

Na amostra 35, apos fracionamento pelos solventes, as fraccbes F2 e F3 apresentaram
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atividade antibacteriana. O solvente de extracdo inclui isopropanol, o que nos indica que
este removeu algum composto que inibia a acdo antibacteriana. Deste modo, parece que
o fracionamento das amostras determina um aumento da atividade anti-bacteriana,
através da remocao de lipidos. Assim, pomos a hipotese de, fracionando 0os compostos
destas plantas com HPLC, utilizando colunas de separacdo apropriadas, conseguiriamos
identificar qual o composto bioldgico ativo que apresenta atividade anti-P. aeruginosa.

5.1.2 Em meio liquido

De acordo com o teste da concentragdo usado por Wink (2010) e Lagnika et al.
(2011), para as bactérias E. coli e S. aureus nao foi possivel encontrar a CMI utilizando
as concentracdes aplicadas. Deviam ser feitos mais testes utilizando concentragdes
superiores de extratos, de modo a comprovar a eficacia de algumas das amostras usadas
no teste dos halos em meio solido, em que amostras como Capparis erythrocarpus
(amostra 12) mostraram ser bactericidas para E. coli em extrato total. O ideal seria
seguidamente testar concentragdes de 1 a 2 mg/ml.

P. aeruginosa demonstrou ser sensivel a Zanthoxylum leprieuri (amostra 9),
Cassytha filiformis (amostra 10) e Calyptrochilum christyanum (amostra 35) extraidas
por metanol, numa concentragdo de 0.5mg/ml. Foi assim apurada a CMI para estas
amostras. Contudo, para os extratos que utilizaram outros solventes de extracdo, nédo
conseguimos encontrar essa concentracao. E. faecalis, também para uma concentracédo
de 0.5 mg/ml, foi inibida por Margaritaria discoidea (amostra 6), Psychotrya
peduncularis (amostra 7), Combretum micratum (amostra 8), Stophanthus sarmentosus
(amostra 13), Faidherbia albida (amostra 23) e Hymenocardia acida (amostra 27),
extraidas com metanol.

Como no teste dos halos em meio sélido, cada inoculacdo de extrato no meio
correspondia a 1 mg/ml, no caso do meio liquido (apds as dilui¢bes), a concentracdo
mais alta testada foi de 0.5 mg/ml, podendo ser esta a raz&o para os fracos resultados.
Uma repeticdo do teste da CMI em meio liquido, com concentragdes entre a 1 mg/ml
até 2mg/ml seria necessario, para determinar se a dose de extrato testada ndo era muito

baixa.
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5.2 Aplicacdo da técnica de TLC

5.2.1 Extratos totais e fracbes de extratos por metanol, macroscopicamente e
através de UV

Extratos de Trichilia prieuriana prieuriana (amostra 5), Margaritaria discoidea
(amostra 6), Psychotrya peduncularis (amostra 7), Combretum micratum (amostra 8),
Ocimum basilicum (amostra 16) e Calyptrochilum christyanum (amostra 35), extraidos
com metanol, foram submetidos a separacdo por TLC.

Na figura 18 é possivel ver os resultados obtidos, vendo que Margaritaria
discoidea (amostra 6) e Psychotrya peduncularis (amostra 7) sdo aquelas que
demostram mais diferencas quanto ao solvente utilizado. Margaritaria discoidea
(amostra 6) tem através da extracdo por cloroférmio uma melhor diferenciacdao dos seus
componentes, ao passo que para Psychotrya peduncularis (amostra 7), o metanol produz
uma separacdo mais nitida. Apesar disso € possivel verificar que para todas as amostras
0s componentes separados sdo muito similares em relacdo aos trés solventes. Para as
amostras fracionadas (figura 19), a separa¢do dos componentes ja ndo € tao visivel por
esta técnica, pois também se perderam muitos dos corantes naturais das plantas com o
fracionamento, contudo € possivel constatar que na F5 (fracdo 5) de Psychotrya
peduncularis (amostra 7), ha alguns componentes que sdo concordantes com o do

extrato total.

