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Resumo

Neste trabalho foram avaliadas as atividades antioxidante, antimicrobiana e de inibicao
da acetilcolinesterase para 8 compostos de sintese, 4 compostos naturais e 50 extratos
obtidos com diferentes solventes a partir de 16 plantas recolhidas em Angola (Hymenodictyon
floribundum; Parinari capensis; Tinnea antiscorbutica; Eragrostis viscosa; Xylopia
odoratissima; Peucedanum angolense; Boscia microphylla; Adenodolichos huillensis; Rhus
kirkii; Croton gratisssimus; Gymnosporia senegalensis; Solanecio mannii; Peltophorum
africanum; Piliostigma thonningii; Phragmanthera glaucocarpa e Solanum incanum). O estudo
da capacidade antioxidante foi realizado pelos métodos de ABTS, DPPH e valor peroxido. A
concentracao de compostos fenolicos foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu e a
inibicao da acetilcolinesterase pelos métodos de Ellman e bioautografico de cromatografia em
camada fina. A atividade antimicrobiana foi estudada pelas técnicas de microdiluicdo e de
difusao em disco. O extrato de ramos de P. africanum em acetato de etilo foi o que
apresentou uma concentracdao mais elevada de compostos fendlicos totais (746,56 + 0,05 mg
G.A.E./g extrato). O extrato aquoso das folhas de P. capensis foi o que apresentou melhor
reatividade contra o radical ABTS (ECso de 0,57 + 0,03 mg/mL), e o extrato aquoso das raizes
de P. glaucocarpa foi o que apresentou melhor reatividade contra o radical DPPH (ECs, de 0,10
+ 0,01 mg/mL). Em relacado ao valor peroxido o extrato aquoso das folhas de A. huillensis foi
0 que mais inibiu a formacao de peroxidos (34,47 + 1,20 meq O,/g de amostra) a partir de
oleo de girassol apds oito dias em condicbes de oxidacao. Os resultados obtidos para a
atividade antimicrobiana demonstram que os extratos e compostos de sintese nao possuem
atividade contra o S. aureus ATCC 25923, a E. coli ATCC 25922 e a C. albicans ATCC 24433. Em
metanolico dos ramos de P. africanum (ICso 0,23 + 0,00 mg/mL). Os compostos isolados dos
extratos vegetais possuem pouca atividade antioxidante (ECs, alto). Em relacao a inibicao da
acetilcolinesterase os compostos isolados dos extratos vegetais possuem também uma baixa
capacidade de inibicao da enzima (ICsy alto). Tendo em conta os resultados obtidos a P.
capensis e P. africanum podem ser consideradas uma fonte promissora de novos compostos

com acao de inibicao da acetilcolinesterase e capacidade antioxidante.
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Abstract

In this work the antimicrobial, antioxidant and acetylcholinesterase inhibition by 8
synthetic compounds, 4 natural compounds and 50 plant extracts obtained with different
solvents from 16 plants collected in Angola (Hymenodictyon floribundum; Parinari pumila;
Tinnea antiscorbutica; Eragrostis viscosa; Xylopia odoratissima; Peucedanum angolense;
Boscia microphylla; Adenodolichos huillensis; Rhus kirkii; Croton gratisssimus; Gymnosporia
senegalensis;  Solanecio mannii;  Peltophorum africanum; Piliostigma  thonningii;
Phragmanthera glaucocarpa e Solanum incanum) was evaluated. The study of the antioxidant
capacity was performed by the ABTS, DPPH and peroxide value methods. The concentration of
phenolic compounds was determined by Folin-Ciocalteu method and the acetylcholinesterase
inhibition was evaluated by Ellman’s and TLC bioautographic methods. Antimicrobial activity
was performed by microdilution and disk diffusion methods. The extract of branches from P.
africanum in ethyl acetate showed the higher concentration of phenolic compounds (746.56 +
0.05 mg G.A.E./g extract). Regarding the reactivity with ABTS, the aqueous extract of the
leaves from P. capensis showed the best reactivity against this radical, with an ECs, of 0.57 +
0.03 mg/mL). For DPPH, the ethyl acetate extract of the roots from P. glaucocarpa showed
the best reactivity against the DPPH radical (EC5o of 0.10 £ 0.01 mg/mL).

For the peroxide value, the aqueous extract of leaves from A. huillensis decreased the
formation of peroxides (34.47 + 1.20 meq 0O,/g sample) in sunflower oil after eight days of
oxidation. The results obtained for the antimicrobial activity demonstrate that the extracts
and synthetic compounds did not possess activity against S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922 and C. albicans ATCC 24433. Regarding the inhibition of acetylcholinesterase, the best
result was obtained for the methanolic extract of the branches from P. africanum (1Cs00.23 +
0.00 mg/mL). The compounds isolated from the plant extracts possess a low antioxidant
activity (EC50 high). In relation to the acetylcholinesterase inhibition, the compounds isolated
from the plant extracts also have a low capacity for enzyme inhibition (IC50 high).

Considering the results obtained for the biological activity, the results of P. capensis and P.
africanum suggest that these plants can be considered as promising source of novel

compounds with antioxidant and acetylcholinesterase inhibition activity.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1 Plantas medicinais e produtos naturais

De acordo com a definicao da Organizacao Mundial de Saide (OMS), planta medicinal é
toda a planta no estado selvagem, ou de cultivo, que possui num ou mais dos seus 0rgaos,
substancias que podem ser utilizadas para fins terapéuticos ou entao como precursores na
sintese de farmacos (WHO, 2007). As plantas completas ou entdao partes tais como, por
exemplo, folhas, flores, frutos, sementes, caules, cascas, raizes, rizomas, oleos essenciais e
resinas podem ser utilizadas para fins medicinais (Doughari e Manzara, 2008; Mbata et al.,
2009; Rao, 2012).

Considera-se como produto natural os exsudados, extratos, partes ou compostos puros
isolados dos organismos (Sarker et al., 2006). Na maioria dos casos, o termo “produto
natural” refere-se aos metabolitos secundarios produzidos pelos organismos. Quanto a origem
os produtos naturais podem ser provenientes tanto de fontes terrestres como marinhas e
podem ter origem em plantas, animais ou microrganismos (Cannell, 1998; Dinda et al., 2011).

O interesse nos produtos naturais presentes nas plantas pode nao ser meramente
terapéutico, uma vez que, os produtos naturais podem apresentar uma grande variedade de
aplicacoes tais como, por exemplo, a utilizacdo na forma de corantes, polimeros, Oleos,
ceras, perfumes, inseticidas e herbicidas entre outras aplicacdes (Buchanan et al., 2000;
Crozier et al., 2006).

1.2 Produtos naturais do metabolismo primario e secundario das plantas

Os organismos vivos necessitam de sintetizar e transformar compostos organicos tais
como, por exemplo, proteinas, glicidos, lipidos e acidos nucleicos de modo a obter energia
que lhes permita sobreviver. Ao conjunto de vias envolvidas na transformacdo e sintese de
compostos essenciais ao metabolismo dos organismos vivos da-se o nome de metabolismo
primario e os compostos envolvidos designam-se por metabolitos primarios. No caso das
plantas estes metabolitos tém papéis fundamentalmente associados a fotossintese,
respiracao, crescimento e desenvolvimento da planta (Dewick, 2002). As plantas produzem no
entanto uma grande diversidade de produtos naturais, e além das vias metabolicas primarias
possuem também um metabolismo secundario caraterizado por um conjunto de vias
metabodlicas que permitem a obtencao de metabolitos secundarios, que ndo sdao necessarios
para o metabolismo energético da planta e que apresentam funcdées muita vezes

desconhecidas (Buchanan et al., 2000).



Normalmente os produtos naturais sao isolados em pequenas quantidades e como tal a
realizacao de bioensaios € limitada ou por vezes impossivel (Dewick, 2002; Crozier et al.,
2006). Os metabolitos secundarios dentro do reino vegetal sdao a principal fonte de produtos
naturais farmacologicamente ativos das plantas (Buchanan et al., 2000). Apesar de alguns
metabolitos secundarios apresentarem funcdes desconhecidas nas plantas, existem no
entanto alguns com funcbes conhecidas ao nivel dos mecanismos de defesa podendo
apresentar uma funcao de repeléncia contra predadores, possuir uma natureza toxica contra
microrganismos patogénicos ou entdao podem também estar envolvidos na defesa contra o
stress ambiental como por exemplo a exposicao aos raios ultravioleta. As plantas produzem
também compostos envolvidos na comunicacdo com outros organismos (Schafer e Wink,
2009). No entanto alguns compostos podem nao ser facilmente distinguidos como metabolitos
primarios ou secundarios com base nas moléculas precursoras, estruturas quimicas ou origens
biossintéticas (Balunas e Kinghorn, 2005; Dias et al., 2012).

Os produtos naturais de plantas podem ser divididos em quatro grupos principais de
acordo com as suas origens biossintéticas. Assim consideram-se os grupos dos terpenos, dos
compostos fendlicos e dos compostos de nitrogénio e enxofre. Os terpenos apresentam
funcoes de defesa atuando como toxinas ou entao como dissuasores para insetos e mamiferos
que se alimentam de plantas. Fazem parte deste grupo os monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e politerpenos (Buchanan et al., 2000). Quanto ao grupo dos
compostos fenodlicos, estes tém funcoes de defesa nas plantas contra pragas e doencas, e nas
zonas onde os niveis de ozono sao elevados as plantas aumentam o teor em compostos
fenodlicos nas folhas. O grupo dos compostos fendlicos é constituido por cumarinas,
furanocumarinas, ligninas, flavonoides e taninos (Crozier et al., 2006). O grupo dos compostos
de enxofre é formado por compostos como os glucosinolatos, fitoalexinas, defensinas, lectinas
e tioninas. Estes compostos estdao ligados, direta ou indiretamente, a defesa das plantas
relativamente a ataques por parte de microrganismos. No que diz respeito ao grupo dos
compostos de nitrogénio, este é constituido pelos alcaloides, glucdsidos cianogénicos e
aminoacidos ndo proteicos, que sao formados a partir de aminoacidos comuns. Desempenham
uma funcao importante na defesa da planta contra herbivoros e podem apresentar toxicidade

para os seres humanos (Mazid et al., 2011).

1.3 Importancia dos produtos naturais derivados das plantas na medicina e

no desenvolvimento de novos farmacos

A utilizacao terapéutica de produtos naturais derivados de fontes vegetais e animais, com
origem terrestre ou marinha, é tao antiga quanto a civilizacao humana (Rates, 2001). O
conhecimento sobre a utilizacdo de plantas pelos seres humanos é baseado em milhares de
anos de experiéncia na utilizacao das plantas especificas e da sua forma de utilizacdo em
determinadas doencas (Dias et al., 2012; Zerabruk e Yirga, 2012). Assim o conhecimento

sobre a utilidade terapéutica das plantas foi passando oralmente através das geracoes e as



aplicacoes terapéuticas a base de plantas podem tomar a forma de tinturas, chas, fumos ou
vapores, oleos essenciais e pos (Ningthoujam et al., 2013).

Atualmente o uso terapéutico de plantas requer o isolamento, caracterizacao quimica e
analise da bioatividade dos compostos farmacologicamente ativos presentes nas plantas
(Balunas e Kinghorn, 2005).

Em termos medicinais, as plantas podem conter uma variedade de compostos quimicos
que podem atuar de forma individual, sinérgica ou aditiva (Gurib-Fakim, 2006). As plantas
podem fornecer compostos que podem ser usados no tratamento de sintomas como, por
exemplo, a hipertensao (McCurdy e Scully, 2005) e a inflamacao (Moyo et al., 2010). Podem
ser utilizadas também no tratamento de doencas neuroldgicas como por exemplo a doenca de
Alzheimer (DA) (Aremu et al., 2011) e no tratamento de doencas respiratorias (Ningthoujam
et al., 2013), cardiovasculares (Butler, 2005), cancro e diabetes (Butler, 2004). Além disso
podem também apresentar uma variedade de atividades bioldogicas como por exemplo
antifingica, antibacteriana, antiviral, antiparasitaria e antioxidante (Butler, 2005; Jaberian et
al., 2013).

O desenvolvimento de novos farmacos pode ser realizado por sintese quimica e
combinatoria ou entao através da modelacao molecular (Balunas e Kinghorn, 2005). Também
se podem obter novos compostos Uteis terapéuticamente apds isolamento a partir de plantas
ou outras fontes naturais. O processo de obtencao de novos compostos a partir das plantas
inicia-se com a recolha e identificacao das plantas de interesse por um botanico ou
etnobotanico. Depois procede-se a preparacao dos extratos a partir das plantas, a realizacao
de ensaios de atividade bioldgica e ao isolamento, purificacao e caracterizacao dos eventuais
compostos ativos presentes nos extratos vegetais (Phillipson, 2001; Balunas e Kinghorn, 2005).
Os compostos ativos isolados podem depois ser usados diretamente como medicamento, sob a
forma de produto natural, ou entao ser usado como produto a ser transformado por sintese
quimica de modo a melhorar a sua atividade ou a diminuir a toxicidade (Phillipson, 2001;
Orhan et al., 2004). Os produtos naturais podem assim ser um ponto de partida para novos

compostos sintéticos com diversas estruturas (Aremu et al., 2011).

1.4 Relacao entre compostos naturais e compostos de sintese

A classificacdo dos compostos quimicos como naturais ou sintéticos tem por base a sua
ocorréncia na natureza (Topliss et al., 2002). Como os compostos obtidos a partir de fontes
naturais apresentam por vezes elevada toxicidade, no final do século XIX comecou a pesquisa
de compostos com caracteristicas menos toxicas, e no século XX o uso de substancias
sintéticas como farmacos generalizou-se (Topliss et al., 2002; Thomas, 2007; Ortholand e
Ganesan, 2004).

O surgimento de novas doencas, a disponibilidade dos produtos naturais e o aumento da
resisténcia por parte dos patogenos aos compostos utilizados tornou urgente o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com novos mecanismos de acao (Winter e



Tang, 2012). A modificacao de produtos naturais, com vista a melhorar as suas propriedades
bioldgicas, ou a sintese total de compostos analogos, serve como ponto de partida para a
obtencao de novos agentes terapéuticos. Simultaneamente os compostos sintéticos tém um
papel cada vez mais importante na descoberta de novos agentes terapéuticos, uma vez que, a
sintese quimica tem proporcionado uma vasta colecao de substancias sintéticas (Topliss et al.,
2002; Ortholand e Ganesan, 2004).

Os farmacos produzidos por modificacio de produtos naturais sao geralmente
classificados como substancias sintéticas, embora possam ser considerados como compostos
intermediarios no que diz respeito ao caracter entre substancias naturais e sintéticas
(Marienhagen e Bott., 2013). Deste modo compostos naturais e sintéticos sao considerados
como complementares, no que diz respeito a procura de novas substancias com fins
terapéuticos (Winter e Tang, 2012; Marienhagen e Bott., 2013).

