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RESUMO

Resumo

Nas ultimas décadas, tem havido um grande interesse na utilizacdo de plantas e dos seus

principios ativos no campo da medicina com a pesquisa de novos farmacos.

Neste trabalho foram testadas 22 plantas medicinais da Guiné-Bissau, com o objetivo de
fracionar e identificar os extratos de plantas com atividade bioldgica (antibacteriana,

antiparasitaria e quimiopreventiva) contra microrganismos patogénicos.

O metanol foi utilizado principalmente como solvente de extracdo nas 22 plantas que
deram origem a 29 amostras incluindo folhas, ramos, cascas e raizes. Além deste
solvente de extracdo foram utilizados mais quatro solventes para fazer o fracionamento,
nomeadamente, isopropanol, acetona, cloroformio e éter nas 29 amostras de plantas.
Estas amostras foram testadas em cinco microrganismos: Escherichia 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 e 3T3, de modo a determinar a
sua atividade citotoxica. A quantidade de polifendis e a capacidade antioxidante dos

extratos também foram estudados.

Os resultados obtidos foram analisados, avaliando-se quais 0s extratos das expécies de
plantas que demonstravam atividade antibacteriana, anti-parasitaria (anti-T. gondii) e

quimiopreventiva.

Com este estudo, a principal observacdo foi que os extratos das espécies de plantas:
Abrus precatorius, Diospyros heudelotii e Zanthoxylum leprieuri foram os que
demonstraram atividade antibacteriana e boa atividade antioxidante, embora tenham
apresentado toxicidade nas células VERO e 3T3 para as concentracdes estudadas.
Concluiu-se que, no futuro, estes extratos poderdo ter forte potencial, para o

desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Extrato, bactérias, Toxoplasma gondii, metanol, plantas medicinais da Guiné-
Bissau.
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ABSTRACT

Abstract

In the last decades, there has been a great interest in the use of plants and their active
principles in the field of medicine with the research of new drugs.

In this work, 22 medicinal plants from Guinea-Bissau were tested, with the objective of
fractionating and identifying extracts of plants with biological activity (antibacterial,

antiparasitic and chemopreventive) against pathogenic microorganisms.

Methanol was used primarily as extraction solvent in the 22 plants that gave rise to 29
samples including leaves, branches, barks and roots. In addition to this extraction
solvent, four other solvents to do the fractionation, namely isopropanol, acetone,
chloroform and ether were used in the 29 plant samples. Their action was observed
against five microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa and Toxoplasma gondii, in order to determine the
existence of antibacterial and antiparasitic activity. The extracts were also tested on
Vero and 3T3 cells in order to determine their cytotoxic activity. The amount of

polyphenols and the antioxidant capacity of the extracts were also studied.

The results obtained were analyzed, evaluating the extracts of the plant species that

showed antibacterial, anti-parasitic (anti-T. gondii) and chemopreventive activity.

In the present study, the extracts of the plant species Abrus precatorius, Diospyros
heudelotii and Zanthoxylum leprieuri showed antibacterial activity and good antioxidant
activity, although they showed toxicity in VERO and 3T3 cells for the concentrations
studied. It was concluded that in the future these extracts may have a strong potential

for the development of new drugs.

Keywords: Extract, bacteria, Toxoplasma gondii, methanol, medicinal plants of Guinea-
Bissau.
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INTRODUCAO

1 Introducao

1.1 A utilizacéo das plantas medicinais ao longo da histéria do mundo

No inicio da evolucdo humana, a espécie Homo sapiens, alimentava-se mais de
produtos de origem vegetal, nomeadamente, vegetais, frutas, tubérculos, sementes,
raizes e plantas tropicais (Teles et al, 2017). Eram individuos que viviam numa época
em que o seu habitat natural eram as florestas tropicais e equatoriais e savanas,
aproveitando ao maximo o que a natureza oferecia para seu sustento (Teles et al, 2017).
O uso de plantas como meio alimentar e/ou curativo € tdo antigo como o propio homem
(Morales, 1996; Cragg & Newman, 2005).

Ja o célebre Hipdcrates dizia: "Que o teu alimento seja o teu medicamento.

Ao longo da sua evolucdo, o homem pré-historico aprendeu a reconhecer as plantas
seguras e as nocivas, através da observacdo, da interacdo Homem-planta e animal-planta
(Klaasen et. al, 2001).

Ha cerca de 60.000 anos, no periodo Neandertal, na regido do Iraque apareceram o0s
primeiros testemunhos arqueol6gicos de uso de plantas medicinais (MacDonald, 1995;
Camejo-Rodrigues et al., 2003; Pan et al., 2013;). Plantas como Achillea millefolium
(milefolio), Centaurea (cardo) ou Ephedra (arbusto), eram colocadas junto dos mortos,
nédo se sabendo ao certo se o faziam com o objetivo de honrar o morto ou com intuito
medicinal (MacDonald, 1995).

Com o passar dos tempos, a comunicacao escrita entre povos tornou-se facil e fluida,
comecgou-se a estabelecer e a sistematizar o conhecimento botanico para fins medicinais.
Exemplos disso foram as tabuas de argila suméricas, de a 5.000 anos antes de Cristo (a.
C.), onde constava textos sobre medicina, o livro de Pen Tsao de origem chinesa que
continha 11.111 preparacgdes a base de produtos do reino vegetal (2.500 a. C.) e papiros
egipcios de Edwin Smith (2600 a. C.) divulgado em 1873 por George Ebers, em que
Imhotep (médico egipcio) extraia os "remédios" das plantas, hoje em dia, conhecidos
por principios activos (MacDonald, 1995; Gurib-Fakim, 2005; Sykes, 2009; Petrovska,
2012; Vargas et al., 2012). Ali foram descritas a utilizacdo terapéutica de cerca de 700

plantas (Lima, 2010). Em 1600 a. C., Susruta Samhita, médico indiano descreveu 760
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plantas, integrando-as na medicina indiana: Ayurveda (Sournia, 1992; Lima, 2010;
Saini, 2016). Plantas como o alho, os aloés, a canela, o coentro, a noz-moscada, a
pimenta, Cannabis indica (indutor do sono), o0 gengibre, a mirra e Rauwolphia
serpentina (sedativo) foram descritas no uso em fitoterapia indiana. (Lima, 2010;
Petrovska et al., 2010; Petrovska, 2012)

Mais tarde, na Grécia, Hipdcrates (300 a. C.) inspirado em papiros egipcios antigos
combina diferentes plantas e descobre medicamentos, ficando assim conhecido como o
pai da medicina (Castro, 1985; Sournia, 1992; Gurib-Fakim, 2005; Petrovska, 2012).
Também, Teofrasto grande boténico da antiguidade (225 a. C.), agrupou 500 plantas e
estudou o seu valor curativo (Castro, 1985; Sournia, 1992; Petrovska, 2012).

Ainda, em passagens biblicas, no nascimento de Jesus Cristo, os Reis Magos levariam
como presentes: ouro, incenso e mirra. O verdadeiro incenso e a mirra eram
considerados como produtos medicinais tdo valiosos como o ouro (Petrovska, 2012;
DeRose, 2016).

Cerca de 20 anos depois de Cristo (d. C.), Dioscoérides escreveu varios e valiosos livros
sobre plantas medicinais, tendo sido mais tarde traduzidos pelo grego Laguna (1590) e
com o titulo De Materia Medica, onde descreveu 0 uso terapéutico, botanico e
diacrénico de cerca de 600 plantas (Castro, 1985; Gurib-Fakim, 2005; Lima, 2010;
Petrovska, 2012). Das plantas descritas destacam-se Salix alba (salgueiro-branco)
antecessor do acido acetilsalicilico usado como analgésico e Ricinus communis
(mamona) usada como purgante e Matricaria recutita L. (camomila) usada com anti-
inflamatdrio (Castro, 1985; Lima, 2010).

No século Il, Claudius Galenus (131-200 d. C.), médico-farmacéutico romano de
origem grega, foi um entusiasta na utilizacdo do 6pio como analgésico (Sournia, 1992;
Lima, 2010; Petrovska, 2012). A sua influéncia foi tal que ainda hoje fala-se de

farmacia galénica.

Ao longo de mais de mil anos, estes ensinamentos baseados em documentos e livros
ancestrais foram a base do conhecimento sobre plantas medicinais, até ao periodo do
Renascimento (MacDonald, 1995). Neste periodo, Paracelso (1493-1541) afirmou que
as plantas tinham na forma a indicacdo terapéutica, introduziu o laudano (constituido

por vinho, Opio, canela, acafrdo, etc.) que se divulgaria pela Europa (Sournia, 1992;
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Lima, 2010; Petrovska, 2012). Contudo na época dos descobrimentos, 0s portugueses
Amato Lusitano e Garcia de Orta e outros médicos e naturalistas trouxeram da Asia,
Africa e América plantas e praticas médicas para a Europa, que muito engrandeceram a
terapéutica Ocidental (Castro, 1985; Lima, 2010; Cunha et al., 2017) . Em 1563, Garcia
de Orta escreveu o "Coléquio dos simples e drogas da India", uma das mais importantes
obras publicadas na Europa, onde descreve as plantas e as respetivas propriedades
medicinais (Lima, 2010; Cunha et al., 2017).

Somente nos finais do século XVIII, o uso de fitofarmacos foi aceitavel,
cientificamente, isolando e estudando metabolitos especiais. As primeiras substancias
quimicas foram isoladas a partir de extratos vegetais, por separacdo e identificacdo de

acidos organicos: oxalico, tartarico e malico (Almeida, 2011).

Ja no inicio do séc. X1X até meados do séc. XX, substancias bioativas como a narcotina
e a morfina a partir do 6pio, quinina da chinchona, cafeina, salicina e digitalina foram
identificadas e sintetizadas quimicamente (Foglio et al., 2006; Lima, 2010; Cunha,
2014;). Estas descobertas levaram a um desenvolvimento vertiginoso, com produgéo
atual de cerca de 50% dos medicamentos de origem sintética e cerca de 25% de origem
vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese (Foglio, et. al, 2006; Viegas Jr. et al,
2006; Filho et al., 2010).

Ao longo do séc. XX e inicio do atual, foram feitos diversos estudos sobre as plantas
medicinais, avaliando-se a sua eficacia através de remocdo dos principios ativos das
plantas medicinais por procedimentos quimicos, como alcaldides e glicosideos. (Cunha,
2014). Também se verificou que extratos puros atuavam mais rapidamente mas néo
tinham um efeito tdo prolongado nem completo, como a propria planta, propondo
métodos de estabilizacdo em plantas medicinais frescas, principalmente naquelas com

componentes instaveis (MacDonald, 1995; Petrovska, 2012).

Cada vez mais, ¢ feita investigacdo sobre o uso medicinal e efeitos toxicos em plantas
usadas com fins medicinais por povos primitivos, afim de melhorar os cuidados de
salde em toda a populagdo mundial. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
cerca de 80% da populacdo mundial ingere com alguma regularidade plantas medicinais
(Camejo - Rodrigues et al., 2003; Cragg e Newman, 2005; Lima, 2010; Cunha, 2014).
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1.2 Guine-Bissau e o0 uso de plantas medicinais

Guine-Bissau pertence ao grande continente africano, onde se utiliza mais a medicina
tradicional. Em Africa, principalmente na Africa Tropical, ao contrario dos continentes
asiatico e europeu, a descricdo da riqueza medicinal das plantas é exigua em
documentacdo e registos escritos. Ainda existem poucos estudos cientificos
comprovados nestas regides, sendo praticada uma medicina tradicional puramente
empirica. Este tipo de medicina tem muito o cunho dos curandeiros (Figura 1),
denominando-se assim de "folk medicine™ (Silva et al., 2011; Romeiras et al., 2012).
Estes aplicam tratamentos de forma a equilibrar a parte emocional e social do doente e
posteriormente a parte fisica, sempre com o auxilio das plantas medicinais, as quais sdo
prescritas de acordo com os sintomas descritos pelos doentes (Gurib-Fakim, 2005;
Indjai et al., 2010; Abdullahi, 2011). A passagem deste conhecimento faz-se por via
oral as geracGes seguintes ou familiares (Diniz et al., 2008; Indjai et al., 2010). No
entanto, poucos sd@o 0s curandeiros que detém conhecimentos aprofundados sobre

propriedades curativas das plantas.

3
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Figura 1 - Alguns dos curandeiros da Guiné-Bissau (image

m adaptada Indjai et al., 2010)

As principais enfermidades tratadas pelos curandeiros sdo: dores de cabeca, dores
corporais, dores de dentes, diarreia, obstipacdo, infertilidade feminina, parto, falta de
leite para amamentacdo, impoténcia sexual masculina, infecdes, inflamagdes, febre,
tosse, gripe, malaria, picadas, mordeduras, envenenamentos e hipertensdo (Indjai et al.,
2010).
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De acordo com a sintomatologia da pessoa o0 curandeiro recorre a um ou Varios tipos de
plantas para proceder ao processo de cura. Alguns exemplos de plantas (Figura 2) que
se destacam mais na medicina tradicional sdo Abrus precatorius, Calyptrochilum
christyanum, Capparis erythrocarpus, Cassytha filiformis, Cnestis ferruginea, Ficus
polita, Hymenocardia acida, Psychotria peduncularis, entre outras (Indjai et al., 2010).

> %
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Figura 2 - Algumas plantas medicinais guineenses: 1. Abrus precatorius subespécie africanus; 2.
Calyptrochilum christyanum; 3. Capparis erythrocarpus; 4. Cassytha filiformis; 5. Cnestis ferruginea; 6.
Ficus polita; 7. Hymenocardia acida; 8. Psychotria peduncularis (imagem adaptada do Indjai et al.,
2010)

Apesar da Guiné-Bissau ser um dos paises mais pobres de Africa, é no entanto
extremamente rico em vegetacdo, levando o seu povo a utilizd-la na medicina
tradicional. Também, tem uma ampla variedade de culturas de rendimento, frutas,
vegetais e tubérculos; principalmente os cajus que geram mais de 80% das receitas de
exportacdo sendo a principal fonte de rendimento para muitas comunidades rurais. No
entanto, essa riqueza vegetal, atualmente, ainda néo contribui para o comércio global de
produtos naturais, devido as relaces socioeconémicas existentes entre comunidade e a
sua sobrevivéncia (Oliveira et al., 1993). Segundo The World Factbook, a Guiné-Bissau
é um pais altamente dependente da agricultura de subsisténcia, das exportacGes de

castanha de caju e de ajuda externa.

Devido ao fraco poder econémico, sd0 poucos 0s guineenses a recorrer a medicina
oficial, havendo assim colaboracdo entre medicina tradicional e medicina oficial.
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Jesuitas (padres e freiras catolicos) e outras organizacGes tentam recolher, transcrever e

adaptar as receitas tradicionais (Indjai et al., 2010; Havik, 2016).

A nivel laboratorial, algumas destas plantas usadas na medicina tradicional tém
revelado propriedades farmacoldgicas, nomeadamente Cryptoplepis sanguinolenta com
atividade antibacteriana contra agentes enteropatogénicos e Staphylococcus aureus e
atividade antimalérica; Guiera senegalensis (Figura 3) atividade antimicrobiana contra
Neisseria gonorrhoae, S. aureus , Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Giardia
lamblia e Cladosporidium cucumerinum; e Terminalia macroptera revelou atividade
antibiotica contra agentes enteropatogénicos (Shigella spp., Vibrio cholerae,
Campylobacter spp.), S. aureus e Neisseria gonorrhoae (Diniz et al., 2008; Cunha,

2014). Alguns autores defendem que estas plantas constituem farmacos promissores a
serem desenvolvidos (Diniz et al., 2008; Cunha, 2014).

| w'{

Figura 3 - Ramos com flores e frutos de Guiera senegalensis (imagem adaptada de Indjai et al., 2010)

Contudo, em outros paises africanos algumas plantas também estdo a ser alvos de
estudo e outras ja tém elevado prestigio e sdo usadas pela populacdo mundial (Cunha,
2014). Como exemplos de plantas africanas usadas em farmacos temos folhas de
espécies do género Aloe, folhas ou frutos do sene de espécies do género Cassia, folhas
de melissa (Melissa officinalis L.), raiz de harpagofito da espécie Harpagophytum
procumbens, entre outras (Cunha, 2014).
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1.3 As plantas medicinais e o desenvolvimento de farmacos

A descoberta de um farmaco exige a interacdo e unido entre diferentes especialistas
nomeadamente, o boténico, o antropodlogo, o linguista, 0 médico, o quimico e o
farmacognosista, de forma a constituirem bases de dados fidedignas (Castro, 1985;
Mukherjee et al., 2010; Cunha, 2014). Estas bases de dados sdo fundamentais para a
preservacgdo da multiplicidade de culturas humanas e servem de ponto de partida para
estudos cientificos, ndo sO na descoberta de novos farmacos, mas também nas mais
diversas areas de conhecimento (Cunha, 2014; Sales et al., 2015; Mohanraj et al.,
2018).

O ponto de partida para o desenvolvimento cientifico de um farmaco é possivel através
de uma ciéncia denominada Etnobotanica (Miranda et al., 2013; Cunha, 2014). Este
termo surgiu em 1896 pelo botanico taxonomista norte-americano John Harshberger,
qguando descreveu "os estudos sobre plantas, manipuladas pelos povos primitivos e
aborigenes" (Cunha, 2014). Esta ciéncia desempenha funcbes importantes uma vez que
retne informacdo acerca do uso de plantas, servindo muito rapidamente como uma
importante ferramenta para a inddstria farmacéutica, o que justifica os investimentos
levados a cabo na area da etnoboténica, pela OMS, em regibes tropicais (Camejo-
Rodrigues et al., 2003; Gurib-Fakim, 2005; Cunha, 2014).

Uma das subareas da etnobotanica é a medicina tradicional (etnomedicina), que diz
respeito aos métodos tradicionais de tratamento de enfermidades que afetam a
populagéo. Por sua vez, esta integra uma outra disciplina que teve grande impacto no
desenvolvimento de Farmacopeias ocidentais designada de etnofarmacologia. O termo
etnofarmacologia é usado para designar " estudos cientificos, bem como inventariacdo
das préticas tradicionais de preparacdo e uso de medicamentos a base de plantas usadas
no tratamento das doencas em povos indigenas e, ainda outros estudos, nomeadamente,
fitoquimicos guiados por bioensaios” (Gongalves, 2011; Cunha, 2014) demonstrado na

Figura 4.
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Figura 4 - Abordagem atual para a descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais (imagem
adaptada Pan et al., 2013)

No fim do séc. XIX, muitos dos estudos etnofarmacoldgicos efetuados levaram a
obtencdo de novas moléculas quimicas (farmacognosia) que foram introduzidas como
farmacos na medicina ocidental durante o séc. XX (Foglio et al., 2006; Cunha, 2014).
Exemplos importantes sdo o alcal6ide quinina isolado da casca de Chinchona officinalis
L. com acdo antimalarica; o alcaldide tubocurarina isolado de lianas do género
Chondrodendron tomentosum com acédo relaxante muscular em anestesia; e o alcaldide
reserpina isolado a partir de raizes de Rauvolfia serpentina com acdo hipotensora
(Cunha, 2014).

A Farmacognosia, termo introduzido em 1815 por Seydler, é a ciéncia que estuda
matérias-primas naturais, que podem ser obtidas dos vegetais, animais, ou por
fermentacdo a partir de microrganismos (fungos, bactérias), que possuem atividade
farmacologica (Mukherjee et al., 2010; Cunha, 2014).
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No caso de matérias-primas vegetais, sdo reconhecidas como plantas medicinais aquelas
que possuem atividade farmacoldgica, de interesse e uso na terapéutica, mesmo que nédo
estejam inscritas nas Farmacopeias e, ainda aquelas que possuem metabolitos que a
indUstria farmacéutica extraia e transforme por semi-sintese em moléculas com

atividade farmacoldgica, podendo depois incluir em medicamentos (Cunha, 2014).

Nesse sentido a farmacognosia tem dado um contributo valioso ao estudar a composicao
e normas de qualidade de muitos produtos vegetais em povos de cultura diferente dos
europeus (Cunha, 2014; Cunha et al., 2017).