5.2.3 Testes quimicos

Os extratos de Trichilia prieuriana prieuriana (amostra 5), Margaritaria
discoidea (amostra 6), Psychotrya peduncularis (amostra 7), Combretum micratum
(amostra 8), Ocimum basilicum (amostra 16) e Calyptrochilum christyanum (amostra
35), ap6s serem submetidos a separagdo por TLC, foram pulverizados com
determinados compostos quimicos de forma a revelar a composi¢do de cada extrato.

Atraveés da pulverizagdo com o reagente de Folin-Ciocalteu, verificAmos que 0s
fenois se localizavam na zona inicial da placa, onde se havia iniciado a corrida. Esta
zona, devido ao facto de termos usado um solvente apolar para a separacao, continha

maioritariamente as substancias polares. Podemos deste modo inferir que os fendis
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polares destas amostras sdo mais preservados, quando o solvente de extracdo € o
metanol.

Utilizando o reagente 4-(Dimetilamino)benzaldeido, a reacdo com terpenos foi
muito fraca. Apenas para Margaritaria discoidea (amostra 6) € possivel verificar, junto
a zona inicial da corrida, uma pequena reacdo, indicativa da presenca de terpenos na
zona dos compostos polares.

O reagente Dragendorff-Munier demonstrou que para as amostras testadas, nas
zonas dos compostos polares (inicio da placa), houve uma completa descoloracdo em
torno dos compostos separados, 0 que nos indica auséncia de alcal6ides na zona dos
compostos polares. Contudo, com o progredir da corrida, para Trichilia prieuriana
prieuriana (amostra 5) e Margaritaria discoidea (amostra 6) é possivel verificar que ha

a presenca de alcal6ides semi-polares (Silva e Aragédo, 2009).

5.2.4 Bioatividade dos extratos totais

Em relagdo ao crescimento bacteriano nas placas de TLC, o principio baseia-se
na técnica aplicada por Valgas et al. (2007). Para as bactérias E. coli e E. faecalis as
placas ficaram cobertas totalmente pela cor purpura decorrente da aplicacdo do MTT, e
consequente crescimento celular. Sendo assim, hd uma indicacdo de que apenas uma
conjugacdo dos componentes dos extratos faz esse mesmo extrato ter atividade
antibacteriana, pois quando ha separacdo dos componentes, essa atividade parece
perder-se. Ja para P. aeruginosa e S. aureus a separacdo dos componentes determina um
aumento da atividade antibacteriana, porque se observa nas placas de TLC inoculadas
com estas bactérias, zonas em que ndo houve o seu crescimento.

Para P. aeruginosa, é possivel verificar que sdo 0s componentes que mais
migram que possuem a atividade antibacteriana, para todos os extratos testados, ao
contrario daqueles extraidos por metanol, que tém os componente inibidores logo na
zona inicial. Assim, e de acordo com o solvente utilizado, sdo 0s compostos apolares
gue promovem a atividade antibacteriana. Por sua vez, para aqueles testados com
cloroférmio, ha alguns extratos que nao inibiram o crescimento, ao passo que Ocimum
basilicum (amostra 16) e Calyptrochilum christyanum (amostra 35) parecem possuir
uma completa acéo bactericida.
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As plantas extraidas com etil acetato demonstram atividade anti — S. aureus no
inicio da corrida, bem como as plantas extraidas com metanol. Trichilia prieuriana
prieuriana (amostra 5), Margaritaria discoidea (amostra 6) e Psychotrya peduncularis
(amostra 7) extraidas com cloroférmio, inibem totalmente o crescimento de S. aureus,
enquanto que Combretum micratum (amostra 8), Ocimum basilicum (amostra 16) e
Calyptrochilum christyanum (amostra 35) demonstram atividade contra S. aureus, mas
apenas na zona dos compostos apolares (fim da placa).