A estrutura molecular de um composto é a razao pela qual este exibe atividades
bioldgicas desejaveis e/ou indesejaveis. Deste modo a origem dos compostos € pouco
relevante, e apesar de existirem compostos sintéticos extremamente toxicos, muitas
substancias quimicas com elevada toxicidade sdao produtos naturais, como por exemplo o
oxigénio uma substancia essencial para a vida mas que pode ser toxico para os seres humanos
(Santos, 2012). Compostos com propriedades toxicas também sao Uteis por exemplo na
desinfecao de microrganismos e algumas substancias consideradas como toxicas sao utilizadas
na medicina em doses cuidadosamente controladas. A classificacado de um composto como
toxico tem por base a dose, pois a toxicidade nao tem relacdo com a origem natural ou
sintética de um composto (Topliss et al., 2002; Santos, 2012).

Apesar do interesse por parte das empresas farmacéuticas nas técnicas de sintese quimica
e modelacao molecular para a obtencao de novos compostos com propriedades terapéuticas,
os produtos naturais obtidos, em particular a partir das plantas medicinais, continuam a ser

uma importante fonte de novos compostos quimicos (Phillipson, 2001).

1.5 Atividades biolégicas que podem ser avaliadas utilizando produtos

naturais e compostos de sintese

A procura por novos compostos biologicamente ativos para o uso em areas como por
exemplo a medicina e agricultura, é a razao pela qual a pesquisa fitoquimica e o
desenvolvimento de compostos sintéticos sao importantes (Cseke et al., 2006). Os ensaios
biologicos permitem determinar a atividade de compostos naturais e sintéticos e, como tal,
podem ser realizados no sentido de identificar quais os compostos sintéticos relevantes ou no
caso de extratos de plantas, quais os promissores. Relativamente aos bioensaios, estes devem
ser rapidos, simples de realizar, fornecer dados quantificaveis e facilmente interpretaveis; ser
automatizados e econdomicos. Além disso as técnicas utilizadas devem ter baixos limites de
detecao uma vez que no caso de extratos naturais a concentracao dos compostos quimicos

presentes é desconhecida. E de salientar também que os bioensaios devem ser compativeis



com as caracteristicas fisico-quimicas de um dado composto e nao devem ser afetados por
solventes; valores extremos de pH; forca idnica; nem pela coloracao dos extratos naturais
assim como devem incorporar sempre o uso de controlos positivos e negativos (Cseke et al.,
2006; Gad, 2005).

No caso de produtos naturais os bioensaios podem ser realizados em paralelo com o
fracionamento dos extratos, e as fracoes individuais por sua vez podem ser submetidas a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ou espectrometria de massa (MS) de
modo a identificar-se as estruturas dos compostos presentes nas fracoes. (Cseke et al., 2006).

Avaliar diferentes atividades bioldgicas € importante, uma vez que, os compostos naturais
ou sintéticos podem demonstrar diferentes atividades bioldgicas (Cannell, 1998). Existe uma
variedade de atividades bioldgicas que podem ser testadas com produtos naturais e
compostos sintéticos. Assim, podem ser avaliadas as atividades relacionadas com doencas
causadas por microrganismos tais como, por exemplo, atividade antibacteriana, antifliingica,

antiparasitaria e antiviral (Mukhtara et al., 2008; Eldeen et al., 2005). Podem ser testadas

.....

.....

monoamina oxidase B (MAO-B) envolvida na doenca de Parkinson e atividade analgésica
(McCurdy e Scully, 2005; Stafforda et al., 2008). As atividades inseticida, herbicida (Cutler,
1988), antitumoral, antioxidante (Aremu et al., 2011), antidiabética, antiosteoporose (Gurib-
Fakim, 2006) e antinflamatoria (Eldeen et al., 2005) também podem ser testadas. Além disso,
podem ser avaliadas atividades relacionadas com doencas cardiovasculares (Gopal e Michel,
2008), metabdlicas (Butler, 2005) e ainda atividades como, por exemplo, a toxicidade e
alergenicidade (Crozier et al., 2006).

De todas as atividades que podem ser avaliadas com os compostos naturais e sintéticos,

apenas serao descritas as que se apresentam descritas nos objetivos da tese.

1.5.1 Atividade antioxidante

1.5.1.1 Radicais livres: origem e efeitos bioldgicos

Um radical livre € um iao, atomo ou molécula capaz de existéncia independente e que
contém um ou mais eletroes desemparelhados numa orbital atdbmica ou molecular (Halliwell e
Gutteridge, 2008; Penna et al., 2009) Os radicais podem ser formados por perda de um
eletrao ou por quebra de uma ligacao covalente em que um eletrao do par de ligacao
permanece em cada atomo. Este processo é conhecido como quebra homolitica da ligacao
covalente e a energia necessaria para dissociar ligacbes covalentes pode ser disponibilizada
pelo calor, radiacao ultravioleta ou radiacao ionizante (Halliwell e Gutteridge, 2008).

A evolucdao dos processos metabolicos aerdbios (respiracao e fotossintese) conduziu
inevitavelmente a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Por exemplo, a adicao de

um eletrdao a molécula de oxigénio (0,) forma o radical anidao superdxido (0,°”) (Matés e



Sanchez-Jiménez, 2000; Apele e Hirt, 2004; Valko et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio sao radicais livres muito reativos, que podem atuar como
oxidantes ou redutores, dependendo da natureza da espécie alvo. Quando um radical livre
reage com um composto nao radicalar forma-se um novo radical e nesta situacao podem
ocorrer reacdes em cadeia que podem ter efeitos nefastos sobre biomoléculas ou estruturas
como, por exemplo, membranas (Laguerre et al., 2007). O termo espécies reativas de
oxigénio (ROS), inclui ndo so os radicais de oxigénio mas também alguns derivados de oxigénio
nao radicalares que podem originar radicais, tais como o peroxido de di-hidrogénio (H,0,),
acido hipocloroso (HOCl) e o ozono (O;). Também foram identificadas espécies reativas de
nitrogénio, cloro, bromo e enxofre (Gomes et al., 2005; Halliwell e Gutteridge, 2008).

A homeostasia do oxigénio nos tecidos € mantida através de uma série de reacoes de
oxidacao-reducao envolvendo a transferéncia de eletrées entre duas espécies quimicas: as
que perdem eletroes (sao oxidadas) e as que ganham eletrdes (sao reduzidas) (Gomes et al.,
2005). Quando a homeostasia do oxigénio nao € mantida, o ambiente celular fica sob em
stress oxidativo, ou seja, com um excesso de ROS disponivel na célula (Kregel et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio podem ter origem a nivel enddogeno e exogeno. A nivel
enddgeno uma das principais fontes de radicais livres é a mitocondria. Durante a sintese de
ATP verifica-se a reducdao de O, a agua por um mecanismo que envolve quatro eletrdes.
Contudo pode ocorrer a reducao de O, apenas com um ou dois eletroes originando-se aniao
superoxido ou peroxido de di-hidrogénio que pode depois ser convertido em ROS (Ji, 1999;
Cadenas e Davies, 2000; Valko et al., 2006). A producao de ROS pode também ocorrer a nivel
do reticulo endoplasmatico, onde a NADPH-citocromo P450 redutase pode ceder eletroes ao
0,dando origem ao anidao superdxido. A producado intracelular de ROS inclui também as
reacoes que envolvem oxidases dos peroxisomas, em particular a xantina oxidase, que
catalisa a oxidacao da xantina, hipoxantina ou acetaldeido a acido Urico, composto este que
por sua vez leva a producado de radical superdxido (Del Rio et al., 2002; Blokhina et al.,
2003). As infecoes por organismos patogénicos levam a ativacdao de células envolvidas no
processo inflamatorio (neutrofilos, macrafagos e eosindfilos) e estas células usam o oxigénio
para produzir radicais livres como o anidao superoxido e também HOCl e H,0, (Matés e
Sanchez-Jiménez, 2000; Kouakou-Siransy et al., 2010).

No que diz respeito a producao exdgena de ROS, a radiacdo ultravioleta (UV) (Droge,
2002) e a exposicao a xenobidticos em particular compostos clorados, agentes carcinogénicos
e barbitdricos, também promovem a producao de ROS (Gomes et al., 2005; Ara e Nur, 2009).

As espécies reativas de nitrogénio, nos sistemas bioldgicos sao originadas principalmente
a partir do dxido nitrico gerado por acao das sintetases do oxido nitrico (NOSs) (Valko et al.,
2007). Estas enzimas provocam a reducdo da arginina a citrulina, com formacao de oxido
nitrico (NO®) que ao reagir com o radical anido superoxido origina o anido peroxinitrito
(ONOO™). Quando reage com 0, forma-se o radical dioxido de nitrogénio 2NO,°, que ao reagir
com uma molécula de dxido nitrico forma o radical anido hiponitrito ONNO®*~ (Valko et al.,
2007; Halliwell e Gutteridge, 2008).



As plantas produzem continuamente ROS como subprodutos de varias vias metabolicas
localizadas em diferentes compartimentos celulares, e também através da ativacao de varias
oxidases e peroxidases. Sob condicoes fisiologicas estaveis, as ROS sao eliminadas por
diferentes componentes de defesa antioxidante que se encontram por vezes confinados em
compartimentos especificos (Gara et al., 2003). O equilibrio entre a producao e a eliminacao
das ROS pode ser perturbado por uma série de fatores desde ambientais de origem bidtica até
aos originados, por infecao por virus, fungos ou bactérias, levando a producao de ROS que vao
atuar diretamente sobre os microrganismos. Processos abidticos, decorrentes de um excesso
ou défice no ambiente fisico-quimico, como por exemplo baixas ou altas temperaturas, e a
luminosidade também afetam os niveis de ROS (Apele e Hirt, 2004).

A nivel dos efeitos biologicos, as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio estao
envolvidas em diferentes funcdes biologicas tais como a transducao de sinal,
neurotransmissao, relaxacao do musculo liso, inducao da apoptose, agregacao plaquetaria,
modelacdo da pressdao sanguinea, controlo do sistema imunoldgico, processos de
aprendizagem e memoria, regulacdo do crescimento celular e metabolismo de xenobidticos
(Apele e Hirt, 2004; Gomes et al., 2005). Podem também ser usadas como marcadores de
infertilidade masculina (Agarwal et al., 2006). No entanto quando sao produzidas em
quantidades elevadas ou as defesas antioxidantes estdo em défice, estas espécies reativas
tornam-se prejudiciais, provocando a oxidacdo de biomoléculas tais como lipidos, proteinas,
glicidos e acidos nucleicos (Ogunlana et al., 2008). As espécies reativas estao também
envolvidas no envelhecimento e algumas doencas como cancro (Matés e Sanchez-Jiménez,
2000; Nishikawa, 2008), diabetes mellitus (Maritim et al., 2003), doencas neurodegenerativas
como Alzheimer e Parkinson (Di Matteo e Esposito, 2003), e doencas cardiovasculares (Kumar
e Chattopadhyay, 2007; Jeong et al., 2010).

No caso particular dos lipidos, estes podem também ser oxidados por uma variedade de
espécies reativas (Laguerre et al., 2007). A peroxidacao lipidica € um processo complexo que
ocorre na presenca de iniciadores como os radicais livres, calor, luz e ides metalicos. Pode
ocorrer por trés vias reacionais: (i) auto-oxidacao nao enzimatica mediada por radicais livres;
(i) foto-oxidacao nao enzimatica e nao radicalar e (iii) oxidacao enzimatica, provocando
assim a deterioracao oxidativa de acidos gordos polinsaturados (PUFAs). Estes sao acidos
gordos que contém duas ou mais ligacoes duplas. Os acidos gordos monoinsaturados e mesmo
os saturados também podem ser oxidados embora mais dificilmente (Laguerre et al., 2007;
Halliwell e Gutteridge, 2008).

Da reacao de oxidacao de lipidos resultam hidroperdxidos, que sao produtos primarios da
reacao entre o oxigénio e acidos gordos insaturados, e que desempenham um papel central na
auto-oxidacao dos lipidos. Produtos secundarios como aldeidos, polimeros e cetonas podem
também ser formados (Tsiaka et al., 2013). As concentracdes de aldeidos e cetonas aumentam
inicialmente, mas tendem depois a diminuir em resultado da sua degradacao (Antolovich et
al., 2002).



A formacao de hidroperoxidos e compostos volateis ocorre em trés etapas:

1. Iniciagdo: Fatores externos como calor, radiacdo ionizante e agentes quimicos como
ides metalicos, radicais livres e metaloproteinas desencadeiam a oxidacao lipidica.
Verifica-se a quebra homolitica da ligacao do hidrogénio na posicao a relativamente a

ligacdo dupla no acido gordo polinsaturado (LH), de acordo com a equacao 1.
LH iniciador L'+ H' (1 )

2. Propagacdo: Sob condicoes aerobias, o radical livre peroxilo (L°*) reage com o O,
originando o radical peroxilo (LOO®), que ao reagir com uma molécula de outro acido
gordo polinsaturado (L,H), forma um hidroperdxido (LOOH) e um novo radical
peroxilo (L"), que reage de igual modo com o oxigénio molecular (equacdes 2 e 3).
Ocorre assim a chamada reacdo em cadeia, e a producao maxima de peroxidos marca

o inicio da fase de terminacao.

v
L'+ 0, » LOO’ (2)
LOO"+ Ly H—» LOOH+L; (3)

3. Terminagdo: Nesta etapa dois radicais livres combinam-se formando produtos
estaveis (equacoes 4, 5 e 6), tais como hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois e cetonas

volateis (Laguerre et al., 2007).

L'+ Ly — LL, 4)
LOO"+L* —» LOOL (5)
LOO"+L" - LOOL (6)

As membranas que rodeiam células e organelos e os acidos gordos que circulam na
corrente sanguinea possuem grandes quantidades de acidos gordos polinsaturados (PUFAs) e
por isso encontram-se sob constante risco de sofrerem peroxidacao lipidica (Blokhina et al.,
2003; Halliwell e Gutteridge, 2008).

1.5.1.2 Antioxidantes: origem e efeitos biologicos

Antioxidante é qualquer composto que em pequenas concentracées, quando em
comparagcao com o composto alvo a ser oxidado, diminui a velocidade de oxidagao ou inativa
espécies oxidantes (Laguerre et al., 2007; PoljSake e Raspor, 2008).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com as suas propriedades durante as
diferentes etapas no processo de oxidacao, e uma vez que atuam por diferentes mecanismos
podem ser divididos em dois grandes tipos de antioxidantes: antioxidantes primarios e

secundarios (Scheibmeir et al., 2005). Os antioxidantes primarios retardam a oxidacao, por



cedéncia de atomos de hidrogénio ou eletroes aos radicais livres convertendo-os em
compostos mais estaveis. Estes antioxidantes sao considerados agentes redutores
(Maisuthisakul et al., 2007). Os antioxidantes secundarios atuam por ligacao a ides metalicos
necessarios a formacao de ROS; por remocao de oxigénio das espécies reativas e/ou dos seus
precursores; por conversao de hidroperoxidos em espécies nao radicalares e por absorcao de
radiacao ultravioleta (Scheibmeir et al., 2005; Das e Das, 2006; Maisuthisakul et al., 2007).