Contudo, além da qualidade também é importante garantir a seguranca em relacéo a
efeitos toxicos desse farmaco no organismo. Nesse sentido, a farmacologia, que consiste
em estudar os efeitos dos farmacos no organismo, tera que estudar a dosagem, a
toxicidade, os efeitos secundarios, interacfes, contraindicacbes, mutagenicidade, entre
outros, e também efetuar ensaios farmacologicos e experimentacdo clinica, que
demonstrem eficacia do medicamento (Balunas & Kinghorn, 2005; Pan et al., 2013;
Cunha, 2014).

O ponto de partida para o desenvolvimento de farmacos comeca na descoberta da planta
medicinal (Figura 5) na medicina tradicional, recorrendo a inqueéritos etnobotanicos
(Indjai et al., 2010; Romeiras et al., 2012; Cunha, 2014). Escolhida a planta, esta deve
ser identificada taxonomicamente e deve ser realizada uma pesquisa bibliografica sobre
estudos quimicos e farmacolégicos que possam ja ter sido feitos sobre essa espécie,

género ou familia.
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Figura 5 - Etapas para o desenvolvimento de um novo farmaco ( imagem adaptada de Balunas &
Kinghorn, 2005)

Como as plantas séo caracterizadas por uma multiplicidade de constituintes quimicos, o
proximo passo a ser realizado sera a prospecdo quimica preliminar, uma vez que
determina um grupo quimico ou acdo farmacoldgica. No caso de haver indicacGes de
acdo farmacologica, tentar-se-a orientar a investigacdo para o isolamento do(s)
composto(s) a partir da obtencao dos extratos vegetais - pesquisa fitoquimica (Foglio et
al. 2006; Pan et al., 2013). A obtencdo dos extratos vai servir para se efetuarem testes
farmacoldgicos gerais e testes de toxicidade (aguda e subaguda). A partir da obtencédo
dos extratos, serdo realizados diferentes tipos de bioensaio, a fim de identificar a
presenca de compostos ativos. Todos estes processos sdo bastante demorados uma vez
que requerem isolamento e caraterizacdo dos compostos ativos (Goncalves, 2011;
Cunha, 2014). Apo6s este longo processo, e encontrada a substancia ativa é importante
otimiza-la (modificar sinteticamente a estrutura-guia) através da quimica medicinal e
combinatdéria com o objetivo de aumentar a poténcia e a seletividade e diminuir a
toxicidade. O passo seguinte é o desenvolvimento do farmaco - Farmacologia (fase de

ensaios bioldgicos pré-clinicos e a fase clinica, esta ja realizada em seres humanos).
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A fase farmacéutica compreende estudos sobre 0 modo de administracéo e o controlo de
estabilidade do composto na forma farmacéutica, tendo em conta a constituicdo quimica

bem como o efeito farmacoldgico (Gongalves; 2011; Cunha, 2014).

A fase de ensaios biologicos pré-clinicos corresponde a estudos farmacocinéticos,
toxicologicos e farmacodindmicos pré-clinicos in vivo (animais, 6rgdos ou tecidos
isolados, sistemas enzimaticos, culturas de células, culturas bacterianas ou virais, etc.)
do composto. Com os estudos farmacocinéticos avalia-se 0 seu modo de absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo (ADME) ( Balunas & Kinghorn, 2005; Pan et
al., 2013).

Os estudos toxicoldgicos servem para avaliar o risco de toxicidade de um composto
para o ser humano, de forma que quando administrado seja seguro revelando confianca.

Segundo Paracelsus "nenhuma substancia é veneno por si”, "a dose correta diferencia

um veneno de um remédio, de um farmaco” (Klaassen et al., 2001).

Com os estudos farmacodinamicos pretende-se estabelecer relaces dose-efeito, duragédo
e perfil dos efeitos colaterais dos produtos em analise, 0 que permite igualmente
conhecer o mecanismo de acdo em relacdo ao efeito pesquisado (Gongalves, 2011;
Cunha, 2014).

A farmacologia clinica é realizada em seres humanos. Esta etapa corresponde a um
conjunto de ensaios de forma a comprovar o interesse terapéutico do medicamento, de
forma eficaz e segura e compreende quatro fases distintas e sucessivas que tém por
objetivo (Gongalves, 2011; Cunha, 2014):

e Fase I: verificar se o farmaco é seguro, em individuos saudaveis, em nimero
reduzido, indo confirmar os efeitos da dose, biodisponibilidade, posologia,
toxicidade, etc.;

e Fase II: avaliar a eficacia e a toxicidade do medicamento com curtos tratamentos
em individuos com a doenca em estudo;

e Fase Ill: testar num maior ndimero de doentes, com tratamentos mais
prolongados, para verificar a seguranca e eficacia do tratamento, de forma a
estabelecer a menor dose eficaz. Os resultados destes estudos sdo comparados
estatisticamente com o0s obtidos com um placebo e com um composto de

atividade semelhante;

11
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e Fase IV: monitorizar riscos e beneficios a longo prazo - farmacovigilancia.

Neste sentido, tem-se vindo a assistir um crescente interesse pelo uso de plantas
medicinais e dos respetivos extratos na terapéutica, constituindo uma ajuda nos
cuidados priméarios de saude e um excelente complemento terapéutico na medicina
classica (Firmo et al., 2011; Cunha, 2014).

Atualmente, a OMS e a Unido Europeia (UE) através da Agéncia Europeia de
Validacdo do Medicamento (AMEA) tém emitido diretrizes e criado legislacdo para
medicamentos a base de plantas. Presentemente, 80% dos medicamentos
anticancerigenos, antimicrobianos, com acao cardiovascular e imunossupressores sao de
origem vegetal (Pan et al., 2013; Cunha, 2014). Mais de 50% de todos os farmacos
usados na clinica médica sdo derivados de produtos naturais e seus derivados (Gurib-
Fakim, 2005; Ferreira et al., 2010; Pan et al., 2013).

1.4 O papel metabdlico das plantas

A semelhanca dos humanos, as plantas dependem de processos metabolicos. Estes

dividem-se em dois grupos: metabolitos primarios e metabolitos secundarios.

O metabolismo primario nas plantas (Figura 6) corresponde a um conjunto de processos
quimicos que sdo essenciais a biologia da planta tais como, fotossintese, glicolise, ciclo
do &cido citrico, sintese de aminoacidos, transaminacao, sintese de proteinas, enzimas e
coenzimas, sintese de materiais estruturais, duplicacdo do material genético, reproducéo
de células, absorcdo de nutrientes, entre outros. Os metabolitos envolvidos no
metabolismo priméario sdo as proteinas, lipidos, hidratos de carbono, acido nucleico e
clorofila (Pereira & Cardoso, 2012).

12
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Figura 6 - Metabolismo primério de uma planta comum (imagem adaptada de IBRA, 2018)

O processo fotossintético da lugar aos acidos carboxilicos do ciclo de Krebs. A partir do
ciclo de Krebs e da via da glicélise derivam os metabolitos secundarios (Wink, 2010).

O metabolismo secundario é também bastante importante originando compostos
quimicos Unicos, ndo sendo wuniversal para uma dada espécie ou familia,
desempenhando func@es vitais para as plantas. A planta ao sintetizar estes compostos,
constitui um sistema de defesa contra bactérias, fungos, virus, alguns herbivoros e até
mesmo contra outras plantas que competem por luz, agua, nutrientes, e também contra a
luz ultravioleta (U.V.) (Wink, 2010). Por exemplo, existem plantas que produzem
fitoalexinas (atividade inibidora) contra bactérias e fungos (Fumagali et al., 2008;
Barros et al., 2010).

No entanto, estes compostos sdo alvo de investigacdo cientifica nomeadamente em
estudos taxonémicos, na industria farmacéutica na obtengdo de farmacos e na industria
quimica para obtencdo de corantes e condimentos alimentares (Wink, 2010; Junior et
al., 2011).

Ainda, é de salientar que a descoberta de novos compostos tem sido uma mais valia na
localizagdo de novas moléculas para a producdo de novos farmacos (Gurib-Fakim,
2005; Wink, 2010; Janior et al., 2011).

13
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Devido a sua complexidade, os metabolitos secundarios sdo divididos essencialmente
em trés grandes grupos: alcaldides, compostos fendlicos e terpenos (Alvarenga e Melo,

2005; Garcia & Carril, 2009; Wink, 2010).
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Figura 7 - A origem dos metabolitos secundarios provenientes do metabolismo priméario da planta

(imagem adaptada de Garcia & Carril, 2009)

1.4.1 Alcalo6ides

O termo alcaloide foi proposto por Wilhelm Meissner no século XIX, aplicando-se a

compostos basicos de origem natural (Cabral et al., 2014; Cunha, 2014).

Nas plantas, os alcaloides s&o sintetizados no reticulo endoplasmatico, concentrando-se

em seguida nos vacuolos, e desse modo ndo aparecem nas células jovens (Cunha, 2014).
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Os alcaloides formam um grupo heterogéneo de compostos organicos ciclicos, contendo
um nitrogenio (d&tomo N) num estado de oxidacdo negativa, com distribuicdo limitada
em organismos vivos. A sua origem biogenética € normalmente a partir de aminoacidos,
mas existem outros alcal6ides que derivam de terpenos e esterodis. Os alcaloides tém
grande atividade farmacoldgica ou toxicologica. A presenca destes metabolitos
secundarios no organismo, possui acentuado efeito no sistema nervoso, provocando

efeitos alucinogéneos ou atuando como um veneno (Cunha, 2014).

Como grandes exemplos, temos a morfina como principal alcaloide do épio obtido das
capsulas da Papaver somniferum L. , com agdo sedativa e hipotensora, a codeina e
narceina também extraida do 6pio com atividade antitdssica; alcaldides da quina obtidos
a partir da casca do género Cinchona, homeadamente, a quinina (Figura 8), com acgdo
antimalarica, e a quinidina, que € um regulador do ritmo cardiaco em arritmias; a
colchicina com acdo antigotosa; a vimblastina e vincristina provenientes da espécie

Catharanthus roseus com acdo antitumoral (Duarte, 2005; Cunha, 2014).

Figura 8 - Estrutura da quinina CyH,,0,N; ou CyHo4N,O,, exemplo de um alcaléide com nicleo

quinoleina (imagem adaptada de PubChem, 2018)

1.4.2 Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos sdo todas as estruturas que possuem pelo menos um nucleo

benzénico com um ou mais hidroxilos, livres ou entdo podem fazer parte de éteres,
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ésteres ou heterosidos. Isto significa que ndo sendo azotados tém ciclo ou ciclos
aromaticos e derivam principalmente do metabolismo do acido chiquimico e/ou de um
poliacetato (Efraim et al., 2011; Martins, 2012; Cabral et al., 2014).

Como compostos fendlicos com elevada atividade farmacologica (analgésicos,
anticancerigenos, anti-inflamatérios, antioxidantes, vasodilatadores) destacam-se o0s
acidos fenodlicos, os flavonoides, os taninos, 0s compostos cumarinicos e 0s compostos
quinodnicos. Ja nas plantas a sua funcgéo é a de protecédo contra herbivoros (Gurib-Fakim,
2005; Wink, 2010; Cunha, 2014). Os acidos fenolicos derivam do &cido benzdico e do
acido cindmicos. Exemplo disso € o acido galico (Figura 9), sendo um &cido fendlico,
deriva do &cido salicilico estruturalmente derivado do &cido benzdico. Outro exemplo

de &cido fenolico é o acido cafeico que deriva do &cido cinamico.

Figura 9 - Estrutura do Acido Galico C;HsOs (imagem adaptada de PubChem, 2018)

Os compostos fendlicos tém origem biossintética e derivam essencialmente de duas

grandes vias anabdlicas (Cunha, 2014):

e Via do &cido chiquimico: a biossintese do acido chiquimico faz-se a partir da
condensacdo (molécula de H,O) do fosfoenolpiruvato com o 4-fosfo-D-eritrose.
Assim, do 4acido siquimico originam-se acidos aromaticos, nomeadamente
tirosina e fenilalanina;

¢ Via do acetato: esta via origina acidos B-policetometilénicos que vdo dar origem
a compostos fendlicos através do processo de ciclizagdo (condensacdo aldonica

ou reacgéo de Claisen).
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1.4.2.1 Flavonoides

Os flavonoides (Figura 10) formam um vasto grupo de metabolitos secundarios com
atividade bioldgica com inimeras fungdes na natureza. Quimicamente, s&o moléculas
de baixo peso molecular que se encontram amplamente distribuidas no reino vegetal,
estando presentes em toda a parte aérea da planta. Visivelmente, os flavonoides sdo os
responsaveis pela cor das flores, das folhas e da fruta, atraindo animais e o proprio ser
humano. Participam no processo da fotossintese e protegem a planta contra os efeitos

dos raios UV.

Todos os flavondides partem de uma estrutura base, a flavona (2-fenil-benzopirona). A
partir da estrutura base, divergem vérias moléculas dando origem a varias classes de
flavonoides e compostos relacionados. Dai os flavonodides talvez sejam considerados
dos principais compostos fendlicos. De acordo com a sua estrutura quimica, os variados
flavonoides tém diferentes atividades farmacoldgicas. Exemplos de flavondides, a
hesperidina, a rutina e os ginkgdlidos diminuem a fragilidade capilar; a quercetina
diminui a motilidade do intestino delgado, tendo atividade antidiarreica (Gurib-Fakim,
2005; Cunha, 2014).

Figura 10 - Estrutura da quercetina Cy5H1,0; exemplo de um flavonoide (imagem adaptada de PubChem,
2018)

Estes compostos tém atraido a atencdo das ciéncias médica e farmacologica devido as

suas propriedades antialergénicas, anticancerigenas, anti-inflamatérias,
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"benzodiazepina-like"”, "estrogénio-like", promotores de Oxido nitrico, com atividade

antioxidante e anti-radicalar, entre outras (Cunha, 2014).

1.4.3 Terpenos

Os terpenos, também designados de terpendides ou isoprendides, sdo a maior grupo de
metabolitos secundarios de origem vegetal, e provém maioritariamente das

Gimnospérmicas e em muitas familias das Angiospérmicas (Cunha, 2014).

Atualmente, ja foram encontrados mais de 22.000 terpendides principalmente em 6leos

essenciais.

Os terpenos podem ser dimeros, trimeros ou polimeros de isoprenos (Prasanthi &
Lakshmi, 2012; Cunha, 2014). Os isoprenos podem formar cadeias lineares ou
compostos em anel, nomeadamente os monoterpenos contendo 10 atomos de carbono
(C10), sesquiterpenos com 15 atomos de carbono (C15), os diterpenos com 20 atomos

de carbono e os triterpenos com 30 atomos de carbono (C30).

Geralmente, os isoprenos (Figura 11) séo insolliveis em agua e sintetizados a partir da
acetil-Coenzima A (acetil-CoA) ou através da via do mevalonato (Hecht et al., 2001;
Adam et al., 2002; Cunha, 2014).

Figura 11 - Estrutura da molécula Isopreno: CsHg ou 2-Metil-1,3-butadieno (imagem adaptada de
PubChem, 2018)
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1.5 Meétodos utilizados na caracterizacdo das plantas

1.5.1 Extragéo de compostos bioativos

Inicialmente o material vegetal é sistematizado taxonomicamente, devendo ser colhidos
exemplares completos, incluindo pequenos ramos com folhas, flores, frutos em varios
estados de desenvolvimento e a parte subterranea (raiz), e varias amostras da mesma

planta para guardar no herbario (Cunha, 2014).

Identificada e escolhida a planta que se pretende investigar em relagdo as suas
propriedades terapéuticas, é fundamental iniciar a extracdo dos compostos bioativos das
mesmas, apds boa e rapida secagem de modo a evitar degradacdo pelos componentes
atmosféricos ou por microbios indesejaveis. Outra opcdo, é liofilizar sob vacuo as
amostras de plantas, sem provocar a perda de componentes volateis que possam exibir
atividade bioldgica relevante. Apds secagem, o material seco mantém um peso
constante, podendo de seguida ser moido e adicionado um gradiente de solventes de
extracdo. Nos processos extrativos existem varias técnicas de extracdo, das quais se
destacam preferencialmente (Gurib-Fakim, 2005; Sasidharan et al., 2011; Cunha, 2014):

e Extragdo a frio: o material vegetal moido € extraido com solventes, a
temperatura ambiente, de diferentes polaridades. Exemplos de solventes
organicos que podem ser usados, metanol, etanol, cloroférmio, acetona, acetato
de etilo, hexano entre outros. S&o solventes comummente aplicados nas
indUstrias quimica, farmacéutica e de alimentos para a producdo de extratos
diversos (Mezzomo, 2008). Atualmente, na extracdo a frio as extracdes podem
ser feitas mediante fracdes, ou seja, o fracionamento envolve o uso de diferentes
solventes de diferentes polaridades, nem sempre a 100%, conjugando em
diferentes percentagens com outros solventes, na tentativa de isolar
componentes bioativos. Geralmente, a técnica de fracionamento, ndo € limitada
a materiais vegetais, também é aplicada a microrganismos fungicos e
bacterianos. Associada a esta técnica, esta a utilizacdo de resinas. As resinas tém
a capacidade de absorver grandes moléculas devido aos seus poros. O
procedimento em geral, envolve a adicdo do extrato vegetal a estas resinas, que

depois de secas sdo submetidas a alguns solventes de modo a extrair o0s
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componentes faseadamente de acordo com a composic¢ao quimica. Um exemplo
de um bom solvente € o metanol, pois faz a extracdo dos compostos
antioxidantes (Andreo & Jorge, 2006).

e Percolacdo a quente: a planta é submetida a extracdo com um solvente em
ebulicdo, geralmente sob refluxo. Este método permite a extracdo de um elevado
namero de metabolitos, a partir de material pouco soltvel ou insolivel como
ceras usadas em produtos naturais lipofilicos.

e Extracdo em Soxhlet: é o mais usado em processos industriais ou quando se
parte de quantidades superiores a 20kg de plantas. Utilizando um extrator a
quente tipo Soxhlet, o solvente é aguecido em baldo de fundo redondo, e o vapor
formado passa para o condensador sendo refrigerado, passando ao estado
liquido. O solvente vai arrastando os compostos solGveis da amostra.
Completada a extracdo, 0 agente de extracdo de grandes volumes é concentrado
sob véacuo e, se for de pequenos volumes, é conservado sob azoto, assegurando
que os produtos volateis ndo sejam perdidos. Os extratos aquosos Ssdo
normalmente liofilizados e armazenados a -20°C, reduzindo a degradacdo dos

produtos naturais bioativos.

O procedimento mais comum utilizado pelos curandeiros da Guiné para obtencdo do
extrato pretendido sdo descasca, trituracdo com pildo, decogdo e a maceracao (Indjai et
al., 2010), podendo ser adicionado a esses extratos um gradiente de solventes de

extragéo.

E importante salientar, que tanto a validagio etnobotinica como a extracdo dos
compostos devem ser feitas por profissionais experientes de modo a obter-se uma
correta extracdo dos compostos bioativos. Esta é a fase mais importante de todo o
processo, para ndo haver perda dos componentes ativos. A sua execucao tem que ser

rigorosa.

1.5.2 Caracterizagdo dos extratos vegetais

Apos a obtencdo do extrato, tanto puro como fracionado, € importante verificar a sua
atividade biologica através de métodos de bioensaio caracterizando deste modo 0s seus

compostos bioativos através de metodologias fitoquimicas, bioquimicas ou bioldgicas.
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1.5.2.1 Metodologias fitoquimicas

A analise fitoquimica serve para conhecer os constituintes quimicos das plantas ou
conhecer o grupo de metabolitos secundarios relevantes nas mesmas, através do
fracionamento quimico dos produtos. De acordo com o metabolito que se pretende
isolar (Sasidharan et al., 2011), assim é baseada a escolha do solvente orgénico (Figura
12). A grande vantagem do fracionamento é obtencdo mais rapida de material

biologicamente ativo (Cunha, 2014).