De forma geral, os compostos apolares demonstraram melhor atividade

antibacteriana.

5.3 Células Animais — ensaios de citotoxicidade

As células animais foram testadas face a sua viabilidade celular ap6s exposicado
aos extratos vegetais obtidos. As células usadas eram nao tumorais (células Vero e 3T3)
e tumorais (HeLa e Hep-2). Apenas foram testados os extratos das plantas extraidas
com metanol, visto o metanol ser menos seletivo na extragéo.

As percentagens de viabilidade celular foram relativamente baixas para todos os
tipos celulares, indicando que os extratos sdo toxicos para estas células. Em relacao as
células ndo tumorais, as Vero foram as que apresentaram valores de viabilidade celular
mais elevados, tendo as células 3T3 sido amplamente inibidas com os extratos testados.
Relativamente as células Hep-2 e Hel a, os extratos demonstraram ser tOxicos para estes
tipos de células tumorais, ao contrario do que aconteceu as células Vero e 3T3, a
excecdo de Zanthoxylum leprieuri (amostra 9), que apresentou boa viabilidade celular
para as células HelLa. Face a estes resultados é possivel inferir que as amostras testadas
indiciam alguma atividade anti-tumoral, pois levaram a morte de mais de 50% das
populacdes celulares testadas, numa concentracdo de 1mg/ml (Carmichael et al., 1987;
Garcia et al., 2012). Contudo também se mostraram muito tdxicas para as células ndo
tumorais. O cancro continua a ser uma das doengas para a qual se procuram mais
terapéuticas que ajudem na sua prevencdo ou cura. Plantas como as algas castanhas,
Catharanthus roseus e Camptotheca acuminata (sdo conhecidos agentes

quimiopreventivos (Zhang et al., 2006; Balunas e Kinghorn, 2005). Tendo obtido
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algumas evidéncias da atividade anti-tumoral destes extratos, futuramente, dever-se-4
prosseguir para investigacdes sobre a composi¢do quimica dos compostos, com vista ao
isolamento das substancias citotdxicas. A determinacdo da razdo entre a LC50 das
linhas celulares ndo tumorais e a LC50 das linhas tumorais seria importante, pois quanto
maior for essa razdo melhor serd a atividade anti-tumoral destas células, pois a
citoxicidade dos compostos afetard as células tumorais e ndo as outras (Zirihi et al.,
2005).

5.4 LCg, para Artemia salina

Para todas as amostras testadas, a excecao da 26, a LC50 é superior a 500 pg/ml,
ou seja, é preciso mais do que esta concentracdo para matar metade da populacdo de
Artemia testada. De acordo com Moshi et al. (2010), uma LC50 inferior a 1 pg/ml é
altamente toxica, entre 1 e 10 pg/ml € toxica, entre 10 e 30 pg/ml € moderadamente
toxica, de 30 a 100 pg/ml € medianamente toxica e uma LC50 superior a 100 pg/ml é
ndo toxica. A concentragdo minima testada foi de 7,8 pg/ml, os resultados obtidos
indicam-nos, que os extratos testados ndo sdo tdxicos para Artemia, 0 que se torna
bastante vantajoso, pois o risco de toxicidade destas plantas na sua acdo medicinal para
o0 ser humano, deveré ser ainda menor.

A amostra 26 extraida em cloroférmio foi a Gnica em que se conseguiu
determinar a LC50, que é de 417 pg/ml, ou seja, foi 0 Unico extrato mais toxico. Em
suma, nenhum dos extratos por nds testados é toxico para A. salina, representando estes
resultados um bom indicador do uso destas plantas como futuros biofarmacos. Também

se constata que estes foram selecionados com base na sua utilizacdo etnobotanica.