A nivel celular, os sistemas de defesa antioxidante podem ser enzimaticos como, por
exemplo, as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), catalase
(CAT), tioredoxina reductase e ascorbato peroxidase (APX) que vao converter as ROS em
moléculas mais estaveis como a agua e o dioxigénio (Matés e Sanchez-Jiménez, 2000;
Blokhina et al., 2003; Laguerre et al., 2007). No entanto o sistema de defesa antioxidante
também pode ser ndao enzimatico, este grupo é representado por moléculas como, por
exemplo, carotenoides, flavonoides, polifendis, e alguns metais como o selénio, magnésio,
zinco e cobre (Valko et al., 2007). Os sistemas enzimaticos e nao enzimaticos atuam em
conjunto para garantir o equilibrio redox das células. Além disso, uma vez que nao é possivel
aumentar a atividade dos antioxidantes endogenos, o uso de antioxidantes exdgenos
provenientes da dieta é fundamental, a fim de aumentar as defesas das células contra os
radicais livres (Valko et al., 2006; Poljsake e Raspor, 2008).

Considerando que o stress oxidativo esta envolvido na patologia da DA, os antioxidantes,
em particular os de origem natural, também podem ser usados para minimizar a degeneracao
neuronal e deste modo prevenir o desenvolvimento ou retardar a progressao da doenca de
Alzheimer (Howes et al., 2003; Noridayu et al., 2011; Omena et al., 2012).

Os antioxidantes sdao ainda importantes, por exemplo, na preservacao dos lipidos dos
alimentos (Halliwell e Gutteridge, 2008). Por exemplo na escolha de um antioxidante que
previna a oxidacao dos lipidos em emulsoes lipidicas, ha que ter em conta as propriedades do
antioxidante. Antioxidantes hidrofilicos em geral sao pouco eficazes em termos de protecao
de lipidos em emulsées (Schwarz et al., 2000).

Os antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroquinona terciaria (TBHQ), butil-
hidroxianisol (BHA), propil, octil e dodecil galato (PG) sao exemplos de antioxidantes
sintéticos utilizados na preservacao dos alimentos (Ozen e Kinalioglu, 2008; Naphade et al.,
2009; Qin et al., 2009). No entanto tém surgido preocupacdes sobre os eventuais efeitos
adversos que os antioxidantes sintéticos apresentam, tais como, toxicidade e
carcinogenicidade (Kosar et al., 2007; Ozen e Kinalioglu, 2008). Devido a preocupacdes com a
seguranca sobre o uso de antioxidantes sintéticos, os antioxidantes naturais obtidos
principalmente a partir de materiais vegetais, tornaram-se mais interessantes (Maisuthisakul
et al., 2007; Mariod et al., 2010). Para além das enzimas antioxidantes produzidas pelas
células vegetais, as plantas possuem também uma variedade de antioxidantes naturais, tais
como por exemplo: compostos fenodlicos derivados do metabolismo secundario (Huda-Faujan
et al., 2007; Francisco e Resurreccion, 2009). O tocoferol (vitamina E) é um antioxidante

natural lipossolivel presente na membrana das células e que as protege da peroxidacao



lipidica (Scheibmeir et al., 2005). Os carotendides a e B-caroteno também atuam como
antioxidantes naturais (Das e Das, 2006; Su et al., 2009; Wang et al., 2009).

O acido ascorbico (vitamina C) é também um exemplo de antioxidante natural
lipossoluvel, que reage com radicais hidroxilo e superoxido (Padayatty et al., 2003; Bouayed
et al., 2007; Poljsake e Raspor, 2008).

1.5.1.3 Métodos para avaliar a capacidade antioxidante

O termo ‘capacidade antioxidante’ pode significar a capacidade que um composto tem
para inativar radicais livres ou entao pode significar o quanto, e por quanto tempo € que os
compostos antioxidantes ou substancias contendo antioxidantes conseguem atrasar a oxidacao
(Niki, 2010; Fraga et al., 2013). Ambas as definicdes sao diferentes e como tal é importante
salientar qual é de facto a capacidade que esta a ser avaliada. O resultado da capacidade
antioxidante depende do método utilizado e das condicoes em que decorre o ensaio (Niki,
2010).

Existem varios métodos utilizados para determinar a capacidade antioxidante de extratos
vegetais tais como, por exemplo, o método ABTS (Miller et al., 1993) que tem a designacao de
TEAC quando os resultados sao apresentados como equivalentes de Trolox pelo facto de que
se usa como padrao o Trolox (Antolovich et al., 2002; Cai et al., 2004). Os métodos de DPPH
(Blois, 1958), FRAP, ORAC (Thaipong et al., 2006), TBARS (Huda-Faujan et al., 2007), CUPRAC,
LPIC, TRAP (Prior e Cao 1999; Bohm e Schlesier, 2004), B-caroteno, valor peroxido e TOSC,
também podem ser usados para avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais
(Roginsky e Lissi, 2005; Singh e Singh, 2008; Niki, 2010). O método de Folin-Ciocalteu (Folin e
Ciocalteu, 1927) também pode ser usado como ferramenta para avaliar a capacidade
antioxidante de extratos na medida em que permite quantificar a concentracao total de
compostos fendlicos numa amostra, e uma vez que existe uma relacao direta entre a
concentracao de fenois e a capacidade antioxidante (Stratil et al., 2007).

Com base nas reacoes quimicas envolvidas, os ensaios de capacidade antioxidante podem
ser divididos em duas categorias de métodos, uma em que os métodos se baseiam na
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) e outra em que os métodos tém por base a
transferéncia de eletroes (ET). Os ensaios baseados em ET envolvem uma reacao redox, em
que o oxidante funciona como indicador do final da reacao. Nos ensaios que tém por base HAT
utiliza-se um radical livre sintético, um composto oxidavel e um antioxidante. Ambas as
categorias sao usadas para medir a capacidade de remocao de um radical (ou oxidante), e nao
a capacidade antioxidante da amostra (Huang et al., 2005).

De todos os métodos que podem ser usados para avaliar a capacidade antioxidante de
compostos naturais e sintéticos, apenas sera feita referéncia aos que se apresentam descritos

nos objetivos especificos desta tese.
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1.5.1.3.1 Método ABTS

Este método foi descrito em 1993 (Miller et al., 1993) e tem aplicacao na determinacao
da capacidade antioxidante tanto em produtos alimentares como extratos de plantas e
compostos puros (Prior e Cao, 1999; Antolovich et al., 2002; Roginsky e Lissi, 2005; Yoo et al.,
2007). O acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) é um composto
quimicamente estavel, solivel em agua e que se apresenta incolor na forma reduzida. Pode
ser convertido no catido radicalar estavel (figura 1) de cor azul-esverdeada ABTS®* (forma
oxidada), por reacbes de oxidacdo com radicais organicos ou inorganicos e espécies nao
radicalares como por exemplo espécies de cloro e bromo (Erel, 2004).

A oxidacdo de ABTS pode também ser conseguida por via enzimatica na presenca de, por
exemplo, peroxidases ou através da utilizacdo de proteinas nao enzimaticas contendo grupos
heme como na metamioglobina e meta-hemoglobina (Prior e Cao 1999). Oxidantes como o
dioxido de manganés e persulfato de potassio podem também ser usados para produzir o
radical ABTS®" (Osman et al., 2006%). O radical ABTS*" pode ainda ser gerado por meios
eletroquimicos. Um outro método consiste na producao fotoquimica a partir de solucoes
aquosas de ABTS, por incidéncia de radiacao ultravioleta (UV) a 254 nm (Lee et al., 2008), no
entanto este método é influenciado pelo pH da solucao utilizada, bem como pela presenca de
oxigénio dissolvido (Re et al., 1999; Arts et al., 2004; Bohm e Schlesier, 2004; Osman et al.,
2006°). Apds a mistura de amostra com a solucdo de ABTS®, a reacdo completa-se geralmente
apos um periodo de 1 min (Lee et al., 2008).

0 método de ABTS é aplicado na determinacao da capacidade antioxidante em compostos
hidrofilicos e lipofilicos (Pannala et al., 2001; Luo et al., 2011%). Quando o ABTS®* é misturado
com uma substancia capaz de ceder electrées, é reduzido a sua forma original (ABTS incolor),
ao passo que a substancia é oxidada. Esta caracteristica € o principio basico dos métodos que
usam o ABTS (Erel, 2004; Roginsky e Lissi, 2005; Osman et al., 2006"; Singh e Singh, 2008).

-O3S S S 803- A ~ -O3S S S
Oxidacao
ll\l l\ll Reducéo N* N

| |
C,Hs CoHs C,Hs CoHs

-+
ABTS ABTS

Figura 1: Representacdo das estruturas dos compostos ABTS e ABTS®".

O ABTS®* apresenta bandas de absorcao com maximos aos comprimentos de onda de 414,
645, 650, 734, 805, e 820 nm, ao passo que o ABTS apresenta absorcao maxima a 342 nm. A
capacidade relativa dos antioxidantes dadores de atomos de hidrogénio, em impedir a
acumulacao de radicais ABTS®*, pode ser medida espectrofotometricamente a 414 ou 734 nm.
A monitorizacao do ABTS*" a 414 nm resulta em limites de detecao baixos. As interferéncias
de compostos das amostras sdo minimizadas efetuando leituras de absorvéncia a 734 nm (Re
et al., 1999; Antolovich et al., 2002; Labrinea e Georgiou, 2004).
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Alguns antioxidantes sao capazes de retardar a formacao de ABTS®* e outros de remove-lo
dando origem a outros radicais. No entanto, podem existir compostos antioxidantes capazes
de exercer as duas funcées (Bohm et al., 2004).

No método ABTS é usual usar-se como padrao o Trolox (figura 2A) ou o acido ascorbico,
(Pannala et al., 2001). Os resultados do método de ABTS podem ser expressos por comparagao
com concentracoes conhecidas destes dois compostos. No caso do Trolox os resultados sao
expressos como valor TEAC. O TEAC é igual a concentracao milimolar de uma solucao de
Trolox que apresenta capacidade antioxidante equivalente a uma solucao 1,0 mM da
substancia a ser investigada. Ou seja, reflete a capacidade relativa de um antioxidante em
remover o ABTS®*, comparada com a do Trolox. No entanto, o valor de TEAC depende do
tempo de incubacdo e da diferenca entre a concentracdo de ABTS®* e a quantidade de
amostra (Antolovich et al., 2002; Yoo et al., 2007; Singh e Singh, 2008). O valor TEAC pode
nao se correlacionar exatamente com a capacidade antioxidante, por exemplo, o composto
Crisina (figura 2B), possui um valor de TEAC alto ao passo que a capacidade antioxidante é
relativamente baixa. Esta situacao deve-se ao facto de que da reacao com a Crisina forma-se
um radical que reage rapidamente com uma segunda molécula de ABTS**, contribuindo assim
para o valor de TEAC (Arts et al., 2004). O TEAC tem como vantagens o facto de permitir o
estudar o efeito do pH sobre os mecanismos antioxidantes e nao ser afetado pela forca idnica
(Prior et al., 2005).

CH,
HO 0
OH
HaC 0~ CH,3
CH,

(A) (B)

Figura 2: Representacao das estruturas do Trolox (A) e Crisina (B)

A vantagem do método ABTS consiste na sua relativa simplicidade, no entanto, a pequena
seletividade do ABTS®* é uma limitacdo do método, uma vez que, o radical ABTS®** reage com
qualquer composto aromatico hidroxilado, independentemente da sua real capacidade

antioxidante (Roginsky e Lissi, 2005).

1.5.1.3.2 Método DPPH

Este método foi descrito por Blois em 1958 (Blois, 1958) e usa o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH®) (figura 3), de cor violeta e estavel, para se avaliar a capacidade
antioxidante de produtos naturais e compostos puros. A estabilidade do radical é resultado da
deslocalizacao do eletrao livre sobre parte da molécula (lonita, 2003; Molyneux, 2004; Villaho

et al., 2007). Esta deslocalizacao é responsavel pela cor violeta intensa, idéntica a de KMnO,.
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O DPPH* é caracterizado por possuir um espectro de UV-visivel, com maximo de absorcao,
entre os 515 - 520 nm. O anido (DPPH™) pode também ser oxidado a radical DPPH. Na sua
forma reduzida (2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H)), apresenta uma cor amarelo-laranja
(lonita, 2003).

Dado que o DPPH* pode ser armazenado, pois nao dimeriza nem reage com o oxigénio,
apesar de sofrer alguma degradacdo, é importante na investigacdo, em particular na
determinacao de propriedades antioxidantes de aminas, fenois (Beh et al., 2012), compostos
naturais em extratos de plantas, farmacos e produtos alimentares (lonita, 2003; Scalzo,
2008).

O radical livre DPPH possui a capacidade de abstrair hidrogénios, originando como
produto DPPH-H, com a perda da cor violeta, ou seja, a reacdo de transferéncia do protao
causa um decréscimo na intensidade de absorcao e a solucao perde a cor inicial. Deste modo,
a adicao de um antioxidante resulta numa diminuicao de absorvéncia proporcional a
concentracao e atividade do composto antioxidante (lonita, 2003; Molyneux, 2004; Villano et
al.,2007; Scalzo, 2008; Locatelli et al., 2009). A equacao 7 e a figura 3 representam a reacao

do radical DPPH com uma molécula dadora de protdes (AH).

AH + DPPH" — DPPH-H + A® (7)

onde DPPH-H é a forma reduzida do DPPH® e A® um radical livre que pode reagir em seguida
com outro radical, produzida numa reacao paralela, originando um composto nao radicalar. A
figura 3 ilustra um exemplo da reacdo dada pela equacao 7. Analisando a estrutura do DPPH®
(figura 3), é de esperar que este possa reagir com outro radical livre de trés modos
diferentes: pela ligacao aos atomos de nitrogénio do radical; por ligacao na posicao para do
anel fenil ou por ligacao no substituinte picril (Molyneux, 2004).

No método de DPPH o mecanismo reacional entre os antioxidantes e o DPPH*® depende da
conformacao estrutural do antioxidante (Bondet et al., 1997; Molyneux, 2004). Ha compostos
quimicos como, por exemplo, o o-metoxifenol, que reagem reversivelmente com o radical
DPPH o que pode originar valores anormalmente baixos de capacidade antioxidante (Huang,
et al., 2005).
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Figura 3: Radical livre DPPH e respetivas estruturas de ressonancia na presenca de um composto dador
de atmos de hidrogénio (A-H). llustracao da reacao dada pela equagao 7.

Um parametro introduzido na interpretacdo dos resultados do método DPPH é a
concentracao “eficiente” ou valor ECsy, definida para este método como a concentracdao de
amostra que reduz em 50 % a atividade inicial do DPPH®, medida pela cor. Nesta situacao,
quanto maior a capacidade antioxidante, menor é o valor de ECs, (Molyneux, 2004). Os
resultados sdo geralmente apresentados em termos de percentagem de captacao de DPPH*

(Q), por vezes designado como a percentagem de inibicao, que é dado pela equacao 8:

_ (Absg-Abs.)
Q= —Abs x100 8)

onde Abs, € a absorvéncia inicial da amostra e Abs, é a absorvéncia da amostra passado um
determinado tempo de reacao (Molyneux, 2004; Villaho et al.,2007; Locatelli et al.,2009).

Os padroes mais usados no método de DPPH sao o acido ascorbico e a-tocoferol. No
entanto pode também ser usado o Trolox, usado inicialmente apenas para o método ABTS
(Molyneux, 2004; Villano et al., 2007).