Parte da Planta

Extrato Primirio

Liofilizacio

Secundirio
Precipitacdo com etanol
Centrifugagio

Sistema de filtragio

Micromoléculas Macromoléculas
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= Quassindides
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Figura 12 - Fluxograma de Padronizacgdo: Extragdo a identificacdo de fitocompostos bioativos (imagem
adaptada de Drugtime, 2018)
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Neste tipo de metodologia as técnicas mais usadas para identificacdo de moléculas
quimicas ou metabolitos secundarios sdo: cromatografia em camada fina (TLC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Estas técnicas tém sido uma mais
valia, para identificar novas moléculas ou metabolitos secundarios presentes nas plantas

para a producdo de novos medicamentos (Gurib-Fakim, 2005; Sasidharan et al., 2011).

1.5.2.2 Metodologias Quimicas

As metodologias quimicas para além de identificar compostos quimicos servem também
para a compreensdo dos mesmos. Neste caso, a presenca de compostos quimicos podera
indicar qual a sua atividade e reacdo perante a exposi¢do a organismos vivos. Dois
exemplos de ensaios quimicos para verificar e quantificar a presenca de alguns
compostos quimicos sdo o ensaio dos polifendis (Magalhaes et al., 2010) e o ensaio do

oxido nitrico (Ho et al., 2010) através de métodos espectrofotométricos.

1.5.2.2.1 Quantificacdo de Polifendis

Os polifendis sdo um grupo de compostos quimicos encontrados em diversas plantas,
frutos e vegetais caracterizados por um ou mais anéis fenolicos. Os polifendis sdo
responsaveis por inumeros beneficios para a saude humana pois além de serem
excelentes antioxidantes tém também atividade anti-inflamatoérias, antibacteriana,
antifungica, antiviral e anticancerigena. Sdo fundamentais na prevencao de algumas
doencas, melhorando as funcdes fisioldgicas, metabodlicas e ainda atuam na modulagéo

intracelular e extracelular.

Na extracdo de polifendis os agentes de extracdo normalmente utilizados sdo solventes
organicos, tais como metanol, etanol e acetona (Ignat et al., 2011; Khoddami et al.,
2013).

A determinacdo do teor de polifenois totais € normalmente efetuada através do método
de Folin-Ciocalteu em microplacas de 96 pocos (Zhang et al., 2006). E um método

bastante simples, rapido e de baixo custo que se baseia na oxidagdo dos polifendis e

22



INTRODUCAO

reducdo do reagente Folin-Ciocalteu (FCR), que é uma mistura de fosfomolibdato e
fosfotungstato, resultando um complexo de cor azul proporcional a concentracdo de
polifendis. A reacdo entre os compostos fendlicos e o FCR ocorre em meio alcalino
(pH= 10). Nestas condi¢des alcalinas, ocorre a desprotonagdo dos grupos hidroxilo da
molécula dos polifendis e a consequente libertacdo de eletrbes, levando a redugdo do
reagente FCR. A reacdo colorimétrica de oxidacéo-reducao de cor azul tem um maximo
de absorcdo a 760 nm no espectrofotdmetro Ultravioleta-visivel (UV/VIS) (Singleton et
al.,, 1999; Huang et al., 2005). O elevado numero de interferentes (por ex. o éacido
ascorbico) é considerado uma grande desvantagem deste método (Everette et al., 2010).
No entanto, a grande vantagem dos polifendis € que podem evitar reaces de oxidacdo-
reducdo por meio da quelacdo de ions de cobre e de ferro, catalizando in vivo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS) (Nakamura et al., 2013).

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados habitualmente nos alimentos sdo 0s
compostos fenolicos como BHA (hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno
butilado), TBHQ (terc-butil hidroquinona), e PG (propilgalato), tendo como funcao
capturar os radicais livres, absorventes de oxigénio e quelantes (Coneglian et al., 2011).

Atualmente, algumas modificacbes ao método original tém sido propostas para
aumentar a seletividade do mesmo, contudo o método original continua a ser 0 mais

usado, sendo considerado o método de referéncia (Sanchez-Rangel et al., 2013).

1.5.2.2.2 Atividade de Oxido nitrico

Atualmente, existe um elevado consumo de plantas, usadas como agente terapéutico
devido as suas propriedades antioxidantes, principalmente por doentes com cancro. Dai
a importancia de quantificar espectrofotometricamente a atividade anti-radicalar e
antioxidantes em constituintes fenolicos. As vitaminas C e E, B-caroteno e alguns
compostos fendlicos tém sido os principais meios de oposi¢cdo aos radicais livres
(Coneglian et al., 2011).
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O poder antioxidante dos extratos vegetais foi analisado segundo a metodologia da

captura do radical livre - 6xido nitrico (NO).

O método por solucdo aquosa de nitroprussiato de sodio (SNP) gera espontaneamente
NO, que interagindo com a molécula de oxigénio produz ides nitrito, reagindo na
presenca do reagente de Griess, medindo espectrofotometricamente UV/VIS
(Balakrishnan et al., 2009; Singh et al., 2012; Neto et al., 2013). Assim, o0 reagente de
Griess baseando-se na reacdo de diazotizacdo deteta a presenca de compostos de nitrito,
usando a sulfamida e o diclorato de N-(1-naftil)-etilenodiamina em condic¢des acidas
(&cido fosforico). Para detetar a atividade do NO no extrato de planta é adicionado SNP
e apds um determinado tempo de incubacéo ¢ adicionado o reagente de Griess, medindo
de imediato a absorvancia (Abs.) da reacdo obtida. Como padréo de referéncia recorreu-
se ao acido ascorbico, calculando a atividade NO através da seguinte formula (Ho et al.,
2010):

% atividade = [(Abs. controlo - Abs. amostra)/Abs controlo]*100

1.5.2.3 Metodologias Biologicas

As metodologias bioldgicas compreendem testes in vitro e in vivo. Inicialmente, num
estudo de investigacdo a prioridade sdo os testes in vitro, usando culturas de células
animais e microrganismos procarioticos e eucaridticos. A grande caracteristica das
células animais consiste na auséncia de uma parede celular rigida, tornando-as mais
vulneraveis e sensiveis a variacdes de osmolaridade, tensdo de corte devido a agitacdo e
danos causados pelo colapso de bolhas gasosas devido ao arejamento em sistemas
reacionais. Os microrganismos geralmente estudados em testes in vitro para analises

farmacoldgica dos extratos sdo bactérias, fungos, protozoarios e virus.

A aplicagdo de ensaios in vitro é abrangente, nomeadamente serve para testar novos
farmacos e verificar a sua citotoxicidade, determinar se um certo composto é bioativo
sobre um microrganismo, podendo, ainda, fornecer respostas sobre a sua atividade in
vivo. No entanto também existem outros métodos alternativos, para estudos

toxicoldgicos usando outro tipo de organismo, por exemplo crustaceos: Artemia salina,
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com a finalidade de substituir os ensaios com animais (testes in vivo) (Rogero et al.,
2003; Gurib-Fakim, 2005; Valgas et al., 2007; Barth et al., 2017).

1.5.2.3.1 Microrganismos Procarioticos

Os microrganismos procarioticos sdo seres unicelulares, muito simples. O DNA néo
estd envolto por uma membrana, ndo ha nucleo definido pela membrana nuclear e
podemos encontrar ribossomas dispersos no citoplasma, responséveis pela sintese
proteica, e plasmideos que sdo moléculas circulares de DNA. Externamente a
membrana plasmatica destas células, ha a parede celular. Exemplo de microrganismos
procarioticos sdo as bactérias, cianoficeas, micoplasmas, rickéttsias e clamidias. O
maior grupo de microrganismos procarioticos utilizados em bioensaios sdo as bactérias.
As bactérias apresentam uma grande diversidade morfoldgica: esférica (coco) ou em
bastonete (bacilo). Outra caracteristica bastante importante é a coloracdo de Gram,
permitindo dividir as bactérias em dois grupos: bactérias Gram positivas e bactérias

Gram negativas.

Em bioensaios, é costume usarem-se varias estirpes bacterianas de referéncia
recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) devido a sua
especificidade, nomeadamente, Escherichia coli, Enterococcus spp., S. aureus,

Pseudomonas aeruginosa, entre outros.

Atualmente, em bioensaios existem varios métodos para avaliar a atividade
antibacteriana dos extratos vegetais. O mais conhecido e usado ¢ o método de difusédo
em agar para determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI), isto €, determinar a
menor quantidade de substdncia que € necessaria para inibir o crescimento do

microrganismo em teste (Ostrosky et al., 2008; Lagnika et al., 2011).

A determinacdo da CMI ¢é relevante na medida em que ressalta aspetos toxicologicos e
microbioldgicos dos compostos naturais ou suas combinacgdes (Ostrosky et al., 2008;
Barth et al., 2017).

O método de difusdo em agar é um método fisico, no qual um microrganismo é

desafiado contra uma substancia bioativa em meio de cultura sélido e relaciona-se o
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tamanho, em milimetro (mm), do halo de inibicdo de crescimento do microrganismo

desafiado com uma concentracao definida (Rogero et al., 2003; Ostrosky et al., 2008).

A avaliacdo é feita normalmente frente a um padrdo bioldgico de referéncia (controlo
positivo) e o halo de inibicdo de crescimento € medido partindo-se da circunferéncia do
poco, até onde ha crescimento de microrganismos (Barry et al., 1991). De acordo com a
dimensao do halo os microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, em que 0
diametro do halo de inibigcdo € maior, igual ou ndo inferior a 3mm comparativamente ao
controlo positivo; moderadamente sensiveis, halo maior que 2mm, mas inferior a 3mm
em relacdo ao controlo positivo; e resistentes, didmetro do halo € igual ou menor que
2mm (Ostrosky et al., 2008). Como controlo positivo, emprega-se um antibiotico

padrdo, e como controlo negativo o solvente utilizado para a dissolucao dos extratos.

Dentro do método de difusdo em placas com agar este pode envolver a aplicacdo de
discos, cilindros de aco inoxidavel ou perfuracdo em agar. Esta Ultima técnica consista
na remocdo do meio de cultura sélido para se formarem pogos, com cerca de 6-8mm,

nos quais se aplicam as substancias a serem analisadas (Ostrosky et al., 2008).

Um outro método muito utilizado em bioensaios é 0 método de diluicdo em meio. Este
consiste na relagdo entre a propor¢do de crescimento do microrganismo em meio
liguido e a concentracdo da substdncia em teste. Este método emprega duas

metodologias: macro e microdiluicdo (Ostrosky et al., 2008).

A macrodilui¢do envolve testes em tubo de ensaio. A microdiluicdo utiliza microplacas
de 96 pocos, nos quais é aplicada uma determinada suspensdo bacteriana em meio
Muller-Hinton, e o extrato da planta em estudo. Posteriormente, séo feitas sucessivas
diluicBes seguindo-se incubacdo a 37°C durante aproximadamente 20h a 24h, sendo
determinada a CMI. Geralmente, utiliza-se como indicador a resazurina, mais aplicada
em condic¢des de reducdo em meios de cultura. O mecanismo baseia-se na reducdo da
resazurina (cor azul e ndo fluorescente) em resofurina (cor rosa e fluorescente) e por fim
a dehidroresorufina (incolor) (Ostrosky et al., 2008; Pombo, 2011). A presenga de cor
azul indica auséncia de crescimento bacteriano, e de cor rosa indica crescimento
bacteriano. A resazurina é empregada em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e
viabilidade celular, determinacdo da fungcdo mitocdndrial, tendo uma correlacdo direta
com a proliferacdo de organismos vivos (Rozzato, 2012).
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Para determinar a CMI devem ser usadas bactérias Gram negativas e bactérias Gram
positivas para ndo haver resultados dubios quanto aos efeitos produzidos pelos extratos

em contacto com a membrana bacteriana (Pombo, 2011; Rozzato, 2012; Silva, 2014).

1.5.2.3.2 Microrganismos Eucariéticos

As células eucaridticas sdo maiores que as procaridticas e tém uma organizacao celular
complexa e um ndcleo definido (nucleo verdadeiro) através de uma membrana nuclear
(presenca do material genético dentro do ndcleo). Os principais grupos de

microrganismos eucarioticos sdo fungos, algas e protozoarios.

Os protozoarios sdo microrganismos unicelulares extremamente complexos com
inimeras especificacbes funcionais, tais como cilios, flagelos, fotoreceptores, entre

outros.

Os protozoarios parasitas causam doencas nos humanos e nos outros animais, quer em
paises desenvolvidos quer em paises em desenvolvimento. O sucesso na luta contra 0s

parasitas e as parasitoses por eles provocadas tem sido variavel.

Uma das parasitoses provocada por protozoarios, existente em Portugal, é a
toxoplasmose. Esta é uma doenca provocada pelo parasita intracelular obrigatério
Toxoplasma gondii. A toxoplasmose € uma zoonose muito comum, com distribuicédo
geografica mundial (Ferreira et al., 2002; Lopes et al., 2014). Atualmente em Portugal,
a prevaléncia e epidemiologia da infe¢do por T. gondii é de informacdo limitada, mas
nos Estados Unidos da América e Reino Unido estima-se que a infecdo podera variar
entre 16% e 40% (Cantos et al., 2000; Ferreira et al., 2002; Mitsuka-Bregano, et al.,
2010; Lobo et al., 2017).

Atualmente, a procura de novos farmacos naturais tem suscitado interesse contra varios

parasitas patogénicos para 0 homem, com destaque para T. gondii.
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1.5.2.3.2.1 Protozoario: Toxoplasma gondii

Atualmente, a classificacdo taxonomica de Toxoplasma gondii (Levine, 1980) é a

seguinte:
Super-reino - Eukaryota (Whittaker e Margulis, 1978)
Reino - Protista (Wittaker, 1977)
Sub-reino - Protozoa (Goldfuss, 1918)
Filo - Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe - Sporozoea (Leuckart, 1879)
Sub-classe - Coccidea (Leuckart, 1879)
Ordem - Eucoccidea (Léger e Duboscq, 1910)
Sub-ordem - Eimeriina (Léger, 1911)
Familia - Sarcocystidae (Poche, 1913)
Sub-familia - Toxoplasmatinae (Biocca, 1957)
Género - Toxoplasma (Nicolle e Manceaux, 1909)

Espécie - T. gondii (Nicolle e Manceaux, 1909)

T. gondii apresenta no seu ciclo de vida heteroxénico (Figura 13) uma fase sexuada e
uma fase assexuada (Hecht et al., 2001; Ferreira et al., 2002; Prasanthi & Lakshmi,
2012). A fase sexuada ocorre no intestino delgado dos animais da familia Felidae,
tornando-os os hospedeiros definitivos. A fase assexuada ocorre nos hospedeiros

intermediarios, como 0 Homem e outros animais homeotérmicos (mamiferos e aves).
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Figura 13 - Representagdo esquematica do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. O ciclo de vida deste
microrganismo inclui duas fases: a fase de reprodugdo sexuada (A) e a fase de reproducdo sexuada (B).
(imagem adaptada do CDC, 2018)

Numa fase inicial, os felideos expulsam, através das fezes, oocistos ndo esporulados
(ndmero 1) em grandes quantidades para o solo. Apo6s 1 a 5 dias, 0s oocistos sofrem
esporulacdo no ambiente/solo tornando-se infecciosos. Os hospedeiros intermédios,
como 0 Homem e outros animais homeotérmicos (mamiferos, aves e roedores) infetam-
se com oocistos esporulados (numero 2 e 5). No caso do ser humano esta transmisséo €
devida a ingestdo de alimentos crus ou mal cozinhados, agua, legumes, fruta ou solo
contaminados, transfusdo de sangue ou transplante de ¢rgdos e ainda por via
transplacentaria da mée ao feto (nimero 6, 7, 8 e 9). Uma vez ingeridos, 0s oocistos
e/ou quistos tecidulares interagem com os sucos digestivos libertando o0s esporozoitos
(libertados dos oocistos) ou os bradizoitos (libertados dos quistos tecidulares- nimero 3,
6 e 10), indo entdo alojar-se nas células do epitélio intestinal. Ai multiplicam-se
rapidamente provocando a lise das células hospedeiras, diferenciando-se em taquizoitos.
Estes taquizoitos podem ser detetados em células nucleadas-leucdcitos, em células
parenquimatosas ou a circularem livremente na corrente sanguinea. Quando dentro das
células hospedeiras inibem a fusdo dos lisossomas com o vaclolo parasitéforo e

dividem-se até provocar a rutura celular, constituindo a fase aguda da infegdo. De
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seguida, passam para a fase cronica em que o0s taquizoitos se véo alojar principalmente
em midcitos e neuronios, transformando-se em bradizoitos. Ai as células parasitarias
sdo envolvidas por um invélucro constituindo os quistos tecidulares. Estes quistos
permanecem no organismo do hospedeiro durante toda a sua vida, nomeadamente no
tecido muscular, no sistema nervoso central (SNC) ou na retina, locais onde a presséo

imunitaria é menor.

No entanto, os gatos também podem infetar-se ap6s o consumo de aves e roedores que
tenham sido infetados com quistos tecidulares (numero 4) e/ou infetados diretamente

pela ingestdo de oocistos esporulados.
Assim, a infecdo por T. gondii pode ocorrer pelas seguintes vias (Ferreira et al., 2002):

v" Via oral: através da ingestdo de oocistos provenientes das fezes dos gatos a
partir do solo, da agua e dos alimentos contaminados; ingestdo de quistos na
carne crua ou mal cozida;

v" Via por contacto direto: Transfusdes sanguineas (possivel contaminacao),
transplante de érgéos e/ou tecidos, manipulacdo do parasita em laboratério;

v Via congénita: transmissdo transplacentaria do taquizoito, possivel quando a

primo-infecdo materna é contemporanea com a gestacao.

A infecdo por T. gondii pode apresentar, de um modo geral, trés aspetos: toxoplasmose

adquirida, toxoplasmose no imunodeprimido e toxoplasmose congeénita.

Na maioria dos casos a toxoplasmose adquirida ndo causa doenca grave em individuos
imunologicamente competentes, é geralmente assintomatica. Os casos sintomaticos,
dao-se geralmente em pessoas com a imunidade comprometida, originando doencas
graves como, linfadenopatias e hiperplasia das células reticulares (Ferreira et al., 2002;
Ferguson, 2009; Lisboa et al., 2013).

Estima-se que esta doenca afete quase um terco da populacdo a nivel mundial e que
tenha vindo a aumentar nos ultimos anos devido ao aparecimento de um maior numero
de doentes imunocomprometidos (transplantados e infetados por virus da

imunodeficiéncia humana [VIH]) (Amendoeira et al., 2010; Camara et al., 2015).
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Nestes doentes, alteracdes do estado mental, convulsdes, distirbios do movimento e

alteracdes sensoriais sdo alguns dos sintomas evidentes (Hecht et al., 2001).

Nos casos de toxoplasmose congénita, complicacBes graves como hidrocefalia,
microcefalia e macrocefalia, calcificacfes intracraneanas, distirbios psicomotores ou
perturbagdes neuroldgicas, podem surgir causando grande morbilidade e mortalidade.
Existem outras formas clinicas de toxoplasmose congénita, que podem manifestar-se
mais tardiamente ap0s 0 nascimento, é o caso da coriorretinite (inflamacdo simultanea
da retina e da coroide) (Lisboa et al., 2013).

Atualmente, estdo identificadas trés estirpes de T. gondii (Hecht et al., 2001; Adam et
al., 2002): Tipo I, virulenta para murganhos e associada a doentes com toxoplasmose
ocular; Tipo Il menos virulenta que a anterior, mas encontra-se associada a infecéo
cronica pela persisténcia de quistos tecidulares em humanos e animais da Europa e
América do Norte; Tipo IllI, também menos virulentas que as Tipo I, comum na
América do Norte e do Sul e na Europa, podendo ser encontrada nos animais e nas
infecBes humanas. As estirpes tipo | e Il estdo associadas a doentes com a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e em doentes com infe¢do congénita.

O diagnéstico definitivo da toxoplasmose € feito com base em exames laboratoriais.
Estes exames podem ser diretos e indiretos. Os exames indiretos correspondem a testes
seroimunologicos de modo a detetar e quantificar anticorpos (Ac) especificos contra T.

gondii.

O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) € o mais usado no
diagndstico da toxoplasmose. E um teste imunoenzimatico que se baseia em reagdes
antigénio-anticorpo detetaveis por meio de reacdes enzimaticas. Este teste é Util para
estabelecer o periodo provavel de infecdo: a presenca de IgM anti-T. gondii € indicativa
de infecdo aguda, desaparecendo 30 dias ap6s o inicio da infe¢do. A resposta IgG anti-
T. gondii surge entre 0 7° e 0 14°dias apos a infe¢do, mas o0 pico da concentragéo surgira
entre 0s 30 e os 60 dias apos a infecao, persistindo ao longo da vida.