5.5 Toxoplasma gondii

O desenvolvimento de farmacos para doencas parasitarias como a toxoplasmose,

que é uma das zoonoses mais comuns em todo o mundo, tem sido largamente
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negligenciado (Kavitha et al., 2012). Os farmacos utilizados para o tratamento desta
doenca sdo pouco eficazes, apenas atuando contra os taquizoitos, evoluindo a infe¢do
aguda para uma infecdo cronica, que se mantera por toda a a vida dos infetados.
Faidherbia albida (amostra 23) extraida com metanol, Ocimum gratissimum
(amostra 15) extraida com etil acetato e Combretum micratum (amostra 8), Faidherbia
albida (amostra 23), Cnestis ferruginea (amostra 24) e Landolphia dulcis (amostra 25),
extraidas com cloroférmio, foram as amostras que inibiram o crescimento celular das
células Vero parasitadas por T. gondii, em concentracfes entre 0.250 mg/ml e 0.03225
mg/ml. Estes resultados d&o-nos indicacdo que estes extratos tém atividade contra este
parasita. Para estas amostras seria necessario fracionar os seus compostos e testar outras
concentragOes de forma a confirmar a atividade contra o T. gondii e a determinar a LCsy

para cada extrato, tal como Choi et al. (2008) demonstrou para outras 15 plantas.

5.6 Composicdo dos extratos vegetais testados em polifendis, oxido

nitrico e antioxidantes

Foram encontrados alguns extratos com elevadas concentraces de polifenais,
como o de Margaritaria discoidea (amostra 6), Psychotrya peduncularis (amostra 7),
Combretum micratum (amostra 8), Ocimum basilicum (amostra 16), Khaya senegalensis
(amostra 22) e Hymenocardia acida (amostra 27) extraidos com metanol, e o de
Margaritaria discoidea (amostra 6) extraido com etil acetato. Estes extratos continham
concentracdes de polifendis entre os 170 e 11600 mg/g equivalentes ao propile galato.

Os polifendis sdo dos produtos mais importantes para a salde humana, pois sao
bons antioxidantes e sdo eficazes na prevencdo de doencas cardiovasculares,
inflamatdrias e cancerigenas (Lagnika et al., 2011). Mesmo apds varias diluicBes as
amostras de Margaritaria discoidea (amostra 6), Psychotrya peduncularis (amostra 7),
Combretum micratum (amostra 8) e Khaya senegalensis (amostra 22) extraidas com
metanol, e a amostra de Margaritaria discoidea (amostra 6), extraida com etil acetato
continuaram a demonstrar uma alta concentracdo em polifendis. Assim, e atendendo que

as amostras de Margaritaria discoidea (amostra 6), Psychotrya peduncularis (amostra
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7), Combretum micratum (8), foram também amostras que demonstraram maior
atividade antibacteriana, podemos considerar estas plantas como promissoras quer na
producdo de farmacos antibacterianos, quer de farmacos quimiopreventivos.
Atualmente, apesar de ser importante a descoberta de novos farmacos para o combate a
bactérias, que se foram tornando resistentes aos antibacterianos usados no seu combate,
é também importante combater e prevenir a epidemia deste século, o cancro. Assim,
tendo sido encontradas plantas ricas em compostos polifendlicos, demos o primeiro
passo para poder isolar e estudar todos 0s seus componentes e testar 0s seus poderes na
prevencdo do cancro. Eram mesmo esses 0s passos que deveriam ser seguidos por nds,
para demonstrar a eficicia ou ndo destas plantas.