No que diz respeito ao tempo de realizacdao do método, originalmente foi recomendado
um tempo de reacao de 30 minutos (Blois, 1958), no entanto pode-se acompanhar a reacao
até que esta termine (Molyneux, 2004; Katalinic et al., 2006). Relativamente ao solvente a
ser utilizado, o método funciona igualmente bem com metanol ou etanol, nenhum dos quais
apresenta interferéncias com a reacao (Molyneux, 2004). O método DPPH tem como vantagem
a simplicidade e rapidez (Prior et al., 2005). A principal desvantagem é que varios fatores
podem influenciar o método e a interpretacao dos dados experimentais, tais como, por
exemplo, o solvente usado, o pH do meio, a concentracao de DPPH® e das amostras e a
sobreposicao dos espetros das amostras com o espetro do DPPH (Prior et al., 2005; Locatelli
et al., 2009).
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O método de DPPH pode ser usado na previsao da estabilidade oxidativa de oleos,
considerando os valores iniciais de absorvéncia do DPPH, a taxa de formacao de radicais
livres, a concentracao inicial de compostos antioxidantes e o tempo de oxidacao necessario

para o consumo dos antioxidantes (Lee et al., 2007).

1.5.1.3.3 Valor peréxido

Os oleos e lipidos dos alimentos sofrem auto-oxidacdo quando em contato com o ar,
durante as etapas de processamento, transporte e armazenamento, o0 que causa a
deterioracao do sabor, odor, cor, textura, aparéncia e também uma diminuicdo do valor
nutricional dos alimentos (Setiowaty et al., 2000).

Lipidos, como acidos gordos polinsaturados livres e colesterol sao alvos faceis para os
radicais livres. A peroxidacao lipidica induz perturbacdes e alteracées nas membranas
bioldgicas e os produtos secundarios da peroxidacao lipidica podem provocar alteracées em
biomoléculas tais como, proteinas e ADN, resultando num eventual desenvolvimento de varias
doencas. Assim, é fundamental o uso de antioxidantes para reduzir a peroxidacao lipidica
(Niki, 2010). Além disso as alteracdes de sabor e toxicidade nos alimentos sao resultado dos
produtos secundarios das reacoes de oxidacao dos lipidos (Antolovich et al., 2002).

O valor peroxido (VP) consiste na concentracao de perdxidos em miliequivalentes por
1000 g de amostra, que oxidam iodeto de potassio em solucdo (Strochkova et al., 2001). O VP
surge assim como uma caracteristica da qualidade dos 6leos e gorduras alimentares, e além
disso permite quantificar a quantidade de hidroperdxidos e peroxidos de oxigénio em gorduras
e oleos. O VP aumenta durante a fase de propagacao e depois decresce na fase de terminacao
da oxidacao lipidica (Setiowaty et al., 2000; Antolovich et al., 2002; Laguerre et al., 2007).

0 método de referéncia para a determinacao do VP, consiste no método da American Oil
Chemists’ Society (Official Methods and Recommended Practices of the American Oil
Chemists’ Society, 1997).

0 valor peroxido € um método iodométrico que usa como solvente uma mistura de acido
acético com isooctano ou cloroférmio. A primeira fase do método consiste na reacao de
oxidacao de Kl, que deve estar em excesso, com os hidroperdxidos e peroxidos de oxigénio
presentes na amostra. A segunda etapa consiste na titulacdo volumétrica dos anides triiodeto
libertados com o tiossulfato de sodio usando como indicador uma solucdo de amido (Setiowaty
et al., 2000; Strochkova et al., 2001; Antolovich et al., 2002).

O método pode ser aplicado na avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos
quimicos ou extratos de plantas durante o inicio da oxidacao lipidica. A capacidade
antioxidante é verificada através de uma reducao na oxidacao, isto € do valor peroxido em
relacio a amostra controlo que nao possui antioxidante (Antolovich et al., 2002). As
limitacoes do método sdo nomeadamente a falta de sensibilidade e seletividade, a possivel
incorporacao de iodo nas ligacoes insaturadas o que conduz a resultados mais baixos, a

oxidacao do iodeto pelo oxigénio dissolvido e as variagdes na reatividade com os diferentes
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peroxidos e hidroperdxidos (Antolovich et al., 2002; Laguerre et al., 2007). A exposicao a luz
e a temperatura podem levar a decomposicao de hidroperdxidos o que afeta os resultados
(Strochkova et al., 2001).

1.5.1.3.4 Método de Folin-Ciocalteu

Os compostos fendlicos sao um grupo complexo, mas importante, de compostos que
ocorrem naturalmente nas plantas, originarios do metabolismo secundario destas (Harnly et
al., 2007). Possuem diversas propriedades biologicas como, por exemplo, atividade
antioxidante, anti-cancerigena (Jin e Mumper, 2010), protecao cardiovascular (Wijngaard et
al., 2009) e anti-inflamatodria (Zhang et al., 2011). As plantas sintetizam estes compostos
através do seu metabolismo secundario como resposta ao stress induzido pelo ataque de
microrganismos, predadores e também como resposta aos niveis de radiacao UV (Khoddami et
al., 2013).

0 método de Folin-Ciocalteu (Folin e Ciocalteu, 1927) é o mais usado na determinacao da
concentracao total de compostos fenolicos (Stratil et al., 2007). A quantificacao de compostos
fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu envolve a oxidacdo de fendis em meio basico
pelo reagente de Folin-Ciocalteu de cor amarela. Este reagente consiste na mistura dos acidos
fosfomolibdico (H;PMo,,04) e fosfotingstico (H;W;,04). Da reacao de oxidacao resulta um
composto de cor azul (molibdotungstofosfato), cuja absorcdo maxima é diretamente
porporcional a composicao quantitativa de compostos fendlicos (Ilkawa et al., 2003; Cicco et
al., 2009).

Este método baseia-se na transferéncia de eletrées do composto antioxidante para o
agente oxidante, que neste caso é o reagente de Folin-Ciocalteu, e no correspondente
aumento de absorvéncia a 750 nm (Magalhaes et al., 2006).

Esta técnica nao apresenta especificidade na quantificacdo dos diferentes tipos de
compostos fendlicos. Além disso, existem outras substancias que reagem com o reagente de
Folin-Ciocalteu, provocando interferéncias no método, nomeadamente as aminas alifaticas
terciarias, aminoacidos como a tirosina e o triptofano, hidroxilaminas, hidrazinas, certas
purinas, dioxido de enxofre, acido ascorbico, sacarose e diversos agentes redutores organicos
e inorganicos (lkawa et al., 2003; Carbot et al., 2005; Roginsky e Lissi, 2005; Magalhaes et
al., 2006; Remone et al., 2009).

A aplicacao do método de Folin-Ciocalteu requer a realizacao de uma curva de calibracao
para a qual se usam diferentes concentracdes de uma solucao de acido galhico dissolvido em
agua e os resultados sao apresentados em equivalentes de acido galhico (Atoui et al. 2005). A
principal vantagem do método consiste no facto de ser um método sensivel uma vez que se
baseia na formacao de um produto corado (Roginsky e Lissi, 2005).

A formacao de precipitados é a principal desvantagem deste método, podendo ser
minimizados efetuando centrifugacao e filtracao da solucao onde se determina a absorvéncia,

que por vezes podem reduzir a coloracao formada (Cicco et al., 2011).
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1.5.2 Inibicdo da atividade da acetilcolinesterase

1.5.2.1 Acetilcolina (ACh) e acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolina (figura 4) é uma molécula organica que atua como neurotransmissor nas
juncoes neuromusculares, nos ganglios periféricos, no sistema nervoso central e também
como mediador das acoes parassimpaticas do sistema nervoso auténomo (Brady et al., 2012).

A nivel neuronal a ACh é sintetizada nos terminais axonais a partir da acetilcoenzima A
(acetil-CoA) e colina (figura 5), numa reacao catalisada pela colina acetil-transferase (ChAT;
EC 2.3.1.6). A ChAT cerebral é uma proteina globular que é sintetizada no reticulo
endoplasmatico rugoso do corpo celular e depois é transportada para o terminal nervoso onde

permanece concentrada no citoplasma (Purves et al., 2012).
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Figura 4: Estrutura da molécula da acetilcolina.

Apds a sintese de ACh, um transportador vesicular (VAChT) transporta as moléculas de
acetilcolina para dentro de vesiculas, onde permanecem concentradas. A libertacdo de ACh
das vesiculas ocorre nas terminacoes nervosas. Quando se da a despolarizacao do neurénio o
Ca’ entra no terminal pré-sindptico o que promove a fusdo das vesiculas com a membrana
plasmatica do terminal axonal, provocando a libertacdo da ACh para a fenda sinaptica por
exocitose. O Ca®" intracelular é depois captado pelas mitocondrias ou removido do terminal
por bombas de calcio (Purves et al., 2012). A acetil-CoA é sintetizada nas mitocondrias a
partir do piruvato obtido a partir da glucose (glicolise) e depois é transportada para o
citoplasma onde depois € usada na sintese de ACh (Martini et al., 2012).

A colina pode ser encontrada no plasma uma vez que os tecidos nao neuronais podem
sintetizar colina a partir da reacao de metilacao de etanolamina. No entanto a colina nao
atravessa a barreira hematoencefalica, e a maior fonte de colina deriva da hidrélise de
acetilcolina pela acetilcolinesterase na fenda sinaptica. O transporte de colina para os
terminais nervosos pode efetuar-se através de dois sistemas, um em que o transportador
apresenta elevada afinidade para a captacao de colina e é dependente de Na* e Cl' e um
segundo sistema de transporte em que o transportador possui baixa afinidade para a captacao
de colina e é independente de Na* e Cl" (Purves et al., 2012; Brady et al., 2012).

A ACh pode exercer os seus efeitos através de dois recetores. Os recetores nicotinicos
(nAChRs) que sao canais cationicos nao seletivos e os recetores muscarinicos (mAChRs), que

sdo recetores metabotropicos (Purves et al., 2012).
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Figura 5: Esquema representativo do metabolismo da acetilcolina. AChE- acetilcolinesterase, VAChT-
transportador vesicular de acetilcolina, ChAT- colina acetil-transferase, HAChU- transportador de colina
de elevada afinidade, nAChRs- recetores nicotinicos da acetilcolina e mAChRs- recetores muscarinicos
da acetilcolina (adaptado de Purves et al., 2012).

A acetilcolina é removida das sinapses através da hidrolise enzimatica pela
acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7), uma hidrolase de serina que pertence a familia de
proteinas a/B hidrolases (Legary, 2000). A AChE possui uma atividade catalitica elevada (cerca
de 5000 moléculas de ACh por molécula de AChE, por segundo), o que provoca uma rapida
diminuicao da concentracao de ACh, que é convertida em acetato e colina (Squire et al.,
2008).

A AChE é encontrada principalmente nas juncoées neuromusculares e sinapses colinérgicas
dos sistemas nervoso central e periférico (Purves et al., 2012). No entanto, também pode ser
encontrada nos eritrocitos e células da placenta (Silman e Sussman, 2005). Além da sua
funcao tradicional, esta também envolvida na adesao celular, ativacao de neurodnios
dopaminérgicos, regulacdao da apoptose e formacao das fibras B-amiloide (Soreq et al., 2001;
Johnson e Moore, 2006).

A AChE possui uma variedade de formas moleculares que apresentam a mesma subunidade
catalitica e que podem ser geradas por trés processos: splicing alternativo de um Unico gene,
oligomerizacao das subunidades cataliticas e associacdes com subunidades nao cataliticas
(Chatonnet e Lockridget, 1989; Dvira et al., 2010).

As varias formas de AChE presentes nos 6rgaos elétricos das espécies Torpedo californica
(TcAChE) e Electrophorus electricus (EeAChE) sdo estruturalmente semelhantes as formas
presentes nos vertebrados e podem ser divididas em duas classes (figura 6) designadas por

formas globulares (G) e assimétricas (A) (Sussman e Silman, 1992; Legary, 2000). As formas
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globulares sao constituidas por mondmeros (G1), dimeros (G2) e tetrameros (G4), estruturas
com uma, duas ou quatro subunidades cataliticas, respetivamente. As formas assimétricas
possuem uma cauda de colagénio e sao constituidas por quatro (A4), oito (A8) ou doze (A12)
subunidades cataliticas. As formas multiméricas sdo mantidas juntas por ligacées covalentes

dissulfureto (Mimori et al., 1997; Bourne et al., 1999; Rakonczay, 2003; Tripathi e Srivastava,

2008; Gorfe et al., 2009; Brady et al., 2012).

A4

Figura 6: Representacao das diferentes formas de AChE presentes nos vertebrados, G representa as
formas globulares e A as formas assimétricas com as respetivas caudas de colagénio. (adaptado de
Legary, 2000;).

A enzima AChE pode existir na forma solivel e no cérebro humano as formas de AChE mais
abundantes sao a G4 e G1 sendo que a G4 é a principal forma responsavel pela degradacao da
acetilcolina, e na doenca de Alzheimer existe uma perda seletiva da AChE membranar na
forma G4, apesar da forma G1 se manter inalterada (Chatonnet e Lockridget, 1989;
Rakonczay, 2003; Houghton et al., 2006; Tripathi e Srivastava, 2008).

A estrutura atomica tridimensional da AChE foi descrita em 1991 (Sussman et al., 1991),
usando-se como modelo a TcAChE. Na figura 7 encontra-se representada a estrutura da
acetilcolinesterase humana (hAChE), que é idéntica a da TcAChE (Kim et al., 2011). O sitio
ativo da AChE é composto por cinco sitios de ligacao, assim pode ser observada uma abertura
oxianionica (AO) que é formada pelos aminoacidos Gli 121, Gli 122 e Ala 204 e cuja funcao é a
de estabilizar o estado de transicao do substrato através de ligacoes de hidrogénio, e um sitio
esteratico (SE) que é composto pela triade catalitica Ser 203, His 447 e Glu 334 e cuja funcao
€ a de catalise enzimatica. Um outro local de ligacao do substrato é o sitio anionico (SA), que
¢é formado pelos aminoacidos Trp 86, Tyr 133, Tyr 337 e Phe 338 e cuja funcao é a de ligar a
parte de amonio quaternaria da ACh e de outros ligandos ao sitio catalitico através de
interacoes cationicas com os eletrées m dos grupos aromaticos. Os outros dois sitios de ligacao

que podem ser encontrados na AChE sao o sitio de ligacdo acilo (SAc), formado por Phe 295 e
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Phe 297 e que é responsavel pela ligacao do grupo acetilo da Ach e também pela seletividade
do substrato. Pode ser encontrado ainda o sitio anionico periférico (SAP) constituido por Tyr
72, Asp 74, Tyr 124, Trp 286 e Tyr 341, que se situa em torno da entrada do sitio catalitico e
que tem como funcao acelerar a hidrolise da acetilcolina quando esta se encontra em baixas
concentracdes (Sussman et al., 1991). Como a catalise se inicia apos a ligacao temporaria do
substrato ao SAP, este local de ligacao pode também funcionar como sitio de ligacdao para
inibidores competitivos e nao competitivos da AChE, dificultando a entrada de acetilcolina
para o sitio catalitico. Concentracoes elevadas de substrato vao também provocar inibicao
enzimatica por ligacdo ao SAP uma vez que pode ocorrer as seguintes situacdes: bloqueio
fisico da entrada de moléculas adicionais de substrato, repulsao entre as moléculas de
substrato ou alteracées conformacionais na molécula de proteina por interacao entre os sitios
catalitico e periférico (Sussman et al., 1991; Johnson e Moore, 2006; Dvira et al., 2010;

Kozurkova et al., 2011).