No diagnostico direto, o parasita pode ser detetado em cortes de tecido, fixados e
corados por hematoxilina-eosina, ou em bidpsias (ganglionares, esplénicas e hepaticas)

que apos fixacdo sdo coradas com Giemsa (Ferreira et al., 2002).
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A metodologia mais usada para detetar o parasita € a técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction), devido a sua elevada sensibilidade e especificidade, identificando o DNA do
parasita presente em amostras bioldgicas (liquido cefalorraquidiano, liquido amnidtico,
humor aquoso e aspirado broncoalveolar) (Ferreira et al., 2002; Sasidharan et al., 2011,
Bamba et al., 2017).

Outros testes de diagnostico como ecografia, tomografia e ressonéncia magnética,
constituem um grande apoio para avaliar a evolucdo clinica das les6es provocadas por
T. gondii (Ferreira et al., 2002; Coelho, 2010; CDC, 2018).

No que diz respeito ao tratamento da toxoplasmose, conhecem-se poucos medicamentos
eficazes e, por vezes, sdo toxicos nas doses estabelecidas para tratamento desta infecao.
No ser humano, a terapéutica de primeira linha contra a toxoplasmose é constituida pela
combinacdo de pirimetamina e sulfadiazina. Esta combinacéo ira variar de acordo com
o tipo de imunidade do individuo assim como o tipo de toxoplasmose em questdo. No
caso de uma encefalite toxoplasmica a terapéutica mais usada é de facto a pirimetamina
com sulfadiazina, mas para doentes que ndo toleram a sulfadiazina esta sera substituida
pela clindamicina. Outra abordagem é a combinacdo dos antibidticos trimetoprim e
sulfametoxazol (TMP-SMX) (Bamba et al., 2017), a qual, no caso da na toxoplasmose
ocular, se adiciona corticdides. Segundo a OMS, o0 TMP-SMX é um medicamento
antimicrobiano que serve para prevenir e tratar varias infecdes bacterianas, fungicas e
protozooses. Este € um medicamento ndo patenteado e de baixo custo que esta
amplamente disponivel em zonas com poucos recursos econémicos, sendo usado como
medida profiladtica em diferentes contextos epidemioldgicos (co-infecdo VIH e
tuberculose ativa, co-infecdo VIH e infecBes oportunistas, malaria e infecles
bacterianas graves) e grupos populacionais (adultos, gestantes, adolescentes, criancas e
bebés) (WHO, 2018). No entanto, no caso de T. gondii, este medicamento sé atua sobre
as formas de taquizoito (fase aguda da infecdo), ndo conseguindo destruir as formas

intracelulares de bradizoito (fase cronica da infecéo).

Outros farmacos alternativos incluem atovaquona, azitromicina, claritromicina, 5-
fluorouracil, minociclina ou doxiciclina, de forma a susbstituir a toxicidade da

sulfadiazina ou por necessidade de recorrer a via parentérica.
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De modo geral, ndo existe nenhum farmaco 100% eficaz e as combinagdes terapéuticas
tém uma eficécia limitada em infe¢Ges por T. gondii, potenciando efeitos secundarios e
ocorréncia de estirpes resistentes (Coelho, 2013). Um tratamento eficaz da
toxoplasmose, em qualquer das suas formas, so é possivel com um farmaco que, para
além de ser parasiticida, contra todos os estadios parasitarios do parasita, apresente
baixa toxicidade. Porém, ainda ndo existe nenhum farmaco capaz de cumprir estes

critérios.

N&o existe uma vacina protetora em humanos, restando algumas medidas de prevencao
da toxoplasmose humana, tais como, evitar contacto com gatos, lavar bem os alimentos
crus, evitar o consumo de carne crua ou mal cozida, utilizar normas de seguranca
adequadas ao manipular amostras biologicas ou receber 6rgaos provenientes de um
dador, entre outras. No entanto, na Nova Zelandia e na Europa, nomeadamente Reino
Unido, Franca e Irlanda j& é comercializada uma vacina, Toxovax® de estirpe viva
atenuada S48, para controlar a toxoplasmose em ovinos e caprinos durante a gestagéo
(Garcia et al., 2014). Contudo, no ser humano esta vacina podera tornar-se patogénica
(Coelho, 2010; Garcia et al., 2014).

Assim, é necessaria a pesquisa de compostos naturais antiparasitarios, com a finalidade
de combater o parasita T. gondii (Jin et al., 2009; De et al.,2010).

1.5.2.3.3 Células Animais

A citotoxicidade é um teste preliminar in vitro que utiliza células animais e avalia 0s
danos causados na célula, a formacdo ou ndo de coldnias celulares e a viabilidade
celular. O uso de culturas de células tem-se tornado um modelo muito apreciado e
aplicado para avaliar a toxicidade dos extratos vegetais, pois sdo reprodutiveis, sensiveis

e rapidos (Bednarczuk et al., 2010).

As células animais, parte constituinte de um 6rgdo ou tecido, em cultura, sdo dispersas
num frasco de cultura ou placa. O crescimento das células animais é lento, apresentando
tempos de duplicacdo de 10 a 50h (Fonseca & Teixeira, 2007). Ao longo do tempo, as

células aderem a superficie solida do frasco ou placa, crescendo em monocamada ou em
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suspensdo, conforme o tipo celular em estudo. Em culturas por monocamada, as células
vao fixar-se no fundo da placa e de seguida propagam-se. Este é talvez 0 método mais
usado e vantajoso tendo como pré-requisito a ancoragem, ou seja, a adesdo das células
no fundo dos pogos da placa, permitindo assim a proliferacdo celular (Fonseca &
Teixeira, 2007). Para haver aderéncia das células animais, a maioria das superficies dos
suportes de adesdo sdo carregadas negativamente, sendo necessario glicoproteinas
(gelatina, fibronectina) e/ou catides divalentes (Ca®*, Mg?*). O meio de cultura celular
devera conter os nutrientes necessarios, assegurando o valor de pH fisiologico e
osmolaridade adequados. O tipico meio de cultura contém glucose, glutamina,
aminoacidos essenciais e ndo essenciais, vitaminas, sais minerais e soro animal (5-
20%), favorecendo a adesdo das células no frasco de cultura. Alguns exemplos dessas

celulas sdo fibroblastos ou celulas epiteliais.

Quanto a cultura de células em suspenséo, as células crescem e proliferam sem aderirem
a parede do frasco de cultura ou placa (independentemente da ancoragem). Por
exemplo, células hematopoiéticas, células de hibridomas resultantes da fusdo de
linfécitos B produtores de anticorpos com células tumorais (Fonseca & Teixeira, 2007,
Balakrishnan et al., 2009; Singh et al., 2012). Assim que houver total proliferacdo das
células, estabelecendo contacto umas com as outras, ocorre a necessidade de proceder a

sucessivas subculturas, passando estas células para outros frascos ou placas de cultura.

As células que crescem geralmente em monocamada necessitam de ser dissociadas do
fundo da placa, através de uma agdo enzimatica (tripsina), mecéanica (raspadores) ou

quimica (acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA).

Para a propagacdo in vitro e manutencao das células o meio de cultura devera ter as
condicBes Otima para crescimento, nomeadamente incubacdo a 37°C (valido para
células humanas e animais de sangue quente), pH 7,3 a 7,4, ar humidificado de 95%
para evitar a perda do volume de meio de cultura por evaporacdo, com 5% de dioxido
de carbono (CO,) para controlo do pH através do sistema de tampdo bicarbonato. O
meio de cultura Dulbecco's Modified Eagles (DME) suplementado com soro fetal é
fundamental uma vez que assegura a estimulagdo celular fornecendo nutrientes,
hormonas, fatores de crescimento, e proteinas (fibronectina ou colagénio), reproduzindo
in vitro as condigdes in vivo, dos modelos animais (Fonseca & Teixeira, 2007; Singh et
al., 2012).
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Existem células primarias, secundarias e continuas. As células primarias propagam-se
até um ndmero limitado de divisdes celulares. As células secundarias derivam de
subculturas de células primarias, podendo propagar-se por umas 50 subculturas. As
celulas continuas ou estabelecidas tém a capacidade de se multiplicarem ilimitadamente
sem inibicdo de contacto e com grande rapidez e derivam de tecidos tumorais ou de
células primarias e secundarias que sofreram transformacéo (Fonseca & Teixeira, 2007;
Balakrishnan et al., 2009).

Em relacdo a sua morfologia, as células de cultura séo caracterizadas em trés tipos
(Silva, 2014):

v’ Epiteliais: células achatadas e poligonais que aderem ao substrato (por ex.,
HelLa, Vero, HEK293, Hep G2);

v" Fibroblasticas: células alongadas e bipolares que aderem ao substrato (por ex.,
NIH-3T3, MRC-5, L929);

v' Linfoblasticas: células esféricas que ndo aderem ao substrato (por ex., N50,
U937, YACL).

A avaliacdo citotoxica dos extratos vegetais é realizada com células ndo tumorais de
fibroblastos imortalizadas da linhagem NIH-3T3 (células extraidas de ratos albinos) e

células epiteliais normais imortalizadas da linhagem Vero.

A semelhanca do bioensaio em bactérias, nas culturas celulares utilizam-se também
microplacas de 96 pocos, aplicando uma determinada concentracao de células por poco,
em meio de crescimento apropriado, procedendo de seguida a sucessivas dilui¢cdes a
partir de uma concentracdo do extrato da planta. Depois de uma incubacdo
aproximadamente de 20 a 24h, determina-se a concentracdo mais baixa do extrato que
inibe o crescimento celular, determinando a CMI do extrato vegetal (Atindehou et al.,
2004; Lagnika et al., 2011).

Para determinar a viabilidade e proliferacdo celular utiliza-se 0 método de tetrazolio
amarelo 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) (Nemati et
al., 2013). Este é um teste colorimétrico quantitativo, facil de ser realizado, sensivel,
rapido e de baixo custo (Mosmann, 1983; Liu et al., 1997; Van et al., 2011). Este ensaio
avalia a viabilidade celular, através da atividade metabolica da mitocéndria de reduzir o

sal tetrazdlio, de cor amarela, em cristais formazano de cor purpura, a nivel intracelular.
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A coloragdo puarpura é diretamente proporcional a quantidade de células vidveis no
ensaio. Quanto maior a intensidade da cor purpura, maior é a quantidade de células
viaveis (Galdino et al., 2014).

O parametro final de avaliacdo é determinar o indice de citotoxicidade (ICsp), que
significa a concentracdo do extrato que inibe 50% do crescimento celular (Jin et al.,
2009; Nemati et al., 2013; Bulus et al., 2016).

1.6 Justificacdo do trabalho de investigacéo e seus objetivos

A toxoplasmose é uma das maiores causas de morbilidade e mortalidade em
imunocomprometidos, principalmente nos seropositivos para VIH. Atualmente, a
combinacdo de farmacos TMP-SMX é usada em imunocomprometidos em dose

profilatica e em dose terapéutica.

No entanto, ha cada vez mais casos reportados de elevada resisténcia a farmacos
antibacterianos, antiflngicos e antiparasitarios. No caso dos farmacos antiparasitarios,
estes sdo complexos, estando sujeitos a variagbes do hospedeiro, do parasita e dos
fatores ambientais. Assim, urge a necessidade de desenvolver novos e melhores
farmacos quimioterapicos para o tratamento de infecdes parasitarias entre outras, para o

uso da populagcdo humana.

Por outro lado, a Guiné-Bissau possui uma vegetacdo imensuravel, usufruida pelo seu
povo para fins terapéuticos. Deste modo, tem suscitado um enorme interesse investigar
algumas dessas plantas medicinais de modo a determinar quais as que apresentam
atividade considerada medicamentosa, podendo contribuir para a descoberta de novos

farmacos.
Com o presente trabalho de investigacao, pretende-se:

e ldentificar em algumas plantas nativas da Guine-Bissau, compostos

biologicamente ativos em extratos e em fragdes;
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e Testar os extratos das plantas medicinais em bactérias, parasitas e células
animais, verificando a sua atividade antibacteriana, antiparasitaria e a sua

citotoxicidade.
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2 Material e métodos

A metodologia aplicada neste trabalho esta esquematizada na Figura 14 e consistiu em:

2.1 Obtencao das plantas medicinais

2.2 Extracdo e producdo da biblioteca de compostos

2.3 Avaliacdo dos extratos vegetais quanto a sua composi¢do em polifenois
2.4 Avaliagdo dos extratos vegetais quanto a atividade de 6xido nitrico

2.5 Avaliacgdo da atividade dos extratos vegetais em bactérias

2.6 Avaliacdo da atividade dos extratos vegetais em células animais

2.7 Avaliagéo dos extratos vegetais em Toxoplasma gondii

2.8 Anélise de dados
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Figura 14 - Fluxograma da metodologia aplicada no presente estudo
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2.1 Obtencao das plantas medicinais

As amostras de plantas medicinais foram recolhidas em novembro e dezembro de 2007,
no Parque Nacional de Orango (Figura 15), na ilha de Orango, na Guiné-Bissau. A ilha
de Orango, situa-se no Arquipélago dos Bijagés a cerca de 90 km a sudoeste de Bissau
e, é constituida por cinco ilhas separadas por canais: Orango Grande, Orangozinho,
Meneque, Canogo e Imbone, além de vaérias ilhotas inabitadas ou temporariamente
habitadas.
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Figura 15 - Ilha da Guiné-Bissau: mapa do Parque Nacional de Orango (imagem adaptada Indjai et al.,
2010)

No Parque Nacional de Orango a vegetacdo € bastante rica e diversificada, constituida
principalmente por florestas abertas e savanas arborizadas. Algum do material vegetal ai
recolhido foi cedido gentilmente ao Investigador Fernando Cardoso do IHMT pelos
Doutores Luis Catarino e Bucar Indjai. Este material vegetal € composto por ramos,

folhas, raizes e cascas, que foram secos a temperatura ambiente, no escuro.
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2.2 Extracéo e producéo da biblioteca de compostos

Apbs a secagem do material vegetal, foram utilizadas um total de 22 espécies de plantas
(Tabela 1), dando origem a um total de 29 amostras, utilizando as seguintes partes:

casca (Ca), folha (Fo), ramo (Ra) e raiz (Rz).

Tabela 1 - Plantas medicinais da Guiné-Bissau

Plzllotas Espécie N° Amostra Parte da planta utilizada
1 Ficus polita 1 Folha
2 Psychotrya peduncularis 7 Folha
3 Combretum micratum 8 Folha
4 Cassytha filiformis 10 Ramo
5 Stophanthus sarmentosus 13 Ramo

17Fo Folha
6 Abrus precatorius 17Ra Ramo
2356Rz Raiz
7 Khaya senegalensis 22 Folha
8 Faidherbia albida 23 Folha
9 Chnestis ferruginea 24 Folha
10 Hymenocardia acida 27 Folha
Calyptrochilum christyanum 35 Folha

11
2292 Raiz
1 Trichilia prieuriana subespécie 5/19 Folha

prieuriana

13 Margaritaria discoidea 6/29 Folha
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(continuacédo da tabela anterior)

P|a|1\r|10tas Espécie N° Amostra Parte da planta utilizada
14 Ocimum gratissimum 15/37 Folha
15 Allophylus africans 26/32 Folha
16 Leptadenia hastata 33/28/34 Folha
17 2303Rz Raiz

Zanthoxylum leprieuri 2303Fo; 9/18 Folha

18 2349Ca Casca
Diospyros heudelotii 2349Fo Folha

2372Ca Casca

19 Sarcocephalus latifolius 2372Fo Folha
2372Rz Raiz

20 Sorindeia juglandifolia 2399Fo0 Folha
21 Guiera senegalensis 2400Fo Folha
22 Zanthoxylum zanthoxyloides 2404Fo Folha

Cada uma das extracbes das amostras de material vegetal foram realizadas em
duplicado. Estas amostras foram cortadas e, pesadas e 200mg do material vegetal, foi
colocado em tubos de ensaio devidamente numerados. De imediato procedeu-se a
extracdo do material vegetal a frio e foi adicionado 10ml do solvente metanol em cada
tubo com a amostra vegetal. Os tubos foram vedados convenientemente e incubados a
temperatura ambiente durante trés dias, ao abrigo da luz.

Na primeira série de duplicados, a solucdo de extracdo foi transferida a pouco e pouco
para tubos de congelacdo de polipropileno de 2ml, anteriormente pesados, até o solvente

evaporar completamente. Apos finalizada a secagem dos extratos, os tubos foram
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novamente pesados, determinando-se 0 peso do extrato para calcular o rendimento total
do extrato obtido e também para calcular a quantidade necessaria de dimetilsulfoxido
(DMSO) em cada extrato para a concentracdo de 20mg/ml, e guardados a 4°C, ficando

assim a biblioteca dos extratos das plantas pronta a ser utilizada.

Assim a férmula usada para calcular o rendimento total dos extratos foi a seguinte
(Rodrigues et al., 2011):

Rext = (Mext/Mmy) X 100
Onde:
Rext - Rendimento total do extrato em percentagem (%)
Mext - Massa do extrato seco (g)
mmy - massa do material vegetal seco (g)

Na segunda série, as amostras extraidas com metanol foram sujeitas a fracionamento
utilizando a resina Diaion HP-20 (Supelco). Este método consistiu em colocar 10 ml de
extrato obtido por extragdo com metanol, em tubos de ensaio devidamente identificados
com o nimero da amostra contendo 70mg de resina acima referida (Bugni et al., 2008).
Apos trés dias de secagem da resina, esta foi lavada por 10 solucdes diferentes, havendo
repeticdo de algumas solugdes, originando na totalidade 12 fracdes, a cada 10 minutos.
O produto da lavagem foi recolhido para tubos de congelacéo de polipropileno de 2ml

devidamente identificados.
A ordem das solugdes utilizadas na lavagem da resina foi a seguinte:

e Fracdo Water | (FWI): 1 ml de H,O

e Fracdo Water Il (FWII): 1ml de H,O

e Fracdo 1: 1ml de solucéo isopropanol a 25%

e Fracdo 2: 1ml de solucéo isopropanol a 50%

e Fracdo 3: 1ml de solucéo isopropanol a 75%

e Fracdo 4: 1ml de solucéo isopropanol a 100%

e Fracdo 5: 1ml de solucdo acetona/metanol a 50%

e Fracdo 6: 1ml de solucdo metanol a 100%
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e Fracdo 7: 1ml de solugdo cloroférmio/metanol a 50%
e Fracdo 8: 1ml de solucéo cloroférmio a 100%
e Fracdo 9: 1ml de solucéo cloroférmio a 100%

e Fracdo 10: 1ml de solucdo éter etilico a 100%

As fracbes foram submetidas a temperatura ambiente para evaporar o solvente
completamente, durante cerca de 5 a 10 dias, de forma a ficar apenas o extrato que se
pretendia analisar. De seguida, as fracbes foram liofilizadas e dissolvidas em 500ul de
DMSO, obtendo uma segunda biblioteca de extratos, extratos estes fracionados. Com
base no artigo de Fernandez et al. (2008), estes extratos foram quantificados em
miligrama de extrato (mge), indicando a quantidade de extrato seco das plantas da
Guiné-Bissau usadas para preparar a solucdo de extrato (isto é, 200mg de extrato seco
foi extraido e re-suspendido em 500l de solvente para uma solugdo de concentracgao
0,4mge/ul). Por fim, estes extratos foram guardados a 4°C, de forma a serem utilizadas

no procedimento do ponto 2.5.3..