Combretum micratum (amostra 8), extraido com etil acetato, e Faidherbia
albida (amostra 23), Cnestis ferruginea (amostra 24) e Landolphia dulcis (amostra 25),
extraidas com metanol, foram aquelas que demonstraram maior poder de atividade na
reducdo de éxido nitrico. S&o estas as amostras que contém maior poder no combate as
propriedades toxicas dos produtos resultantes das reacdes do ON com radicais de
oxigeénio e superoxido. Assim, e tendo em conta os resultados obtidos, os extratos destas
plantas podem ser Uteis na prevencdo e atraso da progressdo de doencas por stress
oxidativo, sendo também esta uma informacdo Util para o desenvolvimento de farmacos
a partir destas amostras, podendo fornecer uma plataforma para investigadores, bem
como fornecer um ponto de partida para o desenvolvimento de novos antioxidantes
naturais, mais modernos e potentes (Singh et al., 2012). Combretum micratum (amostra
8) teve bastante poder na redugdo do ON, com a extragdo por etil acetato. Esse facto
pode ser indicativo da presenca de flavendides extraidos, que representam um
importante papel na acdo antioxidante desta amostra.

O teste do ABTS pode ser usado para medicao da atividade total de antioxidantes,
de substancias puras e misturas aquosas (Rice-Evans et al., 1995; Rice-Evans et al.,
1996; Re et al., 1999). Uma vez que uma grande parte dos antioxidantes utilizados hoje
em dia provém de plantas, utilizamos também o teste do ABTS, para determinar a
atividade antioxidante, tendo encontrado trés amostras com relativa capacidade
antioxidante, Capparis erythrocarpus (amostra 12), Khaya senegalensis (amostra 22) e
Landolphia dulcis (amostra 25), todas extraidas com metanol. Apesar de terem

percentagens de atividade de reducdo relativamente baixas (0.22%, 1.45% e 3.47%,
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respetivamente), estas sdo as amostras que demonstraram produzir atividade
antioxidante. Assim, ap6s purificagdo dos extratos (com diferentes técnicas de
cromatografia, por exemplo) este teste deveria ser repetido de forma a confirmar os

resultados obtidos.

5.7 Analise da reparacdo do ADN

Ap0s adicdo do reagente de Fenton ao ADN e sua consequente quebra, foram
encontrados alguns extratos que conseguiram devolver a forma superenrolada ao 4cido
nucleico. Essas amostras foram Ficus polita, Psychotrya peduncularis, Combretum
micratum, Zanthoxylum leprieuri, Cisampelos mucronata, Faidherbia albida e Cnestis
ferruginea, extraidas com metanol, Zanthoxylum leprieuri, Ocimum gratissimum e
Ocimum basilicum, extraidas com cloroférmio e Psychotrya peduncularis, Ocimum
gratissimum e Abrus precatorius, extraidas com etil acetato. Devido ao grande numero
de amostras, todos os extratos foram testados numa Unica concentracdo de 40 pg/mi
(Lee et al., 2002; Verma et al., 2010). Como este foi o primeiro teste para determinar a
eventual atividade reparadora do ADN, no caso dos extratos que mostraram indicios
dessa atividade, dever-se-iam testar nas concentrac6es de 30, 20 e 10 pg/ml, na tentativa
de estabelecer uma relacdo de dependéncia ou ndo dependéncia entre o poder
antioxidante e reparador de cada extrato, com a dose testada.

Ficus polita (amostra 1), Psychotrya peduncularis (amostra 7), Combretum
micratum (amostra 8), Zanthoxylum leprieuri (amostra 9), Cisampelos mucronata
(amostra 11), Ocimum gratissimum (amostra 15), Ocimum basilicum (amostra 16),
Abrus precatorius (amostra 17), Faidherbia albida (amostra 23) e Cnestis ferruginea
(amostra 24), foram as que mostraram poder antioxidante para reparacdo do ADN do
plasmideo pUC18. A protecdo oferecida pelos extratos pode ser explicada pela sua
capacidade em reprimir os radicais hidroxilo produzidos pela reacdo de Fenton (Sekhar
et al., 2013), apesar de ndo haver estudos conclusivos nesta area, com as plantas acima
mencionadas. Estudos anteriores revelaram uma relacdo direta entre a atividade
antioxidante e teor de fenois totais. Halliwell e Gutteridge (1990) defenderam que um