Figura 7: Representacdo da estrutura tridimensional da acetilcolinesterase humana (hAChE). Na
imagem ¢é possivel observar-se as cadeias hélice a e folha B da enzima (adaptado de Protein Data Bank
ID: 1B41; http://www.rcsb.org).

1.5.2.2 Acetilcolinesterase na doenca de Alzheimer (DA)

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva relacionada
com a idade que apresenta uma prevaléncia estimada em 36 milhdes de pessoas em todo o
mundo (Hu et al., 2013). E caracterizada clinicamente pela perda progressiva das capacidades
cognitivas tais como, por exemplo, memoria, atencdo, competéncias linguisticas e
habilidades intelectuais (van der Beek e Kamphuis, 2008; Samadi et al., 2010). No entanto,
caracteristicas como alteracées comportamentais e de personalidade, desorientacao,
depressao e dificuldades em atividades diarias também fazem parte dos sintomas observados
em pessoas com DA (Paula et al., 2009; Piaceri et al., 2012).

Em termos neuropatologicos a DA é caracterizada pela presenca de placas senis

extracelulares formadas por agregados de péptidos amiloides (AB4;), emaranhados
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intraneuronais formados por agregacdes de proteinas tau hiperfosforiladas, perda de
neuronios colinérgicos do prosencéfalo basal, reducdo nos niveis de colina acetil-transferase e
de neurotransmissores, tais como a acetilcolina, serotonina e noradrenalina (van der Beek e
Kamphuis, 2008; Paula et al., 2009; Foster et al., 2012; Martin et al., 2013; Teles et al.,
2013). Mutacdes no gene precursor da PPA (cromossoma 21), no gene da presenilina 1
(cromossoma 14) e no gene da presenilina 2 (cromossoma 1) sao responsaveis pela
hereditariedade autossomica dominante da DA (Williams et al., 2003).

Apesar dos varios fatores importantes na patologia da doenca de Alzheimer, a sua
etiologia ainda é pouco compreendida e como tal muitas hipoteses tém surgido relativamente
a fisiopatologia da DA, nomeadamente a hipotese B-amiloide (Wilquet e Strooper, 2004;
Randall et al., 2010), hipdtese tau (Maccioni et al., 2010), hipotese inflamatodria (Heneka et
al., 2007), hipdtese vascular (Milionis et al., 2008), hipotese do colesterol (Mohandas et al.,
2009; Liu et al., 2013), hipdtese do stress oxidativo (Smith e Perry, 1995; Pratico, 2002; Roy e
Rauk, 2005), hipotese glutamatérgica (Mohandas et al., 2009) e hipotese colinérgica
(Contestabile, 2011; Craig et al., 2011). De todas as hipoteses, apenas a hipotese colinérgica
explica a relacao entre os niveis de acetilcolina e o papel da acetilcolinesterase no
desenvolvimento da DA. Segundo esta hipotese (Contestabile, 2011), a doenca de Alzheimer é
resultado da perda da atividade colinérgica no sistema nervoso central, geralmente associada
com a reducdo dos niveis de acetilcolina nas fendas sinapticas por acdo da
acetilcolinesterase. Também ha perda da atividade da enzima colina acetil-transferase
envolvida na sintese de acetilcolina, bem como a perda dos recetores nicotinicos, mas nao
dos muscarinicos, da acetilcolina. A perda de atividade colinérgica vai ser responsavel pelos
sintomas de disfuncao e cognitivos caracteristicos da DA (Contestabile, 2011; Craig et al.,
2011).

De acordo com a hipotese B-amiléide (Randall et al., 2010), os péptidos AB,, também
podem inibir a sintese da acetilcolina e como tal reduzir a neurotransmissao colinérgica
(Dawbarn et al., 2007). O sistema colinérgico também pode exercer um impacto sobre o
processamento de proteina precursora amildide, inibindo a producao de péptidos AB
amiloidogénicos por inibicao da B-secretase, e pode também inibir as enzimas responsaveis
pela fosforilacao da proteina tau. Estes factos permitem estabelecer uma ligacao entre as
hipoteses colinérgica, tau e B-amildide (Auld et al., 2002; Yan et al., 2004; Mohandas et al.,
2009).

0 sistema colinérgico desempenha um papel importante na doenca de Alzheimer e devido
ao nivel baixo de acetilcolina no cérebro de pessoas com DA, o uso de inibidores de
colinesterase como terapia de reposicao colinérgica tem permitido restaurar o equilibrio
colinérgico através do aumento dos niveis de acetilcolina e da funcao dos seus recetores
(Upadhyaya et al., 2010). Na doenca de Alzheimer os inibidores da AChE permitem aumentar
a ACh disponivel através da inibicao da hidrolise enzimatica pela AChE (Giacobini, 2004). O
inibidor ideal de colinesterase deve ser especifico para a regiao cerebral (cortex cerebral e

hipocampo) e deve apresentar efeitos minimos sobre o sistema colinérgico periférico e
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também auséncia de toxicidade (Cokugras, 2003; Giacobini, 2004).

Alguns dos inibidores da acetilcolinesterase usados no tratamento sintomatico de pessoas
com a DA sdo: Tacrina (Cognex®); Donepezil (Aricept®); Rivastigmina (Exelon®) e a
Galantamina (Reminyl®) que é um alcaloide natural obtido a partir da planta Galanthus
nivalis. Os compostos naturais Huperzina A (alcaloide isolado a partir da planta Huperzia
serrata) e Eserina (alcaldide isolado a partir da planta Physostigma venenosum), também
podem ser usados na inibicao da AChE (Liston et al., 2004; Mehta et al., 2012; Bajda et al.,
2013; Szymanski et al., 2013). A Huperzina A também se liga aos recetores N-metil-D-
aspartato (NMDA). A memantina (Axura®), um farmaco que nado pertence a classe dos
inibidores de colinesterase, também é usado no tratamento sintomatico da DA, atuando
através do bloqueio dos recetores NMDA prevenindo assim a morte neuronal (Coleman et al.,
2008; Ma e Gang, 2008; Hu et al., 2013). No entanto os inibidores de AChE além da curta
duracao dos efeitos apresentam desvantagens nomeadamente alguns efeitos secundarios
como, por exemplo, nauseas, vomitos, diarreia, insdnias, anorexia, convulsdes e
hepatotoxicidade (Mehta et al., 2012). A Tacrina é um exemplo de composto que raramente é
utilizado devido a hepatotoxicidade que apresenta (Zeiger et al., 1997), assim como o
Metrifonato, um composto que também pode ser usado como inibidor da AChE, mas que nao é
utilizado devido a efeitos secundarios relacionados com fraqueza muscular (Holden e Kelly,
2002; Racchi et al., 2004; Mehta et al., 2012). Devido ao facto de os inibidores de AChE
apresentarem efeitos adversos e de existirem poucos farmacos para o tratamento dos
sintomas da doenca de Alzheimer, torna-se assim fundamental a pesquisa de novos compostos
para o tratamento sintomatico da DA (Mukherjee et al., 2007; Kumar et al., 2010; Chaiyana
et al., 2012).

Muitas plantas e os seus constituintes sao usados na medicina tradicional para melhorar a
funcao cognitiva e aliviar os sintomas da DA (Adewusi et al., 2010). Galantamina e Donepezil
sao exemplos de farmacos com origem natural direta ou indireta usados para esse efeito,
demonstrando assim a importancia da natureza como fonte de novos compostos bioativos que
podem ser usados no seu estado natural, ou entao como bases para desenvolvimento de
outros farmacos no tratamento da DA. Na medicina tradicional é comum usar-se misturas de
plantas e neste caso os compostos podem atuar em sinergia com outros compostos da mesma
planta ou entdo com compostos de outras espécies de plantas (Howes et al., 2003; Ferreira et
al., 2006; Mukherjee et al., 2007; Fallarero et al., 2008; Adewusi et al., 2011%; Adewusi et
al., 2011°; Chaiyana e Okonogi, 2012; Sharififar et al., 2012).

As cumarinas sao exemplos de compostos que podem ser encontrados em varias espécies
de plantas e que apresentam uma ampla gama de atividades biologicas (Anand et al., 2012).
As cumarinas naturais e sintéticas podem apresentar capacidade em inibir a enzima AChE, um
exemplo é a Ensaculina, um derivado de cumarina que retarda ou impede a progressao da

neurodegeneracao na doenca de Alzheimer (Fallarero et al., 2008; Razavi et al., 2013).
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Os inibidores da AChE, além da acao terapéutica no tratamento sintomatico da DA,
também podem ter outras aplicacbes como, por exemplo, na agricultura onde podem ser

usados como inseticidas (Houghton et al., 2006).

1.5.2.3 Determinacao dos parametros cinéticos K, € Vinax

A maioria das enzimas sao proteinas com funcdes cataliticas, que podem ser sintetizadas
pelas células animais, vegetais e também pelos microrganismos (Payan, 2004). No entanto
existe acido ribonucleico (ARN) que também pode desempenhar funcées cataliticas (Johnston
et al., 2001).

Nas reacoes quimicas as enzimas vao aumentar a velocidade com que se atinge o estado
de equilibrio da reacdo, sem afetar o estado de equilibrio e sem serem gastas durante a
reacao. Também facilitam a formacao e a estabilizacao dos estados de transicao (Quintas et
al., 2008). A complexidade da estrutura das enzimas determina a sua especificidade em
relacdo ao substrato e as reacoes que catalisam (Tymoczko et al., 2010).

A reacao enzimatica pode ser descrita em termos gerais pela equacdao 9, em que E
corresponde a enzima, S ao substrato, P ao produto, ES ao complexo enzima-substrato e EP
ao complexo enzima-produto. Os complexos ES e EP designam-se por intermediarios da

reacao enzimatica, e a equacao 9 pode ser simplificada de acordo com a equacao 10.

E+S = ES = EP>E+P )
kg

E+S = ES SE +P (10)
k_4

Em 1913, Leonor Michaelis e Maud L. Menten (Michaelis e Menten, 1913) demonstraram
que a velocidade inicial de uma reacao enzimatica varia com a concentracao de substrato e

propuseram a equacao 11 para a velocidade inicial de uma reacao enzimatica.

[S]

Vo = Vinax X TT+K.

(11)

onde V, é a velocidade inicial da reacao enzimatica; V..« a velocidade maxima da reacao
enzimatica, [S] a concentracao de substrato e K,, a constante de Michaelis que é definida pela
equacao 12, onde kq, k 4 e k, sao as constantes de velocidade da equacao 10 (Voet e Voet,
2011).

ko1 +ky

Km= K

(12)

A equacao 11, denominada equacao de Michaelis-Menten, descreve uma hipérbole (figura
8), onde é possivel observar que a constante de Michaelis corresponde a concentracao de

substrato a qual se atinge metade da velocidade maxima da reacao enzimatica.
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O valor de K, depende do substrato e das condicoes de reacao como, por exemplo pH,
temperatura e forca ionica, e traduz a afinidade da enzima para o substrato desde que k_, >
k,. Para valores elevados a afinidade é baixa e para valores baixos a afinidade é alta. A V.« €
atingida para concentracoes elevadas de substrato, ou seja, quando toda a enzima esta ligada
ao substrato, e como tal depende neste caso da concentracao da enzima livre (Murray et al.,
2009).

Vo
Vmax -
- -
- g =
-
™
Vmax/2 w
.
ok —— 1 L 1 L ~
0 Kem [S]

Figura 8: Representacdo grafica da hipérbole descrita pela equacao de Michaelis-Menten. V, é a
velocidade inicial da reacdo enzimatica, Vm.x a velocidade maxima da reacdo enzimatica, [S] a
concentracao de substrato e K, a constante de Michaelis (adaptado de Voet et al., 2011).

A determinacdo dos parametros cinéticos K, e V.. pode ser feita através da
representacao grafica da equacao de Michaelis-Menten, contudo este método de calculo de
Kn € Vmax apresenta como principal desvantagem o facto de que nao ser facil estimar
corretamente os valores dos parametros cinéticos com exatidao. O processo mais facil de
determinar os parametros cinéticos consiste na linearizacao da equacao de Michaelis-Menten.
0 método de linearizacao mais utilizado é o de Lineweaver-Burk (Lineweaver e Burk, 1934;
Voet et al., 2011). A figura 9 representa a linearizacao de Lineweaver-Burk.

A linearizacao de Lineweaver-Burk (equacao 13) consiste na invercao da equacao de
Michaelis-Menten (equacao 11). Apesar de ser mais facil obter os parametros cinéticos através
do método de Lineweaver-Burk, este método apresenta como principal desvantagem a
distorcao do erro experimental para valores pequenos de V,, cujos erros experimentais
mesmo sendo pequenos na linearizacao se traduzem em erros enormes em relacao ao eixo das
ordenadas (Quintas et al., 2008; Voet et al., 2011; Bisswanger, 2011).

Xt (13)
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Figura 9: Representacao grafica da linearizacao de Lineweaver-Burk. V, é a velocidade inicial da reacao
enzimatica, Vnax a velocidade maxima da reacdo enzimatica, [S] a concentracdo de substrato, m o
declive da reta e K, a constante de Michaelis (adaptado de Bisswanger, 2011).

1.5.2.4 Métodos para avaliar a atividade e inibicao da AChE

Os métodos qualitativos e quantitativos que permitem avaliar a atividade e inibicdo da
AChE podem ser usados na indlstria farmacéutica, na pesquisa de compostos para o
tratamento dos sintomas da doenca de Alzheimer e também no controlo alimentar e do meio
ambiente, em particular na monitorizacao da potencial exposicao a pesticidas
organofosforados ou carbamatos e toxicos com acao neuronal (Miao et al., 2010; Pohanka et
al., 2011).

Existem varios métodos que permitem determinar a atividade e inibicdo da enzima AChE.
Os métodos podem ser colorimétricos, em que podem ser usadas técnicas de espectroscopia
ultravioleta-visivel (UV/VIS) como, por exemplo, o método de Ellman (Ellman et al., 1961).
Também podem ser usadas técnicas com base em nanoparticulas coloidais de ouro (Au)
(Pavlov et al., 2005), técnicas fluorométricas (Rhee et al., 2003%) e de espectrometria de
massa (Miao et al., 2010). Podem ser também usados métodos cromatograficos como, por
exemplo, a cromatografia em camada fina (Marston et al., 2002; Giovanni et al., 2008; Yang
et al., 2011), cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao por espectrometria de
massa (Ingkaninan et al., 2000; Jong et al., 2006; Mroczek et al., 2009) e cromatografia em
fase gasosa com detecao por espectrometria de massa (Berkov et al., 2008).

Métodos com base em técnicas eletroquimicas, radiométricas, calorimétricas, de
quimioluminescéncia e de eletroforese capilar podem também ser usados para avaliar a
inibicao da enzima AChE, assim como dispositivos tais como, por exemplo, biossensores e
chips (Birman, 1985; Milkani et al., 2011; Cuarteroa et al., 2012; Pundir e Chauhan, 2012;
Silva et al., 2013).
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As atividades biologicas de compostos naturais e sintéticos obtidos com os diferentes
métodos podem ser bastante variaveis. Por exemplo, resultados de inibicao positivos obtidos
com ensaios em microplacas através do método de Ellman podem ser negativos usando o
método de cromatografia em camada fina (Giovanni et al., 2008), tais divergéncias podem ser
resultado das diferencas entre os protocolos experimentais ou entao resultado da interacao
ou dos compostos ou da enzima com a silica da placa cromatografica. Assim a escolha do
método usado no rastreio de potenciais inibidores da AChE é crucial, e o método usado deve
ser rapido, estavel, reprodutivel, barato e simples em termos de execucao (Giovanni et al.,
2008; Silva et al., 2013).