2.3 Avaliacdo dos extratos vegetais quanto a sua composi¢cao em
polifenois

A quantificacdo de polifendis foi baseada no método de Folin-Ciocalteu (Folin e
Ciocalteu, 1927; Magalhdes et al., 2010) partindo de uma solucdo de FCR diluido 1:10
em 50% etanol com agua Milli-Q, uma solucdo stock de propilgalato de sédio na
concentracdo de 5mg/ml e tampdo carbonato 6%. Este processo foi efetuado numa
microplaca de 96 pocos, comecando por adicionar em primeiro lugar 50ul de solucéo
propilgalato da Carl Roth®, depois 50pl de FCR da PanReac® e por fim 100pl de
tampdo carbonato a 6%, como mostra a Tabela 2. Para quantificar os polifenois
presentes nos extratos vegetais, foram colocados 50 pl de extrato vegetal numa
concentracéo inicial de 1mg/ml, numa microplaca de 96 pocos, contudo estes foram
diluidos em diluicdo seriada de 1:2. As dilui¢bes adicionou-se 50l de FCR diluido 1:10
em agua Milli-Q e adicionou-se de seguida 100ul de tampdo de carbonato 6%. Apds o
procedimento, as microplacas foram incubadas a temperatura ambiente (25+1°C), e

foram realizadas leituras a 760nm no espectrofotometro Tecan Infinite M200 PRO
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Multi-Detection Microplate Reader ao fim de 1 hora e 2 horas. Este ensaio foi feito em
triplicado. Foi efetuado uma reta de calibracdo do propilgalato de sédio na concentracédo
de 10 a 500ug/ml, em 50% etanol, de forma a determinar a concentracdo em polifendis
de cada amostra em estudo em mg/g equivalentes a propilgalato (mgePG/g). No ensaio
clinico foi incluido um branco de reagdo, em triplicado, que continha 50ul de etanol a
50% diluido em agua Milli-Q.

Em algumas amostras com absorvancias fora da reta de calibracdo foram feitos novos
testes, com os extratos diluidos a 1:10 de forma a obter resultados dentro da reta de

calibracéo.

Tabela 2 - Volume de reagentes para construcdo da reta de calibracéo de propilgalato.

Concentracdo | Etanol | Solucdo de
) _ FCR (1:10) | Carbonatoa | Volume
final no poco | a50% | Propilgalato
(u) 6% (pl) Total (ul)
(ng/ml) (k) (k)
500 - 50 50 100 200
250 - 50 50 100 200
125 - 50 50 100 200
10 - 50 50 100 200
0 (Branco) 50 - 50 100 200

2.4 Avaliacdo dos extratos vegetais quanto a atividade de 6xido
nitrico

Este ensaio foi feito de acordo com o método descrito por Ho et al. (2010). Para tal,
utilizou-se o &cido ascorbico para tragar a reta de calibragdo. A concentragéo inicial foi
de 1mg/ml e foram feitas diluicdes de 1:2 até alcangar a concentracdo de 0,008mg/ml,

obtendo assim a reta de calibracéo.

Tanto para a solugdo padrdo (&cido ascérbico) como para as amostras 0 procedimento

foi executado em microplacas de 96 pocos, foi adicionado 50ul de amostra (extrato
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diluido em agua Milli-Q) a 50ul de 10mM de SNP. A concentracdo inicial foi de
0,2mg/ml e foram feitas diluicGes de 1/2 até alcancgar a concentracdo de 0,05mg/ml. O
valor de Omg/ml foi usado como controlo. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente durante 90minutos. Ao fim deste tempo, adicionou-se igual volume (100pl) de
reagente de Griess sendo de imediato lidas as placas através de um espectrofotometro a
546nm. Foram adicionados po¢os como “brancos” que continham SNP e reagente de
Griess e outros pogos controlo que continham acido ascorbico e SNP. Todas as

amostras foram processadas em triplicado.

Para avaliar a atividade de Oxido nitrico dos extratos, aplicou-se a seguinte formula:
% actividade inibitoria = [(ADS controto - ADS amostra)/ABS controlo] X 100

Onde,

ADS controlo - Absorvancia do SNP como controlo a 546nm (controlo negativo)

ADS amostra - Absorvancia do SNP com a amostra apds 90min a 546nm

Apdbs o ensaio, calculou-se o valor do ICsp, que é definido como a concentracdo de
extrato em mgEPG/g de amostra que é necessaria para inibir a 50% os radicais livres de
NO. O valor foi obtido através de regressdo linear de inibicdo versus concentracdo do

extrato.

2.5 Auvaliacdo da atividade dos extratos vegetais em bactérias

2.5.1 Estirpes bacterianas usadas nos ensaios

Neste ensaio foram utilizadas cinco estirpes de referéncia, nomeadamente Bacillus
cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922, Culti-Loops, Thermo
Scientific), Enterococcus faecalis (ATCC 29212, Culti-Loops, Thermo Scientific),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, Culti-Loops, Thermo Scientific) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Culti-Loops, Thermo Scientific). Estas estirpes
encontravam-se congeladas a -70°C em meio Luria Bertani (meio L.B.) contendo 25%
de glicerol (VWR).
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2.5.2 Cultura das estirpes bacterianas

As bactérias testadas foram inoculadas em tubos com 6 ml de meio Muller-Hinton
(meio M-H) e incubados a 37°C durante 24h, numa estufa de agitacdo para reativacao
das estirpes. Em simultaneo foram feitas placas com meio L.B. sélido para isolar E. coli
e E. faecalis, meio Pseudomonas para isolar P. aeruginosa, meio Agar-sal-Manitol
(MSA) para S. aureus e B. cereus. Também estas placas foram incubadas a 37°C

durante 24horas.

Apdbs o crescimento das bactérias, estas foram repicadas e colocadas num tubo com
20ml de meio M-H e colocado na estufa durante 2h a 37°C de forma a obter uma

turvagdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (McF) (McFarland, 1907).

2.5.3 Avaliacdo qualitativa da atividade antibacteriana em meio sélido

A avaliacdo qualitativa da atividade antibacteriana foi realizada através do método de
difusdo em agar por perfuracdo do agar, observando a formacao de halos de inibi¢do ao
redor das cavidades padronizadas (NCCLS, 2003; Antunes et al., 2006).

Varias experiéncias-teste foram desenvolvidas de forma a obter homogeneidade da
suspensdo bacteriana. A concentracdo do indculo foi realizada no espectrofotometro
Jasco Model 7800 UV/VIS, sumarizada na Tabela 3:

Tabela 3 - Concentracéo do indculo usado em cada bactéria teste

Estirpe bacteriana McFarland | Absorvancia a 625nm
B. cereus ATCC 11778 1 0,257
E. coli ATCC 25922 3 0,582
E. faecalis ATCC 29212 4 0,669
P. aeruginosa ATCC 27853 2 0,451
S. aureus ATCC 25923 1 0,257
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Deste modo, colocou-se em cada placa de petri esterilizada 15 ml de meio M-H sdlido,
deixando arrefecer. Apds esse primeiro passo, colocou-se num tubo 3ml de meio M-H
solido liquefeito a 45°C/50°C e adicionou-se 100ul de suspensdo bacteriana na placa
(tabela 3). O meio é misturado em vdrtex homogeneizacdo da suspensao bacteriana e de
seguida foi vertida para a placa de petri. Apds solidificacdo foram realizados oito pogos
com a ponta da pipeta de Pasteur de plastico com didametro de 2mm. Em cada poco foi
colocado 4pul de extrato numa concentracdo de 1mg/ml. Também neste ensaio foram
usadas as diferentes fracGes na concentragéo de 0,4mge/pl. Como controlo negativo foi
usado 2ul de ampicilina (concentragdo de 100mg/ml) e como controlo positivo 4l de
DMSO a 100%. As placas foram incubadas durante 24horas a 37°C. Os halos de
inibicdo obtidos, em cada estirpe, para cada extrato vegetal, foram medidos em
milimetros e as estirpes foram classificadas de acordo com Ostrosky et al. (2008) como:
sensivel (S), em que o didmetro do halo de inibi¢cdo € maior, igual ou ndo inferior a
3mm comparativamente ao controlo positivo; intermedia (1), halo maior que 2mm, mas
inferior a 3mm em relacdo ao controlo positivo; ou resistente (R), diametro do halo é

igual ou menor que 2mm.

2.5.4 Avaliacdo qualitativa da atividade antibacteriana em meio liquido

A avaliacdo qualitativa da atividade antibacteriana foi realizada através do método de
microdilui¢gdo em meio liquido. Este consiste em utilizar microplacas esterilizadas de 96
pocos com fundo redondo. Em cada poco foi aplicado 90 ul de meio M-H e adicionado
10 ul de extrato vegetal (20mg/ml) nos primeiros pocos das microplacas, como mostra a
figura 16, tendo sido feita uma diluicdo de 1:2 nos pocos subsequentes. De seguida
todos os pocos foram inoculados com 50ul de suspensdo da bactéria correspondente,
numa concentracdo de 10° unidades formadoras de colénias (UFC), ficando cada poco

com um volume total de 100pl.

Assim, uma vez que a concentragdo inicial foi de 1mg/ml do extrato, nos pogos
seguintes teremos as seguintes concentragdes: 0,5mg/ml; 0,25mg/ml; 0,125mg/ml;
0,0625mg/ml; 0,0312mg/ml; 0,0156mg/ml e 0,008mg/ml.
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Ainda, foram incluidos dois controlos negativos, em duplicado, contendo 50ul de
suspensdo bacteriana e 50 pl de antibiotico (ampicilina), e como controlo positivo com

50 pl de suspensao bacteriana e 50 pl de meio M-H.

Este ensaio foi feito com as cinco estirpes bacterianas ja referidas anteriormente no
ponto 2.5.1.. O ensaio foi feito em triplicado para cada extrato vegetal extraido em

metanol.

As microplacas de seguida foram incubadas a 37°C durante aproximadamente 20h. Ao
fim deste tempo, foi realizada a leitura a 625nm no espetrofotometro das microplacas.
De seguida foi aplicado em cada poco 5 pl de uma solucdo de 0,01ug/pl de resazurina
diluida de 1:10 em H,O estéril. As microplacas foram novamente incubadas a 37°C
durante 3h, sendo lidas de hora-a-hora nas absorvancias a 570nm e 625nm e

determinado a CMI.
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Figura 16 - Demonstracdo da aplicacdo das amostras na microplaca (imagem adaptada de Silva, 2014)

2.6 Avaliacdo da atividade dos extratos vegetais em células animais

2.6.1 Linhagem celular

As linhas celulares utilizadas neste ensaio foram: 3T3 nédo tumorais (oferta da AIDS
Reagent, USA) e células Vero (oferta do Grupo de Virologia do Laboratério Nacional

de Investigacdo Veterinarias).
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2.6.2 Avaliacdo da viabilidade celular

O ensaio foi realizado de acordo com Jin et al. (2009) e Nemati et al. (2013) com
modificacdes. Este teste foi realizado apenas com 0s extratos vegetais extraidos com o
solvente metanol. Cada ensaio foi realizado em triplicado. Numa microplaca de 96
pogos para cultura de células, foram colocadas 100pl de células numa concentracdo de
1x10°cél./ml por pogo, em meio DME com 5% soro fetal. As placas foram incubadas a
37°C durante 24h, em atmosfera controlada de 5% de CO,. Apos 24h, foi adicionado
em cada poco 50ul de meio DME com 5% de soro fetal. Cada extrato foi diluido em
meio DME com 5% de soro fetal. Adicionou-se 150ul do extrato diluido (Img/ml) nos
primeiros pocos, procedendo de seguida a dilui¢Oes seriadas de 1/2. Como controlo
negativo, incluiram-se controlos com 5% de DMSO em meio de cultura e apenas com

meio de cultura e células, sem extrato.

As placas foram a incubar a 37°C numa atmosfera controlada de 5% de CO2, durante
72h. Ao fim deste tempo, foi removido todo o meio de cultura das placas e foi
preparada uma solugédo stock de MTT na concentracdo de 0,5mg/ml em tampdo fosfato-
salino (PBS), adicionando 100ul desta solucdo em cada poco de forma a testar a

proliferacdo celular.

A placa foi novamente incubada a 37°C a 5% CO, durante 3horas. Findo esse periodo a
solucdo (PBS+MTT) foi removida e adicionado de seguida 100ul de uma solucdo de
100mM acido cloridrico (HCI) em isopropanol absoluto para solubilizar os cristais
formados durante a reacdo do MTT. Ap6s homogeneiza¢do da solucdo em cada pogo, as
placas foram lidas num leitor de microplacas a densidade dptica (DO) de 570nm e a
650nm como referéncia. A densidade Optica celular para cada amostra foi calculada
através da formula: DOs7onm-DOgsonm (Lappalainen et al., 1994; Khattak et al., 2006), de
forma a ter uma absorvancia corrigida que podera ser relacionada a concentragcdo. De

seguida, calculou-se a taxa de sobrevivéncia das células da seguinte forma:
Taxa de SObreVlV@nCla (%): [(AbSamostra'AbSbranco)/(AbScontrolo'AbSbranco)] X100
Onde,

ADbSamestra - Absorvancia da amostra (extrato em teste)
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ADbSpranco - Absorvancia do branco (meio DME)
ADbscontrolo - Absorvancia do controlo (linha celular em teste)

A férmula anterior é util de forma a percentagem de inibicdo dos extratos contra as

linhas celulares em estudo, assim aplica-se a seguinte formula:
% células inibidas = 100 - % taxa de sobrevivéncia das células

Assim, os efeitos dos extratos sdo determinados através do indice de citotoxicidade

(ICs0), que significa a concentracdo do extrato que inibe a 50% do crescimento celular.

2.7 Avaliacdo dos extratos vegetais no Toxoplasma gondii

Neste teste foi utilizado T. gondii, estirpe RH (oferta da AIDS Reagent, USA).

O ensaio foi realizado de acordo com Jin et al. (2009) com modifica¢des. O parasita T.
gondii foi cultivado em células Vero em meio DME com 0,2% de soro fetal, purificado
em tubos Percoll a 40%, apos centrifugacdo a 1800 rpm durante 15 minutos. T. gondii
foi recolhido através de uma seringa e agulha do tubo Percoll e colocado num novo tubo
Percoll, em que foi lavado com PBS (pH=7.4) para ser novamente centrifugado a 1800
rpm durante 15minutos. Depois de centrifugado, removeu-se o sobrenadante ficando o
precipitado adicionando-se a este meio DME sem vermelho de fenol com 1% soro fetal.
Apo6s suspensdo, foi determinado o numero de taquizoitos num hemocitometro e
calculada a concentracao celular, diluindo com meio DME sem vermelho de fenol com

1% soro fetal, para 1x10°células/ml.

Em paralelo, foram feitas cultura de células Vero para avaliar a citotoxicidade. Em
microplacas de 96 pocos, foram colocadas 100ul de células Vero e ap6s 24 horas as
células foram infetadas com 45ul de estirpe RH de T. gondii, na concentracdo indicada
anteriormente, incubando a 37°C a 5% de CO, durante 24h. De seguida, as células
foram expostas aos extratos vegetais (5ul) na concentragdo de 1mg/ml nos primeiros
pogos. Apenas a primeira linha de cada placa continha 200l de células de forma a fazer

diluicdes 1:2 do extrato vegetal nos pogos subsequentes.
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Foram utilizados dois tipos de controlo negativo, um com apenas meio de cultura e o
outro com antibiotico, aplicando 5ul de antibidtico (Trimetoprim 15mg/mi
/sulfometaxonol 2mg/ml) em 45ul de T. gondii. Os controlos positivos foram: um
constituido apenas por 50ul de T. gondii e outro controlo constituido por 5ul de DMSO

em 45ul de T. gondii.

De seguida, a placa foi a incubar a 37°C em atmosfera controlada 5% CO, durante 18h.
Apos este periodo a placa foi a centrifugar 200 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante
foi retirado e adicionou-se 10ul de solucao corante XTT/PMS (5mg/ml de sal tetrazélio
(XTT) diluido em 5ml de PBS com 20pl de metossulfato de fenazina (PMS)). A placa
voltou a ser incubada nas mesmas condicOes anteriores e ao fim de 2horas foi feita a
leitura no espectrofotometro nas absorvancias de 570nm e 650nm. Em cada extrato
testado o ensaio foi feito em triplicado. A diferenca de absorvancias obtidas foi
diretamente proporcional ao nimero de celulas vidveis em cada pogo. Os valores das
absorvancias obtidas nos pogos com extratos e nos pogos sem extrato (apenas T. gondii)

foram usados para determinar a percentagem (%) de viabilidade celular.
A taxa de sobrevivéncia de células é calculada da seguinte forma:

TaXB. de SObreViVénCia (%): [(AbSamostra'AbSbranco)/(AbScontro|o'AbSbranco)] X].OO

2.8 Analise de dados

A andlise de dados foi feita no programa Excel em que os dados correspondem a média
de trés repeticdes (n=3). Todos os ensaios foram realizados em triplicado, com excegéo
do ensaio qualitativo pelo método de difusdo em agar em que foi realizado apenas um

Unico teste.
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3 Resultados

3.1 Obtencao da biblioteca de extratos
Apds a secagem completa dos extratos foi determinando o peso do extrato seco e

calculado o rendimento total do mesmo obtendo assim os resultados demonstrados na

Tabela 4:

Tabela 4 - Rendimento do extrato vegetal apds extracdo com metanol

i Pext Ci Vbwmso Rext
amostra (9) (mg/ml) (u) (%)
1 0,0427 21,35 936,8ul C; + 63,2 ul DMSO 21,3

7 0,2000 100 200 pl C;+800 ul DMSO 100,0

8 0,0609 30,45 656,8 ul C; + 343,2 ul DMSO 30,4

13 0,1044 52,2 383,1 ul C; + 616,9 ul DMSO 50,0
10 0,0529 26,45 756,1 ul C; + 243,9 ul DMSO 26,4
17Fo 0,1999 99,95 200,1 ul C; + 799,9 ul DMSO 99,9
17Ra 0,0676 33,8 591,7 ul C; +408,3 ul DMSO 33,8
22 0,1279 63,95 312,7 ul C; + 687,3 ul DMSO 63,9
23 0,0402 20,1 995,0 pl C; + 5 pl DMSO 20,1
24 0,1025 51,25 390,2 ul C; +609,8 pl DMSO 51,2
27 0,0954 47,7 419,3 pl C; + 580,7 ul DMSO 47,7
35 0,0448 22,4 892,9 ul C; + 107,1 ul DMSO 22,4
5/19 0,0977 48,85 409,4 ul C; +590,6 pl DMSO 48,8
6/29 0,1998 99,9 200,2 ul C; + 799,8 ul DMSO 99,9
15/37 0,0611 30,55 654,7 pl C; + 345,3 ul DMSO 30,5
26/32 0,0686 34,3 583,1 ul C; + 416,9 ul DMSO 34,3
33/28/34 | 0,0978 48,9 409 ul C; + 591 pl DMSO 48,9
2292 0,1097 54,85 364,6 ul C; + 635,4 ul DMSO 54,8
2303Rz | 0,0234 | = ------- 1170 pul DMSO 11,7
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(continuacédo da tabela anterior)

N©° Pext Ci Vbwmso Rext
amostra (9) (mg/ml) (u) (%)
2303Fo0 0,0231 | = ------- 1155 yl DMSO 11,5
2349Ca | 0,0115 |  ------- 575 pl DMSO 5,7
2349Fo0 0,0409 20,45 978 ul C; +22 ul DMSO 20,4
2356Rz 0,1114 55,7 359,1 ul C; + 640,9 pl DMSO 55,7
2372Ca 0,0258 | - 1290 ul DMSO 12,9
2372Fo0 0,1061 53,1 376,6 ul C; + 623,4 ul DMSO 53,0
2372Rz 0,1004 50,2 398,4 ul C; + 601,6 ul DMSO 50,2
2399Fo 0,0961 48,05 416,2 ul C; + 583,8 ul DMSO 48,0
2400Fo 0,0874 43,7 457,7 ul C; + 542,3 ul DMSO 43,7
2404Fo 0,1080 54 370,4 ul C; + 629,6 pl DMSO 54,0

*Peyt - Peso do extrato em gramas (g); C; - concentracdo inicial do extrato em mg/ml apés adi¢do de 2ml

de DMSO; Vpumso - Volume de DMSO em pl adicionado para obter uma concentragdo de 20mg/ml; Rey; -

Rendimento do extrato em percentagem (%); n.d. - ndo detetavel.

E de referir que alguns extratos tiveram um rendimento de 100% ou aproximadamente

100%, o que ¢ indicativo de um teor quase nulo de agua, havendo assim menor perda do

principio ativo.