polifenol para ser definido como um antioxidante deveria, quando presente em baixas
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concentracdes em relacdo ao substrato a ser oxidado, atrasar, retardar, ou prevenir a
oxidacdo mediada por radicais livres (Kumar et al., 2010). Estudos como o de Almeida
et al. (2008) demonstraram que o efeito protetor de J. regia contra os radicais hidroxilo
estavam relacionados com a presenca de flavenoides nos extratos. Ainda, em outro
estudo, Benherlal e Arumughan (2008) demonstraram o efeito protetor de compostos
comuns como a vitamina C, acido galico e algumas plantas medicinais, no dano do
ADN conferido pelo reagente de Fenton. Através desses achados é que se torna possivel
prever que uma amostra que tenha protegido o ADN do dano provocado pelo reagente
de Fenton, tenha na sua constituicéo polifendis.

Amostras como Psychotrya peduncularis (amostra 7), Combretum micratum
(amostra 8) e Ocimum basilicum (amostra 16) ja tinham revelado, através da utilizagdo
do reagente de Folin-Ciocaleu, uma elevada concentracdo de polifendis, mas através
deste método de reparacdo do ADN, também para as amostras Ficus polita (amostra 1),
Zanthoxylum leprieuri (amostra 9), Cisampelos mucronata (amostra 11), Ocimum
gratissimum (amostra 15), Abrus precatorius (amostra 17), Faidherbia albida (amostra
23) e Cnestis ferruginea (amostra 24) ficou provado a existéncia de algum teor em

polifendis, e dai a sua atividade antioxidante.
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Este trabalho procurou identificar plantas promissoras para o desenvolvimento
de farmacos antibacterianos, antiparasitarios ou quimiopreventivos.

De entre as plantas testadas, as especies Trichilia prieuriana prieuriana,
Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum micratum, Ocimum
gratissimum, Ocimum basilicum e Calyptrochilum christyanum foram as plantas que
demonstraram melhor atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli, E. faecalis e P.
aeruginosa. Depois de fracionado o extrato destas plantas através da utilizacdo da resina
Diaion HP-20, observou-se que houve um incremento da atividade anti-bacteriana, para
as fracOes eluidas com 50-70% de isopropanol. Pode-se afirmar que estas plantas se
apresentam como promissoras a nivel da pesquisa de farmacos antibacterianos. Ap6s
separacdo dos extratos destas plantas por TLC, os compostos apolares demonstraram, de
forma geral, melhor atividade antibacteriana. Foi também possivel comprovar que
alguns dos compostos biologicamente ativos destas plantas sdo os fendis e
alcalGides através da utilizacdo de solugdes indicadoras.

As plantas testadas neste trabalho indiciaram alguma atividade anti-tumoral
(células HeLa e Hep2). Contudo, também se mostraram muito toxicas para as células
controlo (Células Vero e 3T3).

Os extratos das plantas Faidherbia albida, extraida com metanol, Ocimum
gratissimum extraida com etil acetato e Combretum micratum, Faidherbia albida,
Cnestis ferruginea e Landolphia dulcis, extraidas com cloroférmio, demonstraram
atividade anti- T. gondii.

Os extratos metandlicos das plantas Ficus polita, Psychotrya peduncularis,
Combretum micratum, Zanthoxylum leprieuri, Cisampelos mucronata, Ocimum
gratissimum, Ocimum basilicum, Abrus precatorius, Faidherbia albida e Cnestis
ferruginea, demonstraram maior atividade antioxidante, tornando-se assim promissores
para a pesquisa de fa&rmacos quimiopreventivos.

Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum micratum e
Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum foram as plantas que demonstraram
melhores evidéncias de atividade antibacteriana, antiparasitaria e quimiopreventiva,
apresentando por isso potencial quanto ao desenvolvimento de farmacos, a partir dos
seus extratos. Futuramente, devere-se-a aprofundar o conhecimento sobre estas plantas,

utilizando diferentes técnicas, como o HPLC, mas também dever-se-4 recorrer aos
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métodos utilizados neste trabalho, de modo a testar novas concentracdes dos extratos
destas plantas para cada teste, de forma a obter um conhecimento mais aprofundado
sobre as acbes de Margaritaria discoidea, Psychotrya peduncularis, Combretum

micratum e Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum.
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Anexo A

Tabela com gramas de extracto obtido, sua concentracdo e volume necessario para

perfazer 1mg/ml.

Amostra (Metanol) g de extrato g/ml de extrato 1 mg/ml (ul)
1 0.0280 0.0700 5.7
5 0.0532 0.1330 3
6 0.0155 0.0390 10.3
7 0.0181 0.0450 8.9
8 0.0332 0.0830 4.8
9 0.0183 0.0450 8.9
10 0.0256 0.0640 6.3
11 0.0349 0.0873 4.6
12 0.0243 0.0608 6.6
13 0.0187 0.0470 8.5
15 0.0224 0.0560 7.1
16 0.0374 0.0935 4.3
17 0.0576 0.1440 2.8
22 0.0311 0.0780 5.1
23 0.0209 0.0520 7.7
24 0.0273 0.0680 5.9
25 0.0285 0.0710 5.6
26 0.0334 0.0840 4.8
27 0.0315 0.0790 5.1
34 0.0423 0.1060 3.8
35 0.0139 0.0348 11.5

(Cenrpo?gf’rralio) g de extrato g/ml de extrato 1 mg/ml (pl)
1 0.0296 0.0740 5.4
5 0.0376 0.0940 4.3
6 0.0406 0.1015 3.9
7 0.0459 0.1150 3.4
8 0.0310 0.0780 5.1
9 0.0355 0.0880 4.5
10 0.0276 0.0690 5.8
11 0.6420 0.1610 2.5
12 0.3530 0.0880 4.5
13 0.0251 0.0630 6.3
15 0.0374 0.0940 4.3
16 0.0300 0.0750 5.3
17 0.0421 0.1050 3.8
22 0.0299 0.0750 5.3
23 0.0271 0.0678 5.9
24 0.0140 0.0350 11.4
25 0.0258 0.0645 6.2
26 0.0310 0.0775 5.3
27 0.0591 0.1500 2.7
34 0.0299 0.0750 5.3
35 0.0288 0.0720 5.6
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Amostra (Etil

Acetato) g de extrato g/ml de extrato 1 mg/ml (ul)
1 0.0363 0.0908 4.4
5 0.0271 0.0678 5.9
6 0.0336 0.0840 4.8
7 0.0428 0.1070 3.7
8 0.0319 0.0798 5.0
9 0.0219 0.0548 7.3
10 0.0425 0.1063 3.8
11 0.0470 0.1175 3.4
12 0.0194 0.0485 8.2
13 0.0341 0.0853 4.7
15 0.0285 0.0713 5.6
16 0.0618 0.1545 2.6
17 0.0131 0.0328 12.2
22 0.0459 0.1148 3.5
23 0.0486 0.1215 3.3
24 0.0380 0.0950 4.2
25 0.0439 0.1098 3.6
26 0.0404 0.1010 4.0
27 0.0804 0.2010 2.0
34 0.0633 0.1583 2.5
35 0.0446 0.1115 3.6
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Anexo B

Tabela contendo as reacdes de inibigdo entre os extratos e fracdes de extratos e as bactérias testadas. (+):

Inibe; (-): N&o inibe.