De todos os métodos que podem ser usados para avaliar a atividade e inibicao da AChE em
relacdo a extratos de plantas e compostos de sintese, apenas serao descritos os que se

apresentam descritos nos objetivos especificos desta tese.

1.5.2.4.1 Método de Ellman

0 método de Ellman (Ellman et al., 1961) é muito utilizado, geralmente com algumas
alteracdes relativamente ao método proposto inicialmente. Neste método a AChE hidrolisa a
ACh para produzir tiocolina que por sua vez reage com o reagente de Ellman (DTNB) para
produzir um composto de cor amarela designado por acido 5-tio-2-nitrobenzodico (TNB), cuja
intensidade de cor medida a 412 nm é proporcional a atividade da enzima. A figura 10
representa as reacoes que constituem o principio do método de Ellman (Miao et al., 2010;
Pohanka et al., 2011).

As principais vantagens do método de Ellman sao a sua simplicidade, o rigor, o aumento
continuo da intensidade de cor em funcdo do tempo de incubacdo e o custo relativamente
baixo (Miao et al., 2010). Além disso, pode ser facilmente adaptavel para analisadores
automaticos e para leitores de placas, o que permite o processamento rapido de um grande
numero de amostras. As desvantagens incluem o facto de os grupos tiol (-SH) presentes em
amostras bioldgicas poderem reagir com DTNB e ACh. Em termos experimentais o pH do meio
deve estar compreendido entre 7,8 e 8,0 e a temperatura entre os 25 e 37°C (Miao et al.,
2010; Luo et al., 2011%). Estas condicoes permitem evitar alteracdes na atividade enzimatica
e o aumento da hidrdlise espontanea de substrato a temperaturas elevadas e pH alcalino
(Miao et al., 2010). Os resultados sao afetados quando sao utilizadas amostras coloridas ou
hidrofobicas pelo que estes dois fatores, além de limitar o uso do método, devem ser
eliminados para se evitar resultados incorretos (Ellman et al., 1961; Miao et al., 2010;
Pohanka et al., 2011).
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Figura 10: Representacao das reacdes que constituem o principio do método de Ellman. ACh-
acetilcolina; AChE- acetilcolinesterase; DTNB- acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico); TNB- 5-tio-2-
nitrobenzoato (adaptado de Miao et al., 2010).

1.5.2.4.2 Método bioautografico de cromatografia em camada fina

Este método permite obter informacao rapida sobre a atividade e inibicdo da AChE por
inibidores complexos e mistura de potenciais inibidores contidos nos produtos naturais (Miao
et al., 2010), pelo que é muito usado na pesquisa de potenciais inibidores da AChE presentes
em extratos de plantas (Yang et al., 2011). Ao usar-se a placa de cromatografia os
constituintes presentes nos extratos sao isolados e podem ser detetados diretamente sobre a
placa tanto qualitativa como semi-quantitativamente. Existem duas variantes deste método,
uma tem por base a formacao de uma cor amarela na placa cromatografica que é devido as
reacoes que constituem o principio do método de Ellman (Miao et al., 2010). A outra tem por
base a reacao da AChE com acetato de naftilo e a posterior coloracdo da placa de cor purpura
apos a pulverizacdo com o reagente Fast Blue B salt (figura 11) (Marston et al., 2002). Em
ambos os casos, a presenca de inibidores é observada pelo aparecimento de manchas brancas
na placa cromatografica corada. A segunda variante surgiu devido ao facto de as manchas
brancas serem mais facilmente visiveis numa placa corada de purpura do que de amarelo
(Rhee et al., 2003® Yang et al., 2009).

Ambas as variantes podem dar origem a resultados considerados como falsos-positivos e
no caso da variante que usa o reagente Fast Blue B salt os falsos positivos sao resultado da
inibicao da reacao do a-naftol com o reagente Fast Blue B salt. Nos dois casos pode ocorrer
inativacao da enzima por ligacao a silica da placa o que origina falsos positivos (Giovanni et
al., 2008). Deste modo é fundamental realizar sempre em simultaneo ensaios que permitam

distinguir os falsos positivos (Marston et al., 2002; Yang et al., 2009).
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No caso particular da variante que usa o reagente Fast Blue B salt, o ensaio de detecao
de falsos positivos consiste em pulverizar a placa cromatografica com 1-naftol e Fast Blue B
salt, e o aparecimento de manchas brancas indica falsos positivos (Rhee et al., 2003®; Yang et
al., 2009).

A fim de estabelecer limites de detecao para os métodos cromatograficos, diferentes
concentracoes de inibidores conhecidos da acetilcolinesterase devem ser usadas (Marston et
al., 2002; Yang et al., 2009). A concentracao que produz uma mancha pouco percetivel é
definida como o limite minimo de detecado. A vantagem destes métodos é que sao rapidos e
simples de usar e além disso permitem analisar varios extratos de plantas em simultaneo,
bem como identificar, isolar e purificar os compostos ativos presentes nos extratos. No
entanto existem algumas desvantagens como o consumo elevado de enzima que torna o

processo caro (Marston et al., 2002; Yang et al., 2009; Yang et al., 2011).
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Figura 11: Representacao das reacdes envolvidas no método de cromatografia em camada fina que tem
por base a reacdo da AChE com acetato de naftilo e a posterior coloracao da placa de cor purpura apds a
pulverizacao com o reagente Fast Blue B salt (adaptado de Miao et al., 2010).

1.5.3 Atividade antimicrobiana

1.5.3.1 Antimicrobianos e resisténcia antimicrobiana

O termo antibidtico refere-se a todas as substancias com acdo antimicrobiana (Sousa,
2006). A resisténcia dos microrganismos aos antibidticos deve-se ao facto de os
microrganismos possuirem a capacidade de se adaptar as condicoes do meio ambiente em que

vivem e em alguns casos podem desenvolver resisténcia simultanea a dois ou mais
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antibidticos, tornando o tratamento de infecbes dificil e dispendioso (Alanis, 2005). A
resisténcia das bactérias aos antibioticos é devido as barreiras caracteristicas da sua
organizacao celular e as mudancas genéticas que ocorrem através de mutacdes ou por
introducdo de nova informacao genética (Ferreira et al., 1998). Os fungos também
desenvolvem resisténcia aos antibidticos antifingicos que, tal como nas bactérias, surge
devido ao tratamento prolongado e as mutacdes na célula flngica que também estao
envolvidas no desenvolvimento de resisténcia por parte dos fungos (Alanis, 2005; Paphitou,
2013). Devido a resisténcia das bactérias e fungos aos antimicrobianos disponiveis, torna-se
fundamental a pesquisa de novos compostos antibacterianos e antifungicos eficazes com
novos mecanismos de acao e sem efeitos secundarios (Adwan et al., 2010).

As plantas usadas na medicina tradicional para tratar as doencas causadas pelos
microrganismos podem conter uma grande variedade de compostos que permitem inibir o
crescimento ou matar os microrganismos como, por exemplo, a planta Cryptolepsis
sanguinolenta que possui alcaloides que apresentam atividade contra bactérias Gram-
negativas e leveduras (Wallace, 2004). Compostos como, por exemplo, flavonoides, taninos e
cumarinas sao também exemplos de substancias que podem ser encontradas nas plantas e que
apresentam atividade antimicrobiana (Ncube et al., 2008; Saleem et al., 2010).

Por vezes os compostos antimicrobianos encontrados nas plantas possuem pouca atividade
antimicrobiana quando usados sozinhos, mas em conjunto com antibidticos podem aumentar o
efeito dos mesmos (Muraina et al., 2009; Adwan et al., 2010; Othmana et al., 2011; Sindhu e
Manorama, 2012; Soniya et al., 2013).

1.5.3.2 Métodos para avaliar a atividade antimicrobiana

As técnicas para se avaliar a sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos podem
ser, por exemplo, técnicas de difusdao em poco de agar, difusdao em disco, diluicao em agar,
microdiluicao e macrodiluicdto em meio de cultura, gradiente antimicrobiano (Etest),
bioautograficas, curvas de morte, radiométricas, turbidez e citometria de fluxo (Jorgensen et
al., 2009; Das et al., 2010; Othmana et al., 2011; Panda, 2012). Algumas técnicas sao
consideradas qualitativas como, por exemplo, as técnicas de difusao e bioautograficas. Por
outro lado, as técnicas de diluicao sao consideradas quantitativas uma vez que permitem a
agente antimicrobiano no combate da infecao (Ncube et al., 2008).

No caso de existir uma pequena quantidade de amostra, a técnica de difusao em disco é
a mais adequada. As técnicas de diluicio em meio liquido sdao a melhor opcao para se
determinar a atividade de compostos puros polares e nao polares, mas a solubilidade nestes
casos é importante (Rios et al., 2005; Othmana et al., 2011; Panda, 2012).

Apos a determinacdo da atividade antimicrobiana de um extrato de planta, se os
resultados sao positivos deve-se identificar os compostos ativos e realizar ensaios que

permitam determinar os mecanismos de acao e ensaios de toxicidade e eventuais interacoes
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com antibioticos comuns (Rios et al., 2005). Fatores como, por exemplo, composicao do meio
de cultura, pH, disponibilidade de oxigénio, quantidade de indculo, condicdes de incubacao e
solubilidade de extratos vegetais podem influenciar os resultados dos ensaios antimicrobianos
(Othmana et al., 2011).

De todos as técnicas que podem ser usadas para avaliar a sensibilidade dos fungos e
bactérias em relacao a extratos de plantas e compostos de sintese, apenas serao descritas as

que se apresentam nos objetivos especificos desta tese.

1.5.3.2.1 Difusao em disco

A difusdao em disco € adequada para a identificacdo de extratos com potencial atividade
antimicrobiana (Sanchez et al., 2010). O teste de difusdao em disco consiste na aplicacao de
discos previamente impregnados com solucdao de extrato vegetal na concentracao desejada,
sobre um meio de cultura solidificado e inoculado com o microrganismo de teste. A presenca
de halos de inibicao indica que o extrato de planta possui acao antimicrobiana em relacao ao
microrganismo testado (Panda, 2012). Esta técnica apresenta como vantagens o facto de ser
facil de executar, econdémica e nao requer equipamento especial. Tem como desvantagens a
falta de automatizacao dos ensaios e nem todas as bactérias com crescimento lento podem

ser testadas com precisao por esta técnica (Ncube et al., 2008).

1.5.3.2.2 Microdiluicao em meio de cultura

Esta técnica permite avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas e
al., 2008). A solucao de extrato é preparada usando-se normalmente como solvente o DMSO,
no entanto solventes como o metanol e a acetona também podem ser utilizados pois
geralmente dissolvem completamente os extratos e nao inibem o crescimento dos
microrganismos. A técnica consiste em efetuar diluicdes seriadas da solucdo de extrato em
meio de cultura liqguido com o objetivo de se obter uma gama de concentracbes. A
concentracao de amostra que provoca auséncia de turvacao no meio é considerada como
Ferraro, 2009; Panda, 2012). Durante a execucao da técnica deve realizar-se um controlo de
crescimento do indculo para se verificar se a inibicao é resultado da presenca das amostras e
nao da inviabilidade dos microrganismos, um controlo do meio de cultura para se verificar
potencial contaminacao do meio, um controlo da amostra para se verificar a existéncia de
possivel contaminacdo. Deve ser realizado também um controlo positivo contendo um
antibidtico ou antifingico de referéncia (Ncube et al., 2008; Sanchez et al., 2010). Esta
técnica apresenta algumas vantagens como, por exemplo, a obtencdo de resultados
quantitativos, a sensibilidade para pequenas quantidades de extrato, a capacidade de
distinguir entre os efeitos bacteriostatico e bactericida e o reduzido volume de amostra e

reagentes necessarios.
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As principais desvantagens do método de microdiluicdo devem-se ao facto de nao se
poderem usar solventes que reajam com plasticos ou alterem o pH do meio de cultura, nem
amostras coloridas pois interferem com a leitura dos resultados. Uma outra desvantagem é
que alguns microrganismos podem aderir a base do poco e outros permanecer em suspensao

interferindo assim nos resultados (Ncube et al., 2008).

1.6 Caraterizacao das plantas utilizadas nos estudos de bioatividade

Nos estudos realizados utilizaram-se extratos de Hymenodictyon floribundum; Parinari
capensis; Tinnea antiscorbutica; Eragrostis viscosa; Xylopia odoratissima; Peucedanum
angolense; Boscia microphylla; Adenodolichos huillensis; Rhus kirkii; Croton gratisssimus;
Gymnosporia senegalensis; Solanecio mannii; Peltophorum africanum; Piliostigma thonningii;
Phragmanthera glaucocarpa e Solanum incanum. A data de 31 de agosto de 2013 nao foram
encontrados na Web of Knowledge estudos de bioatividade com os orgaos usados destas

plantas.

1.6.1 Hymenodictyon floribundum

O Hymenodictyon floribundum (Hochst. & Steud.) B. L. Rob. (figura 12) é uma arvore de
pequeno porte que cresce nas montanhas rochosas da provincia da Huila (Angola). Pertence
ao género Hymenodictyon que possui 22 espécies e a familia Rubiaceae que relne mais de
seis mil espécies distribuidas por todo o planeta centrando-se a sua expressao maxima a nivel
dos tropicos, onde é representada por plantas lenhosas cujas cascas sao usadas no tratamento
de estados febris (Bossard, 1996). Poucos estudos tém sido efetuados ao género
Hymenodictyon, contudo no que diz respeito ao H. floribundum, foram obtidos a partir das
cascas glicosideos derivados da escopolatina, escopolina e do B-sitosterol em particular o 3-O-
B-D-glicopiranosil-B-sitosterol e a lupenona (Mitaine-Offer et al., 2003). Ainda em relacao ao
H. floribundum foi encontrado nas folhas dois novos iridoides, o floribundano A e B e os
compostos conhecidos de lupenona, escopoletina e 4,5-di-hidroblumenol A (Borges et al.,
2010). Algumas das espécies pertencentes a este género, sao usadas na medicina tradicional
como por exemplo o H. excelsum que é usado como adstringente e febrifugo tendo-se isolado
das cascas desta espécie um apioglucosido da escopolatina, o xerobosideo (Borges et al.,
2010). Relativamente ao H. floribundum nao foram encontrados estudos com as cascas desta

planta sobre a sua atividade biologica.
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Figura 12: Folhas e flores de Hymenodictyon floribundum (http://www.zimbabweflora.co.zw/species
data/image-display.php?species_id=155120&image_id=2, acedido em 09-10-2013).

1.6.2 Parinari capensis

A Parinari capensis Harv. subsp. capensis, também conhecida pelo sinénimo de Parinari
pumila Mildbr. (figura 13), € uma planta pertencente a familia Chrysobalanaceae, género
Parinari. Trata-se de uma arvore de pequeno porte que pode ser encontrada no sul de africa e
na provincia da Huila (Angola), onde cresce nos planaltos (Borges, 2008; http://www.ville-
ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=an&id=7799, acedido em 19-09-2013).