De seguida adicionou-se aos extratos secos das plantas um volume de DMSO de acordo

com o descrito no ponto 2.2. para a concentracdo de 20mg/ml (tabela 4), obtendo-se

assim a biblioteca de extratos puros (Figura 17).
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Figura 17 - Biblioteca de extratos obtidos da Guine Bissau descritos na tabela das plantas

No fracionamento das amostras extraidas em metanol, foi utilizada resina Diaion HP-20
(Figura 18). Apos a lavagem com as 10 solucBes para fracionamento dos extratos
(Figura 19), estas também foram guardadas em tubos de congelacdo de propileno
criando assim a biblioteca de extratos fracionados de concentragdo 0,4mge/ul (Figura
19).

Figura 18 - Processo de extracdo com solventes organicos através da resina Diaion HP-20
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a) b)
Figura 19 - a) Biblioteca de extratos fracionados. b) Alguns dos extratos fraccionados: F4, F5, F6, F7,
F8, F9 e F10.

3.2 Analise do ensaio qualitativo dos extratos vegetais em bactérias

Neste ensaio, foram testados todos os extratos realizados com metanol nas cinco
bactérias (Gram positivas e Gram negativas). O resultado dos halos de inibi¢cdo quando
testados com alguns extratos puros, amostras 2303Rz e 2356Rz contra a bactéria S.
aureus pode ser observado na Figura 20 (1), e os controlos: positivo (Ampicilina) e

negativo (DMSO) podem ser observados na Figura 20 (2).

Figura 20 - Exemplo de halos de inibicdo da placa inoculada com S. aureus:1) Halo de inibicdo dos

extratos em metanol; 2) Halo de inibicdo do Controlo positivo e negativo
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Também foram testados os extratos fracionados partindo da concentracdo de 0,4mge/pl,
isto é, a concentracdo final em cada poco foi de 1,6mge/ul, da Fracdo 4 a Fragéo 10,
com os solventes acetona, cloroférmio, éter, isopropanol e metanol. Alguns exemplos
do resultado do halo de inibicdo quando testados com alguns extratos fracionados, F5
até F9 da amostra 2303Rz contra a bactéria B. cereus (1), F4 da amostra 2303Fo contra
a bactéria P. aeruginosa (2), F4 da amostra 17 Rz contra a bactéria E. faecalis (3) e F4

da amostra 2372Fo contra a bactéria E. coli (4) podem ser observados na Figura 21.

Figura 21 - Exemplo de halos de inibi¢do da placa inoculada com B. cereus pelo extrato da raiz da planta
Zanthoxylum leprieuri (1) e P. aeruginosa pelo extrato da folha da planta Zanthoxylum leprieuri (2), E.
faecalis pelo extrato do ramo da planta Abrus precatorius (3) e E. coli pelo extrato da folha da planta

Sarcocephalus latifolius(4).

Com base na observacdo e medicao de inibicdo de halos bacterianos (Anexo 1, Tabela
8) a estirpe bacteriana pode ser definida como: sensivel (S), intermédia (I) ouresistente
(R), comparando o didmetro de inibicdo com os didmetros criticos estabelecidos pelo
controlo positivo, segundo a classificacdo feita por Ostrosky (2008). Assim, com a
aplicacdo desta classificacdo das estirpes bacterianas quando em contacto com extratos
totais em metanol e extratos fracionados (Tabela 5), o extrato que provocou inibigdo nas
cinco estirpes bacterianas foi nomeadamente o extrato F4 (100% isopropanol) das
seguintes plantas: Cassytha filiformis (ramo) n°10, Abrus precatorius (ramo) n°17Ra,
Abrus precatorius (raiz) n°2356Rz, Allophylus africans (folha) n°26/32, Zanthoxylum
leprieuri (folha) n°2303Rz, Diospyros heudelotii (folha) n°2349Fo, Sarcocephalus
latifolius (folha) n°2372Fo, Sorindeia juglandifolia (folha) n°2399Fo e Guiera

senegalensis (folha) n°2400Fo.
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Tabela 5 - Classificacdo da estirpe bacteriana na presenca de extratos em metanol e extratos fraccionados

Estirpe bacteriana

Espécie/
Parte
utilizada
da planta/
nO
amostra

Extragéo

B. cereus
ATCC
11778

E. coli
ATCC
29922

E. faecalis
ATCC
25912

P.
aeruginosa
ATCC
27853

S. aureus
ATCC
25923

Ficus polita (folha) n°1

Metanol

F4

F5

F6

F7

F8

F9

Z

F10

Psychotrya peduncularis (folha) n°7

Metanol

F4

F5

F6

F7

F8

F9

zZ

F10

Combretum micratum (folha) n°8

Metanol

F4

F5

F6

Fr7

F8

F9

zZ

F10

Stophanthus sarmentosus (ramo) n°13

Metanol

F4

F5

F6

F7

F8

F9

=z

F10
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Espécie/
Parte
utilizada
da planta/
nO

Extragéo

Estirpe bacteriana

B. cereus
ATCC
11778

E. coli
ATCC
29922

E. faecalis
ATCC
25912

P.
aeruginosa
ATCC
27853

S. aureus
ATCC
25923

amostra

F7

F8

F9

F10
Metanol
F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10
Metanol
F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10 R R R R
N.T. - Ndo Testado; R - Resistente; | - Intermédia; S - Sensivel

Sorindeia
juglandifolia
(folha) n°2399Fo0

Guiera senegalensis (folha) n°2400Fo

|0 |0V |0 |— — 0|0 |0 |0 0V |— W WL O|D0|0 |0 0
X |XW |20 |00 |0 0|0 |0|0 0|00 | — 0|0 |0 |00
X |0 |0 |00 |— 0|0 |0|0 0|00 | — | O|0 |0 |00
X |0 |0 |00 |— 0|0 |0|0 0|00 |— 0|0 |0 |00

Zanthoxylum zanthoxyloides (folha)
n°2404Fo

/0O [ ——|——|D|O (DD —|—|— | —|X|O 0D —

3.3 Analise da composicao em polifenois dos extratos vegetais

Neste ensaio, 0 objetivo era determinar a quantidade de composto fendlico equivalente a
propilgalato presente nos extratos puros das amostras de plantas de acordo com a tabela
1.

O reagente Folin-Ciocalteau, quando na presenca de compostos fenodlicos reage,
mudando a sua cor de amarelo para azul. Quanto mais intensa for a cor azul, maior é a
quantidade de compostos fenolicos, ou seja, maior quantidade de substancias redutoras

existe, logo maior atividade antioxidante.
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Figura 22 - Microplaca com a reacdo dos extratos ao reagente Folin-Ciocalteau.

No entanto, como surgiram algumas duvidas em certas amostras com dilui¢fes de 1:2,
que apresentavam uma cor praticamente homogénea, p.ex. 2303Fo, 2303Rz e a 2349Ca
(Figura 22), procedeu-se a diluigdes de 1:10 da amostra de extrato vegetal (Anexo 2,

Tabela 9) de forma a perceber se houve erro de leitura nas diluicdes feitas de 1:2.

Neste ensaio, o padrdo usado como composto fendlico foi o propilgalato. A absorvancia
deste composto foi monitorizada durante duas horas, com leituras na primeira hora (1h)
e na segunda hora (2h) como podera ser observado no Anexo 2 (Figuras 31 e 32). No
entanto, havendo um ligeiro aumento de valores de absorvancia na segunda hora,
considerou-se a segunda hora (2h) em termos de resultados (Figura 23). A equacéo da
curva padrdo do propilgalato (PG) que foi de y = 0,0021x + 0,1023 e o coeficiente de
correlagdo de R? = 0,9907, onde X representa a concentracdo de polifendis equivalente a
propilgalato (MgEPG/g), y representa a absorvancia a 760nm e R’ representa 0
coeficiente de correlagdo. Assim, a partir do coeficiente de correlagdo poderemos dizer
se 0 método € linear para a gama de concentracdo estudada, isto é, se o coeficiente for

muito préximo do valor 1, o que é o caso (R = 0,99), entdo 0 método usado € linear.
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Recta de Calibragao de Propilgalato 2H

1,4
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0,8
0,6 y =0,0021x + 0,1023
0,4 R2 =0,9907

0,2

Absorvancia

0 100 200 300 400 500 600
Concentracgdo (pug/ml)

Figura 23 - Curva de calibracdo para determinar a concentracéo de polifendis (mgEPG/g)

Com base na equacéo da Figura 23, calculou-se a concentracdo em mg/g equivalentes a
propilgalato de sodio (EPG) e verificou-se através da Figura 24 que as amostras que
apresentaram maior concentracdo em polifendis totais foram a n°8: folha de
Combretum micratum e a n°2349Ca: casca de Diospyros heudelotii, ultrapassando
25000mg/g EPG nédo excendendo o limite maximo de 200mg/Kg (FAO, 2019). No
entanto, outras amostras de concentracdo acima de 1000mg/g EPG (Figura 24) foram:
n°7 (folhas de Psychotrya peduncularis), n°10 (ramos de Cassytha filiformis), n°17Fo
(folhas de Abrus precatorius), n°22 (folhas de Kaya senegalensis), n°23 (folhas de
Faidherbia albida), n°24 (folhas de Cnestis ferruginea), n°27 (folhas de Hymenocardia
acida), n°35 (folhas de Calyptrochilum christyanum), n°26/32 (folhas de Allophylus
africans), n°2356Rz (raizes de Abrus precatorius), n°2292 (raizes de Calyptrochilum
christyanum), n°2303Fo (folhas de Zanthoxylum leprieuri), n°2303Rz (raizes de
Zanthoxylum leprieuri), n°2372Ca (cascas de Sarcocephalus latifolius), n°2399Fo
(folhas de Sorindeia juglandifolia) e n°2400Fo (folhas de Guiera senengalensis). E de
notar que as amostras 2303Fo e 2303Rz, que correspondem a planta Zanthoxylum
leprieuri, apresentam elevada concentragdo em polifendis tanto na parte das folhas

como nas raizes, sendo contudo na raiz que existe a maior concentracdo de polifenadis.
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Teor de fendis do extratos

Concentracio de fendis (mgEPG/g)
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Figura 24 - Teor de fendis em mgEPG/g dos extratos em metanol das plantas da Guiné-Bissau apds 2h;
+SD

3.4 Andlise da reducéo da atividade do 6xido nitrico

A avaliacdo dos extratos puros como antioxidantes, extratos capazes de capturar e inibir
o radical livre - NO, foi feito pelo método de Griess utilizando o &cido ascérbico como
padrdo. A equacdo da curva padrdo de &cido ascorbico que foi de y = -13,643x + 2,107
e o coeficiente de correlacdo de R? = 0,9639 onde x representa a concentracio de acido
ascorbico (mg/ml), y representa a absorvancia a 546nm e R? representa o coeficiente de
correlagéo (Figura 25). Assim, a partir do coeficiente de correlacdo poderemos dizer se
0 método € linear para a gama de concentracdo estudada, isto €, se o coeficiente for
muito proximo do valor 1, o que é o caso (R = 0,98), entdo 0 método usado € linear.
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Este método foi utilizado para avaliar a atividade de 6xido nitrico nas amostras de
nitrico (Anexo 3 Tabela 10) e ainda o ICsy (Concentracdo Inibitdria a 50%), resultados

extratos puros, determinando a percentagem (%) da atividade de inibicdo do Oxido

aferidos em Anexo 3 - Tabela 11 e na Figura 26.
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Figura 26 - Avaliacdo de extratos como antioxidantes, capturando o radical NO; +SD
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De acordo com o grafico anterior, a amostra que possui maior capacidade de inibir o
NO acima de 50% é a amostra 2349Ca que corresponde a planta Diospyros heudelotii

sendo a casca a parte mais redutora de NO, com 0,2ug/ml de ICsy.

Ainda se verificou que as amostras 35 (extrato das folhas da planta Calyptrochilum
christyanum), 5/19 (extrato das folhas da planta Trichlia prieuriana subespécie
prieuriana), 6/29 (extrato das folhas da planta Margaritaria discoidea), 15/37 (extrato
das folhas da planta Ocimum gratissimum), 2303Fo (extrato das folhas da planta

Zanthoxylum leprieuri) sdo extratos ativadores.

3.5 Determinacdo da CMI para as cinco estirpes bacterianas

Neste ensaio, ap0s a aplicacdo da resazurina os resultados foram visualizados

macroscopicamente comparando os controlos com os extratos em teste, exemplo disso é

a Figura 27.
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Figura 27 - Reacdo dos extratos a bactéria S. aureus ap0s a aplicagdo da resazurina ao fim de 3 horas.

E de salientar que no controlo positivo (com antibidtico) ndo houve crescimento
bacteriano, no controlo negativo houve crescimento bacteriano e nos po¢gos com DMSO
também houve crescimento bacteriano refletindo assim que o volume "em dobro”
adicionado relativamente aos extratos ndo inibe as estirpes bacterianas usadas no ensaio.
Assim, um dos extratos que ressalta logo a vista por provocar inibi¢cdo bacteriana nas
cinco estirpes usadas é o extrato 2303Rz (Tabela 6), que corresponde a planta

Zanthoxylum leprieuri, sendo a parte da raiz a responsavel por esta inibicéo.
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Tabela 6 - Concentragcdo Minima Inibitoria dos extratos metandlicos frente a microrganismos padrao

CMI (apds aplicacdo da resazurina durante 3horas) (mg/ml)

zanthoxyloides

B. cereus E. coli E. faecalis | S. aureus P. aeruginosa
Espécie N° amostra | ATCC 11778 ATCC25922 | ATCC 29212 | ATCC 25923 | ATCC 27853
Ficus polita 1 - - >0,5 - >0,5
Psychotrya 7 - - >0,5 - >0,5
peduncularis
Combretum 8 - - >0,5 - >0,5
micratum
Cassytha filiformis 10 - - >0,5 - >0,5
Stophanthus 13 - - >0,5 - >0,5
sarmentosus
17Fo - - >0,5 - >0,5
Abrus precatorius 17Ra - - >0,5 - >0,5
2356Rz >0,25 - >0,5 >0,125 >0,5
Khaya 22 - - >0,5 - >0,5
senegalensis
Faidherbia albida 23 - - >0,5 - >0,5
Cnestis ferruginea 24 - - >0,5 - >0,5
Hymenocardia 27 >0,5 - >0,5 - >0,5
acida
Calyptrochilum 35 - - >0,5 - >0,5
christyanum 2292 - - >0,25 - >0,5
Trichilia - - >0,5 - >0,5
prieuriana
subespécie 5/19
prieuriana
Margaritaria 6/29 - - >0,5 - >0,5
discoidea
Ocimum 15/37 - - >0,5 - >0,5
gratissimum
Allophylus africans 26/32 >0,5 - >0,5 - >0,5
Leptadenia hastata 33/28/34 N.T. N.T. >0,25 - N.T.
Zanthoxylum 2303Rz >0,0625 >0,5 >0,5 >0,125 >0,5
leprieuri 2303Fo >0,5 >0,5 >0,5 >0,5 >0,5
Diospyros 2349Ca - - >0,5 - >0,5
heudelotii 2349Fo - - >0,65 - >0,5
2372Ca - - >0,5 - >0,5
Sarcocephalus 2372Fo - - >0,5 - >0,5
latifolius 2372Rz - - >0,5 - >0,5
Sorindeia 2399Fo - - >0,5 - >0,5
juglandifolia
Guiera 2400Fo >0,5 - >0,125 >0,5 >0,5
senegalensis
Zanthoxylum 2404Fo >0,5 - >0,25 - >0,5

C+; C-; DMSO; N.T. - N&o Testado; (-) - N&o inibiu
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3.6 Atividade dos extratos vegetais em células animais

Com base no procedimento efetuado, o teste MTT foi importante para determinar a
percentagem de inibicdo do extrato contra as células e determinar o ICs. Os resultados
para a todos os extratos em teste, de concentracdo inicial de 1mg/ml, tem a
particularidade de inibir as células VERO no minimo a 86% (Anexo 4 Tabela 12).
Assim, procedeu-se a sucessivas diluices (Anexo 4, Tabela 12) de forma a encontrar a
concentracdo de extrato que inibe 50% o crescimento celular (ICsp), representada na

figura 28.

Tabela 7 - Concentragcdo em mg/ml de extrato capaz de inibir as células VERO e 3T3 (IC50)

Espécie N° Amostra IC5, VERO 1C5, 3T3
Ficus polita 1 0,69 1,2
Psychotrya peduncularis 7 0,75 0,59
Combretum micratum 8 0,81 0,71
Cassytha filiformis 10 0,67 0,98
Stophanthus sarmentosus 13 0,62 0,47
17Fo 0,64 0,55
) 17Ra 0,6 0,18
Abrus precatorius

2356Rz 0,56 0,47
Khaya senegalensis 22 0,68 7,8
Faidherbia albida 23 0,24 0,39
Chnestis ferruginea 24 0,62 0,53
Hymenocardia acida 27 0,71 0,63

35 0,73 <0,125

Calyptrochilum christyanum
2292 0,72 0,56
Trichilia prieuriana subespécie
5/19 0,66 <0,125

prieuriana
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(Continuacdo da tabela anterior)

Espécie N° Amostra IC5 VERO IC5, 3T3

Margaritaria discoidea 6/29 0,57 <0,125

Ocimum gratissimum 15/37 0,66 <0,125
Allophylus africans 26/32 0,74 0,45
2303Fo 0,43 0,49

Zanthoxylum leprieuri 2303Rz 0,29 <0125
2349Ca <0,125 0,8
Diospyros heudelotii 2349F0 0.7 29
2372Ca 0,66 1,8

Sarcocephalus latifolius 2372Fo 0,63 <0125
2372Rz 0,65 0,66
Sorindeia juglandifolia 2399F0 0,66 2,4
Guiera senegalensis 2400Fo 0,7 0,56
Zanthoxylum zanthoxyloides 2404Fo 0,68 53

Os extratos contra as células 3T3 face as células VERO demonstraram grande

variabilidade no seu I1Csy (Anexo 4, Tabela 13), fazendo com que se optasse por usar

apenas as células VERO na actividade com toxoplasma.

3.7 Acdao dos extratos vegetais em Toxoplasma gondii

A partir da leitura das placas a 570 e 625nm, foi determinada a densidade oOtica celular

das celulas viaveis através da subtracdo da DO570nm a DO625nm, de forma a ter uma

absorvancia corrigida.

71



RESULTADOS

Com base nos valores de absorvancia, procedeu-se ao calculo da percentagem de células
VERO viaveis perante os extratos. Os controlos usados foram dois: controlo positivo -
pocos com células VERO mas sem extrato que correspondiam a 100%, e controlo
negativo - pogos com células mas com adi¢do de Antibidtico nas mesmas concentracoes
que os extratos. Os resultados obtidos para as amostras extraidas com metanol estdo
apresentados na figura 28.

Viabilidade das células VERO
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10

Viabilidade celular (%)

DMSO
Antibiético
Controlo

Concentracéo
(mg/ml):
m0,25

Psychotrya peduncularis (7)
Combretum micratum (8)
Stophantus sarmentosus (13)
Faidherbia albida (23)
Cnestis ferruginea (24)
Hymenocardia acida (27)
Trichilia prieuriana (5/19)
Allophylus africans (26/32)
Abrus precatorius (2356Rz)

®0,125

Calyptrochilum christyanum (35)
Zanthoxylum leprieuri (2303F0)
Zanthoxylum leprieuri (2303Rz)

Diospyros heudelotii (2349Ca)

Sorindeia juglandifolia (2399Fo)

Guiera senengalensis (2400Fo)

10,0625

Calyptrochilum christyanum (2292)
Sarcocephalus latifolius (2372Rz)

Extratos de plantas da Guiné Bissau m0,03125

Figura 28 - Percentagem de células VERO viaveis apds exposicdo as amostras extraidas em metanol

Assim, 0 nosso controlo positivo correspondeu ao esperado, ou seja, as células VERO
estavam vidveis a 100%. Verificou-se ainda que o Antibiotico ndo inibiu as células
VERO no entanto inibiu as células parasitadas por T. gondii nas concentracfes 0,0625 e
0,03125mg/ml. Também se verificou que 0 DMSO n&o inibe as células VERO nem o
parasita T. gondii (Figura 29).
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Crescimento de T. gondii

Inibicao de T. gondii (%)
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Figura 29 — Percentagem de inibicdo de T. gondii apds exposi¢do as amostras extraidas em metanol.