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus

E. faecalis

Ficus polita

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

+
+

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Trichilia
prieuriana
prieiruana

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Margaritaria
discoidea

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Psychotrya
peduncularis

Metanol

+| |+ +

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

+| +

+| +

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

+| |+ +]|+

Combretum
micrantum

Metanol

|+ |+ ]+

Cloroférmio
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Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Zanthoxylum
leprieuri

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Cassytha
filiformis

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Cisampelos
mucronata

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

+ |+ |+

F2

F3

F4

F5

+| 4|+

Capparis
erythrocarpus

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

Fa

F5
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Strophantus
sarmentosus

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

Fa

F5

Ocimum
gratissimum

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

+|+|+] +

Ocimum
basilicum

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

+| +| +

FWII

F1

=+

F2

F3

F4

+| +

F5

Abrus
precatorius

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Khaya
senegalensis

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3
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F4

F5

Faidherbia
albida

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Cnestis
ferruginea

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Landolphia
dulcis

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Allophylus
africanus

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5

Hymenocardia
acida

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1
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F2

F3

Fa

F5

Leptadenia
hastata

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

Fa

F5

Calyptrochilum
christyanum

Metanol

Cloroférmio

Etil acetato

FWI

FWII

F1

F2

F3

F4

F5
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Anexo C

DO
08
07
06
05 m 0,250 mg/ml
o4 HH =0.125 mg/ml
0,3 - 0.0625 mg/ml
0,2 -
0.03225

0,1 - mg/ml

0 .

156 7 8 9 101112 13 15 16 17 22 23 24 25 26 27 34 35 Amostras

Densidade otica das células expostas as amostras extraidas com metanol.

DO
0,6

05 1= :

04 - m0.250 mg/ml

0,3 A m(0.125 mg/ml
0,2 - 10.0625 mg/ml

0,1 1

156 7 8 9101112131516 17 22 23 24 25 26 27 34 35 Amostras

Densidade otica das células expostas as amostras extraidas com etil acetato.
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DO
0,6

= (0.250 mg/ml
m(0.125 mg/ml
20.0625 mg/ml

156 7 8 9 101112131516 17 22 23 24 25 26 27 34 35 Amostras

Densidade otica das células expostas as amostras extraidas cloroférmio.
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Anexo D

Absorvancia
o
o
D

O T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Concentragdo pg/ml

Reta de calibragéo para os polifendis utilizando o propile galacto

27EA
23EA
23EA
1TEA
15EA
12EA
10EA

E

DB

34C
26C
24C
22C
16C
13C
11C

IR 1\ P

[ =]
o0

33M

o
&

25M
23M

oo o
22 8

=
£

[= ]
222

1 lm ]

—

=]

300 1000 1300 2%]8/9 equiv. ao propile galato

Concentrac6es em mg/g equivalentes ao propile galato dos extratos vegetais diluidos a 1/5.
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Anexo E

0,7

X
0,6
05 LS

\ y =-0,0021x + 0,6142
0,4 R2=10,8881

0,3
0,2 \
0,1

0 : . .

0 50 100 150 200 250 300
Concentragéo pg/ml

Absorvancia

Reta de calibragéo obtida através dos resultados obtidos pela leitura espectrofotométrica das placas
utilizando acido ascorbico.
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Anexo F

o
\l

o
o

o
ul

o
~

R2=0,9728

S

0 5 10 15 20 25 30

o
w

Absorvancia

o
N

o
[N

o

Concentragéo pg/ml
Reta de calibragéo obtida através dos resultados obtidos pela leitura espectrofotométrica das placas
utilizando acido ascorbico.
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Anexo G

Hind I

——
-——

& _———1 ADN circular
danificado

Primeiro gel obtido apés corrida das reccgdes testadas para obtencéo da concentracéo ideal de acido
ascdrbico para a reacdo final (Tabela V e VI). C1: DNA+H,0+Reagente de Fenton. C2:DNA+ H,0
+NaHCO;. C3:DNA+ NaHCO; com FeCls. D1: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (16uM);
D2: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (8uM); D3: DNA+ Reagente de Fenton +Ac.
Ascorbico (4uM); D4: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascérbico (2uM); D5: DNA+ Reagente de
Fenton +Ac. Ascorbico (1uM); D6: DNA+ Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (0.5uM); D7: DNA+
Reagente de Fenton +Ac. Ascorbico (0.25uM).
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