A P. capensis subsp.capensis é usada na medicina tradicional no tratamento de doencas de
pele (Wet et al., 2013) e possui atividade antimalarica (Uys et al., 2002), no entanto, algumas
espécies do género Parinari sao utilizadas na medicina tradicional no tratamento da diarreia,
malaria e mordedura de cobra, por exemplo, a Parinari capensis subsp. incohata é usada no
tratamento de infecGes respiratorias (Silva et al., 2012; York et al., 2012; Cheikhyoussef et
al., 2013).

Figura 13: Folhas e flores de Parinari capensis (http://www.zimbabweflora.co.zw/speciesdata/species
.php?species id= 125500, acedido em 09-10-2013).

Em relacao a P. pumila foram identificadas em toda a planta lactonas do tipo diterpeno
(Uys et al., 2002), no entanto na planta colhida em Angola foram isolados e identificados em
extratos de hexano e tolueno das folhas os compostos fitol, B-sitosterol, 3-epi-a-amirina e 18-
acetoxi-16-B-hidroxi-ent-kaurano (Saraiva, 2004). Relativamente a P. pumila nao foram

encontrados estudos com as folhas desta planta sobre a sua atividade biologica.
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1.6.3 Tinnea antiscorbutica

A Tinnea antiscorbutica Welv. (figura 14) é uma planta pertencente a familia Labiatea,
que é constituida por cerca de 3200 espécies, e ao género Tinnea que engloba 19 espécies,
todas de origem africana. A T. antiscorbutica é um semiarbusto que cresce nos planaltos da
provincia da Huila e cujas folhas ou novos rebentos sao usadas no tratamento e prevencao do
escorbuto (Bossard, 1996; Borges, 2008).

Figura 14: Folhas e flores de Tinnea antiscorbutica (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC060415, acedido
em 09-10-2013).

Recentemente foram isolados trés novos neo-clerodanos (antiscorbuticano A, B e C) a
partir do extrato metandlico de T. antiscorbutica e os compostos conhecidos glutinol,
friedelina, pinocembrina, artemetina, penduletina, crisosfenol D e 5-hidroxi-3,6,7,4’-
tetrametoxiflavona (Borges, 2008). Relativamente a T. antiscorbutica nao foram encontrados

estudos com a parte aérea desta planta sobre a sua atividade biologica.

1.6.4 Eragrostis viscosa

Eragrostis viscosa (Retz.) Trin. (figura 15) € uma espécie vegetal pertencente a familia
Poaceae, também conhecida por Gramineae, e género Eragrostis. A familia Poaceae, formada
por plantas monocotiledoneas consiste em mais de 600 géneros e aproximadamente 9000
espécies. A E. viscosa é mais especifica do sul de africa, no entanto esta espécie foi também
assinalada no norte dos Camardes e na Malasia. Em Angola esta espécie de planta encontra-se
nas zonas de clima semiarido, regiao sudoeste do pais. O povo autoctone da regiao faz um uso
etnofarmacologico desta espécie de planta devido ao facto que causa envenenamento das
cobras. Além disso o gado nao a come, talvez devido ao facto de que por ser viscosa, esta nao

ser agradavel ao paladar ou por outra razao ainda por descobrir (Sebastido et al., 2010).
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Figura 15: Parte aérea de Eragrostis viscosa (http://plants.jstor.org/visual/kbot00000727, acedido em
09-10-2013).

O género Eragrostis esta pouco estudado quimicamente, no entanto o estudo de extratos
de E. viscosa em tolueno, hexano e diclorometano, permitiu isolar dez compostos com
predominancia para compostos diterpénicos com esqueleto labdano. Sete destes compostos
sao 8,15-epoxilabdanos, um novo tipo de éter ciclico que foram caraterizados como novos
compostos naturais e os trés restantes compostos ja conhecidos, o 3B-(3”,4”-dihidroxi)- (E)-
cinamoiloxilup-20(29)-eno, a ambreinolida e o 3-(2’,3’,4’,6’-tetra-acetil-B-glucopiranosiloxi)-
B-sitosterol) (Sebastiao, 2007; Sebastiao et al., 2010). Relativamente a E. viscosa, nao foram
acetilcolinesterase nem de determinacao de ECsp, no que diz respeito a atividade

antioxidante.

1.6.5 Xylopia odoratissima

Xylopia odoratissima Welw. Ex Oliver (figura 16) é uma planta pertencente a familia
Annonaceae, uma familia de plantas floridas, e ao género Xylopia (Robson, 1960; Fernandes,
2003). Este género € constituido por cerca de 160 espécies que ocorrem nos tropicos,
especialmente na africa, asia e américa do sul e central (Moreira et al., 2003). Em termos de
aplicacoes das plantas pertencentes ao género Xylopia, por exemplo, a X. aethiopica, pode
ser usada no tratamento de infecbes da pele e no tratamento da tosse e febre. A X.
brasiliensis, uma arvore de grande porte localizada no sudeste do Brasil, € um outro exemplo
de planta pertencente ao género Xylopia, que é utilizada na medicina popular como sedativo
e analgésico. A X. aromdtica € um outro exemplo de planta do género Xylopia, usada na
medicina tradicional. A X. aromdtica é uma arvore de pequeno porte encontrada na América
central e do sul, cujo fruto é usado em produtos alimenticios, perfumes e cosméticos, devido
ao seu aroma (Stashenko et al., 2004; Karioti et al., 2004). Da raiz da X. africana foram
isolados flavonoides com atividade antibactericida contra as estirpes de Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilise, Mycobacterium smegmatis (Anam, 1994). Varias partes da Xylopia

aromatica tém sido objeto de estudos sobre a sua composicao quimica por apresentarem
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varias classes de produtos naturais, incluindo alcaloides, acetogeninas e diterpenos
(Fernandes, 2003). Relativamente a X. odoratissima, nao foram encontrados estudos com as

folhas desta planta sobre a sua atividade bioldgica.

Figura 16: Folhas de Xylopia odoratissima (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC016344, acedido em 09-
10-2013).

1.6.6 Peucedanum angolense

O Peucedanum angolense Welw. ex Ficalho Cannon (figura 17) é uma planta pertencente a
familia Apiaceae, também conhecida como Umbelliferae e ao género Peucedanum. O género
Peucedanum encontra-se distribuido pela europa, asia e africa, e é caracterizado por possuir
frutos achatados com asas laterais mais ou menos desenvolvidas (Spalik et al., 2004; Lee et
al., 2000).

|

Figura 17: Folhas e inflorescéncias de Peucedanum angolense, (http://www.europeana.eu/portal
/record/11614/K___Herbarium_Catalogue___K000272664.html, acedido em 20-10-2013).

A familia Apiaceae apresenta caracteristicas botanicas peculiares tais como
inflorescéncias em forma de umbela (inflorescéncias em forma de guarda chuva), e frutos
secos divididos em dois mericarpos, possui cerca de 450 géneros e 3700 espécies (Zhou et al.,
2009). As plantas pertencentes a esta familia encontram-se amplamente distribuidas em
regioes de clima temperado onde muitas vezes sao utilizadas como especiarias e
medicamentos, devido a presenca de metabolitos secundarios como cumarinas, oleos

essenciais e sesquiterpenos. Por exemplo, o P japonicum apresenta propriedades diuréticas,
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laxativas e sedativas e o P. praeruptorum é usado na medicina tradicional chinesa em
disturbios alimentares e dores no peito (Miyazawa et al., 1996). Relativamente ao P
angolense, nao foram encontrados estudos com a parte aérea desta planta sobre a sua

atividade bioldgica e composicao fitoquimica.

1.6.7 Boscia microphylla

A Boscia microphylla Oliv. (figura 18) é uma planta pertencente a familia Capparaceae e
género Boscia, que se apresenta na forma de arvore ou arbusto. A familia Capparaceae possui
cerca de 40-45 géneros e 700-900 espécies, cujos membros apresentam uma diversidade
consideravel no que diz respeito ao local onde habitam sendo mais visiveis em habitats
tropicais sazonalmente secos. Por exemplo as plantas do género Cleome, que pertencem a
familia Capparaceae, apresentam diversas propriedades medicinais importantes sendo Uteis
no tratamento de processos inflamatdorios e do reumatismo, apresentando também
propriedades analgésicas, antioxidantes e antibacterianas (Albarello et al., 2006).
Relativamente a B. microphylla, nao foram encontrados estudos com as folhas desta planta

sobre a sua atividade bioldgica e composicao fitoquimica.

Figura 18: Boscia microphylla (http://www.southernafricanplants.net/plantdata_sub.php?Mspec_ID=798
&PHPSESSID=pbj5sggf2di2oavs qlcvrjj274#, acedido em 09-10-2013).

1.6.8 Adenodolichos huillensis

O Adenodolichos huillensis Torre (figura 19) é uma planta que pertence a familia
Fabaceae também conhecida por Leguminosae e ao género Adenodolichos, encontrando-se na
forma de ervas e arbustos (Mackinder et al. 2001). A Fabaceae ¢ a terceira maior familia de
plantas no mundo, compreendendo cerca de 730 géneros e 19300 espécies. Grande parte da
diversidade de espécies de Fabaceae esta concentrada nas regides tropicais e subtropicais
(Ata et al., 2009; Estrella et al., 2010). A maioria das plantas pertencentes a esta familia
possui flores que sao caracterizadas por terem um Unico eixo de simetria (Citerne et al.,
2006).
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Figura 19: Folhas de Adenodolichos huillensis (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC001902, acedido em
09-10-2013).

A Caesalpinia bonduc, um exemplo de planta da familia Fabaceae, abundante nas regides
tropicais e subtropicais da asia, é usada na medicinal tradicional e os extratos aquosos e
etanolicos das suas sementes possuem efeitos hiperglicémicos na diabetes tipo 2 (Wagstaff et
al., 1999).

O género Canavalia, um outro exemplo pouco conhecido da familia Fabaceae, possui
cerca de 50 espécies e apresenta importantes aplicacdoes como, por exemplo, a forragem,
adubacao e controlo da erosao (Sahai, 2009). Relativamente ao A. huillensis nao foram
encontrados estudos com as folhas desta planta sobre a sua atividade biologica e composicao

fitoquimica.

1.6.9 Rhus kirkii

Rhus kirkii Oliv. (figura 20) é uma espécie vegetal, na forma de ervas e arbusto, que
pertencente a familia Anacardiaceae e ao género Rhus (Fernandes e Fernandes, 1966), que
pode ser encontrada na Angola, nomeadamente na provincia de Huambo. Sumac é o nome
comum atribuido as espécies do género Rhus. Este género contém mais de 250 espécies de
plantas que podem ser encontradas em regides de clima temperado e tropical. Varias
espécies tém sido utilizadas para fins medicinais. Por exemplo a R. glabra é tradicionalmente
usada por povos nativos da américa do norte no tratamento de doencas como a sifilis,
gonorreia, disenteria e gangrena. Por exemplo, o extrato etandlico obtido a partir da madeira
de R. verniciflua exibe atividade antioxidante em culturas de células neuronais (Rayne e
Mazza, 2007). No que diz respeito a R. kirkii, nao foram encontrados estudos com as folhas

desta planta sobre a sua atividade bioldgica e composicao fitoquimica.
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Figura 20: Folhas e flores de Rhus kirkii (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC001411, acedido em 09-10-
2013).

1.6.10 Croton gratissimus

Croton gratisssimus Burch (figura 21) é uma planta que pertence a familia Euphorbiaceae
e ao género Croton, com cerca de 1200 espécies que se encontram na forma de arvores,
arbustos, ervas e lianas, nos mais variados ecossistemas tropicais e subtropicais dos
continentes americano, africano e asiatico. Cerca de 50 espécies podem ser encontradas na
africa, mas apenas 10 sdo nativas da flora do sul de africa (Block et al., 2004; Mulholland et
al., 2010; Robert et al., 2010; Zou et al., 2010; Rossi et al., 2011; Pereira et al., 2012;
Azevedo et al., 2013).

A C. gratisssimus € uma arvore que cresce nas encostas rochosas das regides mais quentes
e secas do sul de africa e as folhas produzem um aroma agradavel idéntico a lavanda pelo que
sao usadas no fabrico de perfumes. Todas as partes da planta possuem valor medicinal e a
espécie C. gratisssimus pode ser usada no tratamento de varias doencas e sintomas. As folhas
sdao usadas no tratamento da tosse, as raizes no tratamento de dores no peito, tosse, febre e
doencas sexualmente transmissiveis como, por exemplo, sifilis. As cascas sao usadas para
tratar o sangramento nas gengivas, inflamacao da pele (Ndhlala et al., 2013) e dores de
ouvido (Vuuren et al., 2008). A C. gratisssimus possui também diversas bioatividades como,
por exemplo, analgésica, febrifuga, afrodisiaca, purgativa, emética, soporifera,
antiplasmoddica e antimicrobiana (Mulholland et al., 2010; Langat et al., 2011). As cascas,
raizes e folhas de C. gratissimus podem ser usadas separadamente ou em combinacao com
cascas, raizes e folhas de outras espécies de plantas pertencentes a géneros diferentes
(Vuuren et al., 2008).

Em estudos fitoquimicos podem ser encontrados nos extratos de C. gratisssimus (obtidos a
partir dos caules, cascas e folhas) cembranolidas (Ndhlala et al., 2013), lupeol e a-glutinol
(Langat et al., 2011). No género Croton podem ser encontrados compostos como, por
exemplo kauranos, labdanos, clerodanos, terpenos, pimaranos, isoquinolinas alcaloides
(Mulholland et al., 2010) e terpenoides (Peixoto et al., 2013). Relativamente a esta planta,
nao foram encontrados estudos com a parte aérea desta planta sobre a sua atividade

bioldgica.
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Figura 21: Folhas de Croton gratisssimus (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC053042, acedido em 09-10-
2013).

1.6.11 Gymnosporia senegalensis

Gymnosporia senegalensis (Lam.) Loes. (figura 22) é uma planta que pertence a familia
Celastraceae e ao género Gymnosporia, cujas espécies diferem umas das outras em aspetos
tais como a presenca de espinhos e o tamanho das folhas. A G. senegalensis pode apresentar-
se na forma de arbusto ou arvore e é encontrada nas regides aridas, tropicais e subtropicais
da africa, américa e asia (Pistelli et al., 1998; Lindsey et al., 2006; Sosa et al., 2007; Silva et
al., 2010).

Figura 22: Folhas e inflorescéncias de Gymnosporia senegalensis (http://actd.iict.pt/view/actd:
LISC054570, acedido em 09-10-2013).

As raizes, folhas, caules e cascas da planta G. senegalensis sao usadas na medicina
tradicional africana por via oral e/ou topica para tratar diversas doencas e sintomas como,
por exemplo, malaria, tumores, pneumonia, tuberculose, doencas inflamatorias, dores no
peito e ouvidos, reumatismo, disenteria e diarreia, mordeduras de cobra, infecdes oculares,
feridas e doencas respiratorias (Hussein et al., 1999; Lindsey et al., 2006; Sosa et al., 2007,
Silva et al., 2010).

Em termos de atividade biologicas a G. senegalensis apresenta atividade antimalarica,

leishmanicida, antiplasmddica, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoéria, anti-tumoral e
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anti-leucémica (Pistelli et al., 1998; Lindsey et al., 2006; Matu et al., 2006; Sosa et al., 2007
Jain et al., 2008; Silva et al., 2010).