No entanto, quando as células VERO foram expostas aos extratos, alguns demonstraram
inibicdo celular, nomeadamente as amostras 7, 23, 2303Fo, 2303Rz, 2349Ca e 2356Rz.
Destas amostras, a Unica que ndo teve 0 mesmo comportamento quando exposta ao
parasita T. gondii foi a amostra 7, apresentando um crescimento nos pocos de 100% de
T. gondii. Todas as amostras, a excecdo das referidas anteriormente demonstraram
atividade inibidora contra T. gondii (Figura 29).
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4 Discussao

4.1 Determinacao da suscetibilidade bacteriana aos extratos em meio
solido e liquido

Para as cinco estirpes de bactérias testadas procedeu-se a ensaios em meio sélido e em
meio liquido. Os ensaios em meio solido correspondem as sementeiras destes
microrganismos em meio M-H pela difusdo em agar com perfuracdo do meio solido, e
0s ensaios em meio liquido correspondem a determinacdo da CMI em meio M-H
liquido.

411 Em meio sélido

A partir deste método, usando 22 plantas da Guiné-Bissau originando 29 amostras, um
dos resultados que ressalta € o facto dos extratos, tanto puros como fraccionados, a
partir das folhas das plantas Ficus polita, Psychotrya peduncularis, Faidherbia albida e
Cnestis ferruginea e da casca da planta Diospyros heudelotii, ndo demonstrarem

qualquer tipo de inibi¢do nas bactérias usadas.

A atividade dos extratos foi comparada com um controlo negativo, o solvente DMSO
utilizado para diluicdo dos extratos, e um controlo positivo, o antibiético Ampicilina
utilizado nas cinco estirpes bacterianas (Santos, 2014). Assim, verificou-se que nas
cinco estirpes bacterianas o0 DMSO (controlo negativo) apresentava crescimento
bacteriano e o antibiotico Ampicilina produzia um halo de inibicdo no crescimento

bacteriano das cinco estirpes, demonstrando a sensibilidade do método de ensaio.

De acordo com a classificacdo de Ostrosky et al. (2008), foi possivel constatar que as

seguintes bactérias apresentaram diferente sensibilidades as fragOes testadas:

a) Bactéria B. cereus: apresentou-se sensivel & fracdo F4 dos ramos da espécie Abrus
precatorius e da espécie Cassytha filiformis, e as fracdes F5 e F6 da raiz Zanthoxylum

leprieuri.

b) Bactéria P. aeruginosa apresentou-se sensivel a fracdo F4 da folha Sarcocephalus

latifolius, da folha Zanthoxylum leprieuri e do ramo Abrus precatorius.
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c) Estirpes bacterianas S. aureus, E. faecalis e E. coli apresentaram apenas moderada
sensibilidade, classificando-as de moderadamente sensiveis, para as fracdes F4 do ramo
Cassytha filiformis e Abrus precatorius, da raiz Abrus precatorius, e das folhas de

Diospyros heudelotii.

d) Estirpe bacteriana S. aureus apresentou apenas moderada sensibilidade,
classificando-a de moderadamente sensivel, para a fragdo F4 da planta Sarcocephalus

latifolius.

e) Estirpe bacteriana E. faecalis, apresentou susceptibilidade moderada para a fracdo F4

dos ramos Abrus precatorius.

f) Estirpe bacteriana E. coli apresentou sensibilidade moderada a fraccdo F4 da folha de
Diospyros heudelotii, dos ramos de Abrus precatorius e Cassytha filiformis e da raiz de

Abrus precatorius.

Dos resultados acima descritos, pode-se concluir que a fracdo F4 eluida com 100%
isopropanol, de um em modo geral, apresenta uma maior capacidade de inibicdo do

crescimento bacteriano, sendo este facto comum a grande parte dos extratos testados.

Além do isopropanol existem outros solventes também bons na remocdo de lipidos,
como a conjugacao de cloroférmio com metanol. No entanto, ndo se mostraram tdo
eficazes na inibicdo das bactérias. Eventualmente, porque o isopropanol fez logo a

remoc¢do do composto bioldgico ativo.

Assim, seria interessante proceder ao fracionamento dos compostos destas plantas
através da técnica por HPLC de forma a identificar qual o composto biol6gico ativo na
fraccdo F4 (isopreno) das plantas que apresentam atividade antibacteriana para as

estirpes em estudo.

Embora na planta Zanthoxylum leprieuri (raiz), a fracdo F4 ndo tenha sido feita, o que
teria sido interessante para ver se apresentaria atividade antibacteriana eventualmente a
partir de um composto lipidico, no entanto foi a unica planta que mostrou inibicdo nas
bactérias Gram negativas, E. coli e P. aeruginosa, nos fracionamentos F7 até ao F10.
Sabendo que tanto o F7, F8 e F9 foram extraidos com cloroférmio a 100% ou tendo
50% desse solvente, e que o cloroférmio € muito usado para extragdo de alcaldides mas

também de lipidos, e o F10 extraidos com 100% éter que é usado para extracdo de
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lipidos, pode-se inferir que o0 que torna as bactérias suscetiveis ao extrato € talvez um
composto bioldgico ativo comum aos dois solventes. Assim, coloca-se a hipotese se 0
composto biolégico comum ser de origem lipidica, uma vez que os lipidos de um modo
geral séo solUveis em solventes apolares como o éter e o cloroférmio (Levitov et al.,
2013) e que a acdo conjunta de cloroféormio com o metanol origina um bom solvente

para extrair compostos lipidicos (Silva, 2014).

As plantas que demonstraram melhor acdo antibacteriana foram: Cassytha filiformis
(ramo), Diospyros heudelotii (folha), Abrus precatorius (ramo e raiz), Sorindeia
juglandifolia (folha), Guiera senegalensis (folha), Allophylus africans (folha),
Zanthoxylum leprieuri (folha) e Sarcocephalus latifolius (folha). Todas estas plantas
apresentaram acdo antibacteriana a partir dos extratos fraccionados F4 tendo a
capacidade de inibir todas as bactérias usadas neste estudo, independentemente de
serem Gram positivas ou Gram negativas, constatando que a constituicdo da parede
celular bacteriana, ou seja, os peptidoglicanos ndo sdo fator importante para a inibigéo
destas estirpes bacterianas. O mesmo se verifica na concentracdo de indculo, pois
usaram-se diferentes concentracdes de indculo bacteriano, a excecdo das bactérias B.
cereus e S. aureus com igual concentragdo (LMcF). Habitualmente a concentracdo de
inéculo é de 0,5McF, neste estudo as concentracdes conforme descrito no ponto 2.5.3.
(Tabela 3) foram bastante superiores, ndo deixando assim de ter halos de inibi¢do por

parte dos extratos em estudo.

Segundo Mamman e Isa (2013), o extrato metandlico das folhas de Guiera senegalensis
inibem as bactérias S. aureus e E. coli podendo ser utilizadas para tratamento de

infecOes provocadas por estas bactérias.

Combinando a técnica de fraccionamento, que tem a capacidade de concentrar os
principais compostos ativos através da separacdo de compostos organicos dos sais
inorganicos, com o solvente metanol, o qual tem a capacidade de extrair compostos
glicosideos, observou-se por comparagdo entre o extrato puro em metanol e o extrato
fraccionado F6 (100% metanol), que o extrato fraccionado F6 produzia um aumento da
inibicdo nas bactérias Gram positivas, com halos significativamente maiores,
relativamente as plantas Trichilia prieuriana subespécie prieuriana (folha), Abrus
precatorius (folha), Margarita discodeia (folha) e Hymenocardia acida (folha). Assim,

mostrando que o fracionamento é mais favoravel a inibi¢do bacteriana.
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4.1.2 Em meio liquido

As bactérias E. faecalis e P. aeruginosa apresentaram sensibilidade a todas as plantas

em estudo extraidas por metanol, numa concentracdo de 0,5mg/ml.

A planta Zanthoxylum leprieuri mostrou ser bactericida para as cinco estirpes usadas,
salientando que a parte da raiz (2303Rz) da planta € mais ativa que a parte das folhas
(2303F0). As concentragcbes minimas inibitérias na amostra 2303Rz oscilam, sendo
nalgumas estirpes mais baixas que noutras, enquanto que na amostra 2303Fo o CMI é

>0,5 mg/ml em todas as estirpes bacterianas usadas.

Outras duas plantas que demonstraram ser mais ativas, com excecao para a bactéria E.
coli, foram a parte da raiz da planta Abrus precatorius (2356Rz) e as folhas da planta
Guiera senegalensis (2400Fo0). Para comparar o ensaio realizado em meio liquido com o
realizado em meio solido, seria necessario desenvolver novos testes, mantendo em

ambos as mesmas concentracdes o que nao foi possivel no presente trabalho.

4.2 Composicao dos extratos vegetais testados em polifenois e 6xido
nitrico

A gquantificacdo dos fendlicos totais nos extratos de plantas da Guiné-Bissau através do
método de Folin-Ciocalteu revelou uma gama de aproximadamente 353,1 a 28590mg/g

equivalente ao propilgalato na concentracado inicial de 1mg/ml de extrato puro.

Os extratos com maior concentracdo de polifendis, acima de 2000mgEPG/g, foram:
Cassytha filiformis (10), Abrus precatorius (2356Rz), Khaya senegalensis (22),
Faidherbia albida (23), Hymenocardia acida (27), Zanthoxylum leprieuri (2303Fo,
2303Rz), Sarcocephalus latifolius (2372Ca), Sorindeia juglandifolia (2399Fo), Guiera
senegalensis (2400Fo), sobressaindo acima de 25000mgEPG/g os extratos por ordem

crescente Combretum micratum (8) e Diospyros heudelotii (2349Ca).

Segundo Touré e colaboradores (2011), os polifenois das folhas da planta Combretum
micratum dominantes sdo &cido galico, tri-hidrato de rutina, catequina e acido benzoico.

Também noutros estudos constatou-se que o extrato metandlico das folhas de
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Combretum micratum apresentavam atividade antiviral in vitro (Ferrea et al., 1993) e

também anti-inflamatoria (Olajide et al., 2003).

De diferentes espécies do género Diospyros da familia Ebenaceae foram isolados
fitoqguimicos nomeadamente polifendis, terpendides, taninos, hidrocarbonetos e lipidos,
entre outros (Rauf et al., 2017). Este género Diospyros, através de varios testes in vitro,
in vivo e clinicos, demonstrou atividade bioldgica, antioxidante, anti-inflamatdria, anti-
bacteriana, anti-helmintica, inibidora de enzimas, entre outras. No entanto, quanto a
espécie por nos estudada Diospyros heudelotii, ainda ndo existem estudos descritos
sobre 0s seus constituintes fitoquimicos e a(s) sua(s) actividade(s) biolégica(s). Assim,
foi verificado por n6s que esta espécie Diospyros heudelotii era também rica em
compostos polifendlicos. Apds isto, seria interessante, no futuro poder isolar-se e
estudar-se 0s seus componentes mais ao pormenor de modo a demonstrar a sua eficacia
e quem sabe testar os seus poderes na prevencdo do cancro, doencas inflamatdrias e
cardiovasculares. Atualmente, os investigadores sdo aconselhados a pesquisar plantas
ricas em polifendis pois através de diferentes estudos tem se verificado eficacia
anticancerigena em produtos de origem vegetal contendo elevados niveis de polifendis
ou outros antioxidantes, de forma a descobrir novos farmacos anticancerigenos (Oyenihi
& Smith, 2019).

De todas as amostras testadas, foi a amostra 2349Ca referente a planta Diospyros
heudelotii extraida em metanol que demonstrou ser capaz de inibir a formacao de nitrito
com maior eficacia a 50%, a partir de uma solucdo de nitroprussiato de sodio. Diversos
estudos, ja demonstraram que 0 excesso de NO pode estar na origem e no
desenvolvimento de diversas patologias (Yang et al., 2010; Tataranno et al., 2015),
nomeadamente de encefalite grave provocada pelo T. gondii. De acordo com varios
estudos, o0 excesso de NO exdgeno estimula a saida precoce do parasita T. gondii dos
macrofagos peritoneais infetados, sendo importante limitar a carga parasitaria e a
formacgéo de quistos (Roitt et al., 2003; Dincel & Atmaca, 2015; Yan et al., 2015).
Desta forma, extratos que sejam capazes de capturar o NO podem ser Uteis como
alternativa na prevencdo, atraso ou terapia de doencas por stress oxidativo. Estes
extratos podem ser utilizados como novos antioxidantes naturais ou entdo no

desenvolvimento de novos farmacos.
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4.3 Ensaio de citotoxicidade em células animais

As células animais ndo tumorais (células VERO e 3T3) foram testadas de modo a
verificar a sua viabilidade ap0s exposicdo aos extratos das plantas extraidas em metanol.
Em geral, verificou-se que os extratos inibem as ceélulas ndo tumorais mostrando serem
toxicos para as mesmas. No entanto, aquele que apresenta um ICsy mais baixo em
simultaneo e em ambas as células (VERO e 3T3) é a amostra 2303Rz pertencente a
espécie de planta Zanthoxylum leprieuri. Contudo talvez fosse necessario investigar
também a reacdo a células tumorais tais como, HelLa (células tumorais da cervical
uterina), HepG2 (células tumorais do figado humano) e ainda BeWo (células
trofoblésticas do coriocarcionoma humano) (Franco et al., 2011), expostas a estes
extratos de modo a determinar o LCsg e determinar o index relativamente as células ndo
tumorais (Zirihi et al., 2005; Silva, 2014).

De acordo com Misra et al. (2013), foram identificados compostos como citronelol e
geraniol no 6leo essencial Zanthoxylum zanthoxyloides e E-B-ocimeno, 7,8-
dimetoxicumarina e &cido sinapico no extrato metandlico de Zanthoxylum leprieuri
isolados a partir da fruta de ambas as plantas que exibem atividades antimicrobianas e

antineoplasicas moderadas.

4.4 Atividade anti -Toxoplasma gondii

Atualmente, existe uma grande necessidade de encontrar novos farmacos para o
tratamento de doencas negligenciadas, nomeadamente a toxoplasmose, uma vez que 0s
farmacos utilizados apresentam algumas limitacbes como baixa eficicia e alta
toxicidade (Mancini et al., 2012; Kavitha et al., 2012). Por outro lado, os farmacos
existentes apenas atuam contra a forma de taquizoito do toxoplasma, sendo as infecoes
por T. gondii normalmente assintomaticas quer na fase aguda, quer na fase cronica que
permanece para o resto da vida do hospedeiro infetado (Silva, 2014; Blume & Seeber,
2018).

Neste estudo, interessava verificar se alguma das plantas da Guiné-Bissau apresentava

atividade anti-T. gondii. Deste modo, procedeu-se a extracdo das plantas por metanol e
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verificou-se que os extratos das espécies Zanthoxylum leprieuri (folha, amostra 2303F0)
e Abrus precatorius (raiz, amostra 2356Rz) ndo inibiam T. gondii na concentracdo
0,25mg/ml. As espécies Faidherbia albida (folha, amostra 23) e Zanthoxylum leprieuri
(raiz, amostra 2303Rz) ndo inibiam T. gondii da concentracdo mais alta 0,25 até a
0,0625mg/ml.

Na bibliografia mais recente tém surgido uma série de estudos que recaem sobre 0
género Zanthoxylum. De acordo, com Goodman et al. (2016), o género Zanthoxylum
tem sido alvo de investigacdo para identificar novos compostos com atividade anti-
parasitaria e para validar o uso medicinal, nomeadamente no extrato da casca da espécie
Zanthoxylum heitzii identificaram trés compostos com atividade antiparasitaria. J& Adia
et al. (2016), relata outra espécie Zanthoxylum chalybeum como tendo um composto
que contribui para a atividade contra Plasmodium falciparum. Os investigadores Yadav
e Tangpu (2009), relatam que as folhas de Zanthoxylum rhetsa possuem propriedades
anti-Cestodes (helmintas). Mas foi Misra et al. (2013), que identificaram alguns
compostos nos extratos das frutas das espécies Zanthoxylum zanthoxyloides e
Zanthoxylum leprieurii com atividades antimicrobianas e antineoplésicas moderadas.
Quanto a espécie Abrus precatorius, Limmatvapirat et al. (2004), afirma que esta
espécie exibe atividades antituberculares, antiplasmodiais e citotdxicas, atividades
antivirais e citotoxicas moderadas.

De acordo com os investigadores, Hata e seus colegas (2014), a espécie Abrus
precatorius ssp. africanus tem elevada atividade antitripanossomal contra
Triponossoma brucei rhodesiense (100%) e ainda atividade antiplasmddica contra
Plasmodium falciparum (98%), e com menor percentagem mas ainda com capacidade
de inibicdo para Leishmania donovani (76%), ou seja, elevada atividade antiparasitaria.
Quanto a espécie Faidherbia albida (amostra 23), os estudos que existem sdo
maioritariamente etnoboténicos e ndo foram encontrados estudos relacionados com
atividade antimicrobiana e antineoplésica. No entanto, ja existem alguns estudos que
sugerem que esta espécie possue atividade antiparasitaria. Salawu e seus colegas (2010),
sugerem que o extrato etandlico da casca do caule de Faidherbia albida possui efeitos
antimalaricos. Também Tijani et al. (2009), sugerem que o extrato hidroalcoolico de
Faidherbia albida tem atividade tripanostatica contra Trypanossoma brucei brucei.
Contudo, também Silva (2014), verificou que o extrato metandlico desta planta inibia o
crescimento celular das células VERO parasitadas por T. gondii .
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Porém, a espécie que teve menor capacidade de inibir o parasita T. gondii nas quatro
concentracdes testadas (0,25 até a 0,03125mg/ml) foi a espécie Diospyros heudelotii
(casca, amostra 2349Ca). Para esta espécie Diospyros heudelotii ndo se encontra ainda
nada relatado sobre a sua atividade antiparasitaria. Segundo, Ganapaty et al. (2006),
alguns compostos da raizes de Diospyros assimilis foram isolados e apresentaram
atividade antiprotozoaria contra os géneros Leishmania e Trypanosoma. Olasehinde et
al. (2014), também referiram que o extrato etandlico da folha Diospyros monbuttensis
inibia o parasita Plasmodium falciparum com bom potencial antimalérico. Saini et al.
(2015), relatam que o extrato da casca do caule de Diospyros perigrena induz apoptose
em diferentes estddios do ciclo de vida de Setaria cervi, induzindo a atividade

antifilarial.
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5 Conclusao

Este trabalho constituiu um ponto de partida para dar a conhecer possiveis plantas
promissoras para o0 desenvolvimento de farmacos, sejam eles antibacterianos,

antiparasitarios ou quimiopreventivos.

Das 22 plantas testadas, as espécies que demonstraram melhor acdo antibacteriana
foram: Cassytha filiformis (ramo), Diospyros heudelotii (folha), Abrus precatorius
(ramo e raiz), Sorindeia juglandifolia (folha), Guiera senegalensis (folha), Allophylus
africans (folha), Zanthoxylum leprieuri (folha) e Sarcocephalus latifolius (folha).
Depois do extrato ser fracionado, observou-se um aumento da atividade antibacteriana
para as fragbes F4 e F6. Com base na utilizagdo das solugdes usadas neste estudo,
comprovou-se que alguns dos compostos biologicamente ativos sdo os alcalides.
Assim, arriscariamos afirmar que estas plantas tém compostos antibacterianos dignos de

pesquisa para eventuais farmacos antibacterianos.

Os extratos das plantas testadas neste trabalho apresentaram atividade muito tdxica para

as células: Células VERO e 3T3, nas concentracdes testadas.

Os extratos metanolicos das plantas Faidherbia albida (folha), Abrus precatorius (raiz),
Diospyros heudelotii (casca), Zanthoxylum leprieuri (raiz e folha) ndo demonstraram
atividade anti-T. gondii.

Os extratos das plantas Cassytha filiformis (ramo), Abrus precatorius (raiz), Khaya
senegalensis (folha), Faidherbia albida (folha), Hymenocardia acida (folha),
Zanthoxylum leprieuri (folha e raiz), Sarcocephalus latifolius (casca), Guiera
senegalensis (folha), Combretum micratum (folha) e Diospyros heudelotii (casca),
demonstraram maior atividade antioxidante tornando-se assim promissores para a

pesquisa de quimiopreventivos.

Em virtude do exposto, os extratos das espécies de plantas: Abrus precatorius,
Diospyros heudelotii e Zanthoxylum leprieuri foram aqueles que apresentaram melhores

resultados para os objetivos pretendidos, isto €, extratos com atividade antibacteriana, e
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quimiopreventiva, apresentando-se como fortes potenciais candidatos ao

desenvolvimento de farmacos.

Futuramente, seria interessante investigar mais minuciosamente estas trés espécies no
seu todo, aplicando novamente as mesmas técnicas para confirmacdo do que foi
apresentado neste trabalho. Novas concentragcbes de extrato destas plantas e outras
técnicas novas e diferentes devem ser testadas, a fim de aprofundar o seu conhecimento,
nomeadamente, a sua acdo, utilizando técnicas cromatogréaficas, como a HPLC, que

permite a identificacdo e a quantificacdo de compostos ativos.
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ANEXO 1

Tabela 8 - Registo da reacdo de inibicdo, do diametro dos halos de inibicéo e classificacdo da estirpe

bacteriana na presenca de extrato em metanol e extratos fraccionados
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Tabela 9 - Polifenois diluicdo 1:10

5 =
pmstra | (mgimty | 20534 | A552H | irt T | o o
1 2,1415 2,1846 1023,2 991,6

8 0,1 1,2747 1,4076 589,8 621,6

0,01 0,6109 0,7026 257,9 285,9

0,001 0,2720 0,3063 88,5 97,1

1 2,2251 2,3253 1065,0 1058,6

10 0,1 0,6591 0,7341 282,0 300,9

0,01 0,3723 0,4183 138,6 150,5

0,001 0,1725 0,1880 38,7 40,8

1 3,3532 3,3865 1629,1 1563,9

2303Fo 0,1 0,8364 0,9061 370,7 382,8
0,01 0,2357 0,2569 70,4 73,6

0,001 0,0854 0,0936 -4,8 -4,1

1 3,1558 3,3095 1530,4 1527,2

2303Rz 0,1 0,8529 0,9280 379,0 393,2
0,01 0,2912 0,3163 98,1 101,9

0,001 0,1045 0,1119 4,7 4,6

1 2,3799 2,5422 1142,4 1161,8

2349Ca 0,1 1,6078 1,7036 756,4 762,5
0,01 0,6159 0,6601 260,4 265,6

0,001 0,3335 0,3469 119,3 116,5

1 2,2780 2,3931 1091,5 1090,8

2356Rz 0,1 0,5292 0,5790 217,1 227,0
0,01 0,1942 0,2188 49,6 55,5

0,001 0,0852 0,0877 -4,9 -6,9

1 1,8650 1,9794 885,0 893,9

2372Ca 0,1 0,6492 0,7214 277,1 294.8
0,01 0,2255 0,2478 65,2 69,3

0,001 0,1183 0,1590 11,6 27,0

1 1,8195 1,9585 862,2 883,9

9399F0 0,1 0,5136 0,5603 209,3 218,1
0,01 0,1881 0,2028 46,6 47,8

0,001 0,0890 0,0951 -3,0 -3,4

1 2,1722 2,2863 1038,6 1040,0

2400F0 0,1 0,7165 0,8097 310,8 336,8
0,01 0,2510 0,2754 78,0 82,4

0,001 0,1294 0,1367 17,2 16,4
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y = 0,002x + 0,0947
R?=0,9915

o
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Figura 31 - Curva de calibracdo obtida durante a primeira hora (1h) para determinar a concentracdo em
mg/g equivalentes a propilgalato de sédio (EPG).
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Figura 32 - Curva de calibracdo obtida durante a segunda hora (2h) para determinar a concentracdo em
mg/g equivalentes a propilgalato de sédio (EPG).
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ANEXO 3

Tabela 10 - Determinac&o da actividade de inibic8o a partir da leitura de absorvancias a 546nm

N° Concentracéo Ati_v i_dqde
Abs (nm) | inibicéo
Amostra (mg/ml) (%)
0,2 1,3240 6,0
1 0,1 1,3685 2,8
0,05 1,3671 2,9
0 1,4084 0,0
0,2 0,6254 25,4
7 0,1 0,7514 10,3
0,05 0,7262 13,3
0 0,8379 0,0
0,2 0,4754 0,5
8 0,1 0,8581 0,9
0,05 1,0615 1,1
0 1,1156 1,1
0,2 0,3820 35,9
10 0,1 0,4674 21,5
0,05 0,5042 15,4
0 0,5956 0,0
0,2 1,1443 24,1
13 0,1 1,3644 9,4
0,05 1,4269 5,3
0 1,5067 0,0
0,2 0,6809 42,7
17Fo 0,1 0,9154 23,0
0,05 0,9487 20,2
0 1,1893 0,0
0,2 0,6064 31,5
17Ra 0,1 0,6981 21,1
0,05 0,8251 6,8
0 0,8851 0,0
0,2 0,6976 44,6
9356Rz 0,1 1,0867 13,6
0,05 1,2548 0,3
0 1,2582 0,0
0,2 0,5373 31,6
27 0,1 0,6423 18,2
0,05 0,7481 4,7
0 0,7853 0,0
0,2 0,6981 11,9
23 0,1 0,6694 15,5
0,05 0,7625 3,7
0 0,7922 0,0
0,2 0,5909 20,5
24 0,1 0,6354 14,5
0,05 0,6966 6,3
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N° Concentracao Atiy i_da:de
Abs (nm) | inibicdo
Amostra (mg/ml) (%)
0 0,7433 0,0
0,2 0,5625 14,2
27 0,1 0,5792 11,7
0,05 0,6333 3,4
0 0,6558 0,0
0,2 0,7004 -10,3
35 0,1 0,6356 -0,1
0,05 0,6458 -1,7
0 0,6349 0,0
0,2 0,4411 28,7
9992 0,1 0,4759 23,1
0,05 0,4515 27,0
0 0,6188 0,0
0,2 0,7658 -6,2
5/19 0,1 0,5932 17,7
0,05 0,6063 15,9
0 0,7209 0,0
0,2 0,6930 -7,8
6/29 0,1 0,5729 10,8
0,05 0,5674 11,7
0 0,6426 0,0
0,2 0,6446 -15,1
15/37 0,1 0,5658 -1,1
0,05 0,5595 0,1
0 0,5599 0,0
0,2 0,5738 2,0
26/32 0,1 0,6578 -12,3
0,05 0,6299 -7,5
0 0,5858 0,0
0,2 0,9805 21,4
9303R7 0,1 1,1109 11,0
0,05 1,1990 3,9
0 1,2482 0,0
0,2 2,1085 -40,0
9303F0 0,1 1,2786 -1,0
0,05 1,2146 4,1
0 1,2660 0,0
0,2 0,6168 50,4
9349Ca 0,1 0,9648 22,4
0,05 1,1990 3,6
0 1,2439 0,0
0,2 0,8972 0,9
9349F0 0,1 1,0762 1,1
0,05 1,0754 1,1
0 1,1185 11
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N° Concentracao Atiy i_dade
Abs (nm) | inibicdo

Amostra (mg/ml) (%)
0,2 0,9143 24,8
9372Ca 0,1 1,0975 9,8
0,05 1,2377 -1,8
0 1,2162 0,0
0,2 1,1941 1,2
2372F0 0,1 1,1408 1,1
0,05 1,1484 1,1
0 1,2080 1,2
0,2 1,0512 12,3
9379R7 0,1 1,2137 -1,3
0,05 1,2494 -4,3
0 1,1982 0,0
0,2 0,8418 29,5
9399F0 0,1 1,0899 8,8
0,05 1,2103 -1,3
0 1,1947 0,0
0,2 0,7494 41,5
2400F0 0,1 1,0764 16,0
0,05 1,2326 3,9
0 1,2820 0,0
0,2 1,0803 11
2404F0 0,1 1,0787 1,1
0,05 1,0815 1,1
0 1,1124 1,1

Tabela 11 - Determinag&o do ICsq (ug/ml) de acordo com a sua actividade de inibicdo

N°amostra ICs Ativida(tﬂ;0 ;nibi(;éo p[)):dS\r/;%
1 18 6,0 0,050753

7 0,42 25,4 0,397336

8 0.18 05 0,018757

10 0.27 35,9 0,058916

13 0,42 24,1 0,061682
17Fo 0.23 427 0,289634
17Ra 03 315 0,054797
2356Rz 0,24 44,6 0,039742
22 031 31,6 0,037856
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N°amostra ICs Ativida((i;) ;nibigéo FI)D:;\r/;cc))
23 0.75 11,9 0,065192
24 0.47 20,5 0,019404
27 0,66 14,2 0,033267
35 0,97 0,0 0,032551

2292 0,35 28,7 0,049036
5/19 0,79 0,0 0,05469
6/29 0,77 0,0 0,032296
15/37 0.6 0,0 0,036907
26/32 34 2,0 0,017121
2303Rz 0,46 21,4 0,02289
2303F0 0,19 0,0 0,042208
2349Ca 0.2 50,4 0,019264
2349F0 0.53 0,9 0,042177
2372Ca 0,39 24,8 0,026318
2372F0 76,27 1.2 0,025153
2372Rz 0.78 12,3 0,017879
2399F0 0,34 29,5 0,022725
2400F0 0.25 41,5 0,031714
2404F0 4,13 11 0,012805
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Tabela 12 - Inibicdo dos extratos em células VERO e ICx

Células
NC amostra Concentracéo VERO Cel. VERO | ICs
extrato (mg/ml) Sobrevividas | Inibidas (%) (mg/ml)
(%)
1 0,4973 99,5027
0,5 97,2199 2,780101
1 0,69
0,25 110,3282 -10,3282
0,125 104,9038 -4,90384
1 3,952621 96,04738
0,5 115,4396 -15,4396
7 0,75
0,25 110,6941 -10,6941
0,125 106,8012 -6,80125
1 13,62828 86,37172
0,5 118,7742 -18,7742
8 0,81
0,25 110,9469 -10,9469
0,125 106,839 -6,83897
1 3,088791 96,91121
0,5 90,64498 9,355018
10 0,67
0,25 94,61332 5,386679
0,125 105,2245 -5,22448
1 2,885093 97,11491
0,5 56,46898 43,53102
13 0,62
0,25 102,3501 -2,35007
0,125 118,3668 -18,3668
1 1,312092 98,68791
0,5 74,44722 25,55278
17Fo 0,64
0,25 97,99697 2,003028
0,125 111,856 -11,856
17Ra 1 1,036722 98,96328 0,6
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Células
NC amostra Concentracédo VERO Cel. VERO [ ICs
extrato (mg/ml) Sobrevividas | Inibidas (%0) (mg/ml)
(%)
0,5 71,02584 28,97416
0,25 81,91992 18,08008
0,125 104,2324 -4,23239
1 3,198184 96,80182
0,5 90,68648 9,313524
22 0,68
0,25 97,61598 2,384021
0,125 109,3512 -9,35125
23 1 1,951477 98,04852
0,5 1,962794 98,03721 0,24
0,25 5,470926 94,52907
0,125 111,5297 -11,5297
1 2,164606 97,83539
0,5 71,84064 28,15936
24 0,62
0,25 97,36324 2,636757
0,125 100,0113 -0,01132
1 3,228362 96,77164
0,5 100,7544 -0,75444
27 0,71
0,25 107,601 -7,60095
0,125 105,0132 -5,01324
1 2,179694 97,82031
0,5 101,2863 -1,28631
35 0,73
0,25 121,9315 -21,9315
0,125 123,8213 -23,8213
1 0,685909 99,31409
5/19 0,5 69,61127 30,38873 0,66
0,25 114,4173 -14,4173
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Células
NC amostra Concentracédo VERO Cel. VERO [ ICs
extrato (mg/ml) Sobrevividas | Inibidas (%0) (mg/ml)
(%)
0,125 123,4102 -23,4102
1 0,70477 99,29523
0,5 67,90625 32,09375
6/29 0,57
0,25 77,86859 22,13141
0,125 96,78232 3,217675
1 0,678365 99,32164
0,5 81,7049 18,2951
15/37 0,66
0,25 100,5206 -0,52056
0,125 117,5972 -17,5972
1 1,987313 98,01269
0,5 107,4463 -7,44629
26/32 0,74
0,25 119,4418 -19,4418
0,125 125,7263 -25,7263
1 2,711572 97,28843
0,5 103,6024 -3,60244
2292 0,72
0,25 110,9507 -10,9507
0,125 112,0936 -12,0936
1 -1,30203 101,302
0,5 1,315864 98,68414
2303Fo 0,43
0,25 98,10259 1,897407
0,125 83,53818 16,46182
1 2,79456 97,20544
0,5 3,266084 96,73392
2303Rz 0,29
0,25 43,83216 56,16784
0,125 88,86451 11,13549
2349Ca 1 7,875694 92,12431
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Células
NC amostra Concentracédo VERO Cel. VERO [ ICs
extrato (mg/ml) Sobrevividas | Inibidas (%0) (mg/ml)
(%)
0,5 33,43413 66,56587 -0,19
0,25 25,90297 74,09703
0,125 43,34744 56,65256
1 0,799075 99,20093
0,5 100,8902 -0,89024
2349Fo 0,7
0,25 112,452 -12,452
0,125 107,6953 -7,69526
1 3,771557 96,22844
0,5 45,0619 54,9381
2356Rz 0,56
0,25 90,53936 9,460639
0,125 102,2369 -2,2369
1 3,896039 96,10396
0,5 79,50949 20,49051
2372Ca 0,66
0,25 99,33987 0,660132
0,125 108,0913 -8,09134
1 3,911127 96,08887
0,5 72,68938 27,31062
2372Fo 0,63
0,25 96,19387 3,806135
0,125 99,71709 0,282914
1 1,625183 98,37482
0,5 84,03988 15,96012
2372Rz 0,65
0,25 93,17989 6,820109
0,125 112,4218 -12,4218
1 2,711572 97,28843
2399Fo 0,5 80,00742 19,99258 0,66
0,25 105,2283 -5,22825
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Células
NC amostra Concentracédo VERO Cel. VERO [ ICs
extrato (mg/ml) Sobrevividas | Inibidas (%0) (mg/ml)
(%)
0,125 109,7096 -9,70961
1 2,556913 97,44309
0,5 91,38056 8,619441
2400Fo 0,7
0,25 113,1913 -13,1913
0,125 117,3935 -17,3935
1 1,063127 98,93687
0,5 99,55866 0,441342
2404Fo 0,68
0,25 97,52922 2,470782
0,125 100,083 -0,08299
1 0,55011 99,44989
0,5 65,00921 34,99079
DMSO 0,61
0,25 94,39453 5,605469
0,125 113,8477 -13,8477
Tabela 13 - Inibicdo dos extratos em células 3T3 e ICs
Concentracéo Células Células Inibidas
N° Amostra ¢ Sobrevividas ICso (Mg/ml)
extrato (mg/ml) (%) (%)
1 74,69634 25,30366
L 0,5 84,85751 15,14249 19
0,25 61,61496 38,38504 '
0,125 66,52168 33,47832
1 4,813223 95,18678
1 4,9322 7767
7 0, 94,93223 5,06776 059
0,01 126,5785 -26,5785
0,001 111,2926 -11,2926
1 3,315703 96,6843
0,5 88,57851 11,42149
8 0,71
0,25 126,1884 -26,1884
0,125 127,9074 -27,9074
1 47 4495207
10 55,04793 ,9520 0.98
0,5 75,13388 24,86612
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o Concentragéo Célu'la_s Células Inibidas
N° Amostra extrato (mg/ml) Sobr(%zl)wdas (%) 1Cso (Mg/ml)
0,25 110,4264 -10,4264
0,125 128,4033 -28,4033
1 0,499174 99,50083
13 05 10,31074 89,68926 047
0,25 93,62314 6,376862
0,125 112,3901 -12,3901
0,0625 95,39504 4,604959
0,03125 113,7851 -13,7851
0,015625 98,24463 1,755375
0,007813 94,1157 5,884298
1 1,183471 98,81653
17Fo 0,1 76,75372 23,24628 0.55
0,01 122,8132 -22,8132
0,001 126,4364 -26,4364
1 102,2981 -2,29815
0,5 73,07921 26,92079
17Ra 0,25 53,17078 46,82922 0.18
0,125 45,93704 54,06296
1 86,96675 13,03325
27 0,5 114,9367 -14,9367 78
0,25 103,0441 -3,04414
0,125 87,8451 12,1549
1 0,510766 99,48923
0,5 0,980021 99,01998
23 0,39
0,125 68,7368 31,2632
0,0625 97,81496 2,185045
0,03125 97,37218 2,627825
0,015625 91,397 8,603004
0,078125 90,79298 9,20702
1 1,606612 98,39339
24 0,1 82,81653 17,18347 0.53
0,01 110,8066 -10,8066
0,001 112,1719 -12,1719
1 0,101672 99,89833
27 0,5 69,23614 30,76386 063
0,25 108,9977 -8,99766
0,125 102,5845 -2,58451
35 1 115,9426 -15,9426
0,5 118,2023 -18,2023 25
0,25 100,5944 -0,59439 '
0,125 100,0024 -0,00241
5/19 1 102,0816 -2,08157
0,5 98,63314 1,366856 -1,9
0,25 87,11113 12,88887
0,125 87,62611 12,37389
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ANEXO 4

Concentracéao Células Células Inibidas
o L
N° Amostra | o (mg/mi) Sobr(%zl)wdas (%) ICso (Mg/ml)
6/29 1 99,15053 0,84947
0,5 89,96998 10,03002 -1,2
0,25 90,33816 9,661836
0,125 74,07548 25,92452
15/37 1 126,6489 -26,6489
0,5 114,4675 -14,4675 -1,54
0,25 105,1233 -5,1233
0,125 99,29491 0,705085
1 1,266116 98,73388
0,1 33,66281 66,33719
26132 0,01 120,6182 -20,6182 045
0,001 110,6545 -10,6545
1 2,634711 97,36529
0,1 106,3273 -6,32727
2292 0,56
0,01 112,6975 -12,6975
0,001 97,00496 2,995041
1 0,010227 99,98977
0,5 3,275759 96,72424
2303Fo 0,49
0,25 98,96042 1,039578
0,125 113,4664 -13,4664
2303Rz 1 1,153719 98,84628
0,5 0,704132 99,29587 -10,2
0,25 0,747107 99,25289
0,125 7,180165 92,81983
1 44,07927 55,92073
234
349Ca 0,25 72,21049 27,78951 0.8
0,125 70,51395 29,48605
2349F0 1 92,98765 7,012351 29
0,5 111,2621 -11,2621
0,25 122,4953 -22,4953
0,125 105,8982 -5,89817
1 0,942149 99,05785
0,5 0,595041 99,40496
2356R 0,47
2 0,25 59,09091 40,90909
0,125 142,3074 -42,3074
2372Ca 1 79,64397 20,35603
0,5 112,8528 -12,8528 1,8
0,25 114,8838 -14,8838
0,125 112,357 -12,357
2372F0 1 97,19891 2,801088
0,5 109,6041 -9,60408 6,2
0,25 94,96574 5,034263
0,125 90,30928 9,690715
1 2,899174 97,10083
2372Rz 0,66
0,5 87,64628 12,35372
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Concentracéao Células Células Inibidas
o L
N° Amostra | o (mg/mi) Sobr(%l)wdas (%) ICso (Mg/ml)
0,25 95,30579 4,694214
0,125 104,8463 -4,84628
2399F0 1 85,54455 14,45545
0,5 112,7108 -12,7108 2,4
0,25 111,8637 -11,8637
0,125 109,3105 -9,31049
1 0,476033 99,52397
0,5 26,94876 73,05124
2400F ,
00Fo 0,25 106,3008 -6,30082 0:56
0,125 116,043 -16,043
2404F0 1 106,4204 -6,42037
0,5 121,3162 -21,3162 53
0,25 121,0852 -21,0852
0,125 116,4961 -16,4961
DMSO 1 52,84298 47,15702
0,5 101,9537 -1,95372 1,2
0,25 100,5851 -0,58512
0,125 91,28264 8,717357
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