Em termos fitoquimicos podem ser encontrados nas folhas da G. senegalensis alcaloides,
terpenos, compostos fenolicos e esteroides, nas cascas da raiz podem ser encontrados
triterpenos (B-amirina, lupenona, e B-sitosterol) e cumarinas, nas cascas do tronco foi isolado

pristimerina e taninos (Pistelli et al., 1998; Hussein et al., 1999; Silva et al., 2010).

1.6.12 Solanecio mannii

Solanecio mannii (Hook.f.) C. Jeffrey é uma planta também conhecida pelo sinénimo de
Crassocephalum multicorymbosum (Klatt) S. Moore (figura 23) (http://www.ville-
ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=an&id=104100, acedido 19/09/2013). Trata-
se de uma planta que pertence a familia Asteraceae e ao género Solanecio formado por 17
espécies de plantas que podem ser encontradas nas regides tropicais da africa e Madagascar,
na forma de ervas perenes, arbustos ou pequenas arvores (Asres et al., 2008). As flores de
muitas espécies da familia Asteraceae sao usadas como local de abrigo para varias espécies

de insetos (Panero et al., 2008).

Figura 23: Folhas e flores de Solanecio mannii (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC038108, acedido em
09-10-2013).

As folhas de S. mannii sao utilizadas no tratamento da epilepsia, e as raizes sao usadas no
tratamento do cancro, pneumonia, epilepsia e a febre tifdide (Asres et al., 2008). As folhas
de C. multicorymbosum também sao usadas na medicina tradicional africana para o
tratamento de varias condicbes inflamatorias (Chagnon et al., 1983).

Em termos fitoquimicos podem ser encontrados compostos como, por exemplo,
alcaloides, diterpenos, cumarinas, flavonoides, lactonas e poliacetilenos em espécies da
familia Asteraceae (Emerenciano et al., 2001; Costa et al., 2005; Taiwe et al., 2012). No que
diz respeito a S. mannii nao foram encontrados estudos com os ramos desta planta,

relativamente a atividade bioldgica e composicao fitoquimica.
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1.6.13 Peltophorum africanum

Peltophorum africanum Sound. (figura 24) é uma planta que pertence a familia Fabaceae,
também conhecida como Leguminosae e ao género Peltophorum. Trata-se de uma arvore de
folha caduca que pode ser encontrada nas areas tropicais do sul de africa, em particular nas
areas de pastagens arborizadas. A familia Fabaceae é constituida por mais de 490 espécies de
plantas medicinais, a maioria dos quais sao usadas na medicina tradicional em humanos e
animais domésticos. Algumas espécies de plantas desta familia possuem propriedades
farmacéuticas importantes e como tal sao usadas em produtos farmacéuticos (Schmidt et al.,
2002; Bizimenyera et al., 2005; Bizimenyera et al., 2007; Ahmad et al., 2006; Gao et al.,
2010).

Figura 24: Folhas e flores de Peltophorum africanum (http://davesgarden.com/guides/pf/showimage
/23587/, acedido em 09-10-2013).

As raizes e cascas de P. africanum sao tradicionalmente usadas para tratar feridas,
diarreia, helmintoses, disenteria, dores nas costas e articulacoes e dores de garganta, ascite,
depressao, colicas e infertilidade (Bizimenyera et al., 2007). As raizes e cascas sao usadas no
combate ao HIV (Bizimenyera et al., 2006). Os extratos de raizes e cascas da Peltophorum
africanum possuem também atividade anti-inflamatoria, antibacteriana (em particular contra
o S. aureus), nematocida e antioxidante (Ahmad et al., 2006; Dandapat et al., 2012).

Em estudos fitoquimicos isolaram-se da P. africanum glicosideos a partir das folhas
(Sherbeiny et al., 1977; Raj et al., 2012), e das sementes foram isolados compostos
polifenolicos, o composto acido trans-4-hidroxipipecolico e varios flavonoides como, por
exemplo, o 4-arilflavan-3-ol (Bizimenyera et al., 2005). Dos extratos das cascas e folhas
isolaram-se cumarinas. Foram também obtidas da P. africanum compostos derivados do acido
galhico e catequinas (Bizimenyera et al., 2007; Bahia et al., 2010). No que diz respeito a P.
africanum nao foram encontrados estudos com os ramos desta planta, relativamente a

atividade bioldgica e composicao fitoquimica.

41



1.6.14 Piliostigma thonningii

A Piliostigma thonningii (Schumach.) Milne-Redhead, também conhecida como Bauhinia
thonningii Schum. & Thonn. (figura 25), trata-se de uma arvore que pertence a familia
Caesalpiniaceae e ao género Piliostigma e encontra-se espalhada por toda a africa tropical
(Schmidt et al., 2002; Brummitt et al., 2007).

Na medicina tradicional, as folhas de B. thonningii sao usadas no tratamento de Ulceras
gastricas, febre, disenteria, diarreia, malaria, lepra, dores de garganta e dentes (Abdelwahab
et al. 2013). As raizes sao também usadas no tratamento de feridas, doencas respiratorias,
mordeduras de cobra e doencas de pele. Extratos da casca, folhas e raiz sao usados no
tratamento da tosse e as folhas possuem atividade antimicrobiana e antioxidante (Nguta et
al., 2013).

Figura 25: Piliostigma thonningii (http://www.feedipedia.org/node/265, acedido em 09-10-2013).

Em termos fitoquimicos foram isolados das folhas de P. thonningii alcaloides, flavonoides,
saponinas, taninos, glicosideos, terpenos e glicidos. Os extratos da casca do caule contém
alcaloides, antocianinas, antraquinonas, betacianinas, flavonoides, saponinas e esteroides
(Abdelwahab et al. 2013).

No que diz respeito a P. thonningii, nao foram encontrados com as raizes desta planta,

sobre a atividade biologica e composicao fitoquimica.

1.6.15 Phragmanthera glaucocarpa

A Phragmanthera glaucocarpa (Peyr.) Balle (figura 26) é um arbusto que pertence a
familia Loranthaceae e ao género Phragmanthera (http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb
/africa/details.php?langue=an&id=25250, acedido em 19-09-2013). A familia Loranthaceae é
constituida por 77 géneros e 950 espécies de plantas epifitas, distribuidas por todos os
continentes. Apresentam-se como pequenos arbustos que vivem como hemiparasitas sobre os
galhos, ramos ou raizes de arvores e arbustos selvagens e/ou de cultivo, de onde recolhem
agua e sais minerais necessarios para o seu desenvolvimento. Algumas espécies invadem o
xilema da planta hospedeira, de onde retiram a matéria organica do seu hospedeiro, no

entanto, algumas sdo capazes de produzir glicidos e, portanto, nao dependem da matéria
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organica do seu hospedeiro e invadem apenas o floema (Arruda et al., 2006; Obiang et al.,
2006).

As plantas que pertencem a familia Loranthaceae apresentam varias aplicacdes na
medicina tradicional como, por exemplo, a espécie Struthanthus concinnus que é usada no
tratamento de doencas respiratorias (pneumonia e tuberculose), a espécie Loranthus
micranthus que é utilizada na medicina tradicional para tratar o cancro, gripe e outras
infecoes virais e também apresenta atividade antioxidante e antidiabética (Gupta et al.,
2012) e a espécie Viscum dlbum que é usada na medicina tradicional para tratar doencas
cardiovasculares, artrite, dor de cabeca, epilepsia e disturbios do sistema nervoso. A V. dlbum
também possui também atividade anti-tumoral, anti-inflamatoria, antibacteriana e

antioxidante (Leitao et al., 2013).

Figura 26: Folhas de Phragmanthera glaucocarpa (http://actd.iict.pt/view/actd:LISC051794, acedido
em 09-10-2013).

Em termos fitoquimicos podem ser encontrados nas plantas que pertencem a familia
Loranthaceae compostos tais como, por exemplo, lectinas, flavonoides, alcaloides,
terpenoides, saponinas, taninos, fitoesterdis, vitaminas e antraquinonas (Ouedraogo et al.,
2011; Gupta et al., 2012).

No que diz respeito a P. glaucocarpa, nao foram encontrados estudos com as raizes desta

planta, relativamente a sua atividade bioldgica e composicao fitoquimica.

1.6.16 Solanum incanum

O Solanum incanum L. (figura 27) é uma planta que pertence a familia Solanaceae e ao
género Solanum. A familia Solanaceae é constituida por uma grande variedade de plantas que
podem ser usadas como fonte valiosa de legumes como, por exemplo, a batata (S.
tuberosum), beringela (S. melongena) e tomate (S. lycopersicum), no entanto, algumas
espécies podem ser usadas como plantas ornamentais e medicinais. A planta S. incanum é um
arbusto que pode apresentar espinhos e cujos frutos sao considerados comestiveis. O S.

incanum encontra distribuido por toda a africa continental e asia (Behera et al., 2002; Poczai
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et al., 2010; Wu et al., 2011; Manase et al., 2012).

A planta inteira de S. incanum é utilizada na medicina tradicional africana e chinesa para
o tratamento de varias doencas como, por exemplo, conjuntivite, inflamacbes e doencas
hepaticas cronicas, e além disso possui também atividade antibacteriana e antioxidante (Wu
et al., 2011; Manase et al., 2012).

Figura 27: Folhas, flor e fruto de Solanum incanum (http://flora.huji.ac.il/browse.asp?lang=en&
action=specie&specie=SOLINC&fileid=9419, acedido em 09-10-2013).

As plantas que pertencem a familia Solanaceae apresentam varias aplicacdes na medicina
tradicional. Os frutos da espécie Solanum lycocarpum sao usados na medicina tradicional
brasileira para o tratamento da diabetes, obesidade, diminuicao dos niveis de colesterol e
possuem atividade diurética, sedativa, anti-epilética e anti-inflamatoria (Mota et al., 2010). A
espécie S. nigrum é usada para tratar inflamacao, edema e cancro do figado (Ding et al.,
2012). A espécie S. surattense usada na medicina tradicional indiana para curar doencas
respiratdrias, gonorreia, reumatismo, febre, asma, tosse e dores no peito e também possui
atividade anti-hiperglicémica (Muruhan et al., 2013). Varias espécies de Solanum em africa
possuem propriedades toxicas e sao usadas para induzir o aborto (Fukuhara et al., 2004;
Schwarz et al., 2005).

Relativamente a estudos fitoquimicos, os frutos de S. incanum possuem solasonina e
solamargina que sao glicoalcaloides do tipo esteroide, e também saponinas (Kuo et al., 2000;
Fukuhara et al., 2004; Wu et al., 2011; Manase et al., 2012). Os compostos solamargina e
solasonina possuem propriedades anticancerigenas tanto in vitro como in vivo, no entanto, os
glicoalcaloides sao compostos toxicos e afetam principalmente o sistema nervoso (por inibicao
da enzima colinesterase) e também o sistema gastrointestinal por acao das saponinas de
glicoalcaloides (Wu et al., 2011). Apesar dos frutos maduros de S. incanum nao serem toxicos,
os frutos verdes apresentam toxicidade e os sinais clinicos de intoxicacao incluem salivacao,
diarreia, colicas, inchaco, estomatite, taquicardia, caibras e paralisia. Algumas espécies do
género Solanum estdao associadas com uma doenca degenerativa do cerebelo em bovinos

caracterizada por quedas, tremores musculares e convulsoes (Thaiyah et al., 2011).
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1.7 Caracterizacdo dos compostos de sintese (cumarinas sintéticas)

utilizados nos estudos de bioatividade

As cumarinas sao compostos que podem ser obtidos a partir de microrganismos e também
do metabolismo secundario das plantas pertencentes a familias tais como, por exemplo,
Apiaceae, Asteraceae, Fabiaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae e Solanaceae. A maioria das
cumarinas usadas comercialmente sao sintetizadas a partir do salicilaldeido, no entanto,
grande parte pode ser isolada a partir das sementes de Coumarouna odorata (Hoult et al.,
1996; Lake et al., 1999; Lin et al., 2008; Smyth et al., 2009; Lin et al., 2013; Patil et al.,
2013). Estes compostos apresentam um odor caracteristico a feno, no entanto, algumas
cumarinas apresentam um odor a baunilha e como tal sao usadas como potenciador de aroma
em muitos produtos alimentares e bebidas alcodlicas. Na natureza ocorre frequentemente a
conjugacao das cumarinas com aclcares ou acidos o que leva a perda do odor caracteristico
das cumarinas aromaticas (Hoult et al., 1996; Lake et al., 1999; Born et al., 2003; Felter et
al., 2006; Sproll et al., 2008).

As cumarinas podem ser classificadas em cumarinas simples, furanocumarinas,
piranocumarinas, cumarinas substituidas no anel de pirona e dimeros de cumarina (Smyth et
al., 2009; Lin et al., 2013).

As cumarinas e respetivos derivados sintéticos possuem multiplas atividades bioldgicas,
devido a sua diversidade estrutural, tais como, por exemplo, atividade antibacteriana (Smyth
et al., 2009), antifingica (Sardari et al., 1999), anticoagulante (Smyth et al., 2006), antiviral,
inseticida, anti-leucémica, antioxidante, anti-inflamatodria, hepatoprotetora, antialérgica,
antiasmatica, antidiabética, antidepressiva, diurética (Anand et al., 2012), anti-tumoral
(Bhattacharyya et al., 2009) e também atividade inibitéria das enzimas ciclooxigenase
(Stefani et al., 2012), acetilcolinesterase (Fallarero et al., 2008), anidrase carbonica (Davis et
al., 2013) e monoamina oxidase (Patil et al., 2013).

Algumas cumarinas podem ser usadas para tratar lesdes cutaneas, enfarte do miocardio e
acidente vascular cerebral. Por exemplo, derivados sintéticos de 4-hidroxicumarina (como,
por exemplo, a varfarina) sao usados como anticoagulantes na prevencao e tratamento da
trombose e embolia. A 7-hidroxicumarina é um exemplo de cumarina que possui efeitos
medula ossea (Lin et al., 2013). A toxicidade das cumarinas em humanos deve-se
principalmente as doses elevadas que sao usadas nas terapias clinicas. Apos a administracdao
oral as cumarina sao rapidamente absorvidas a partir do trato gastrointestinal e distribuidas
por todo o organismo. A eliminacao ocorre através da via urinaria, principalmente na forma
de 7-hidroxicumarina (Finn et al., 2002; Felter et al., 2006).

Neste trabalho efetuaram-se testes de atividade de novas cumarinas sintéticas (tabela 1)
cedidas pela Professora Doutora Ana Paula Assuncao Esteves do departamento de quimica da

Universidade do Minho. Nao foram encontrados estudos sobre a sua atividade bioldgica.
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Tabela 1: Estrutura quimica das cumarinas sintéticas usadas nos ensaios de atividade bioldgica.
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Tabela 1 (continuacdo): Estrutura quimica das cumarinas sintéticas usadas nos ensaios de atividade

bioldgica.
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1.8 Objetivos da tese

1.8.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a avaliacao da atividade antimicrobiana,
antioxidante e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase por parte de 8 compostos de sintese,
4 compostos naturais isolados de extratos vegetais e de 50 extratos obtidos com diferentes
solventes a partir de 16 plantas (Hymenodictyon floribundum, Parinari capensis, Tinnea
antiscorbutica, Eragrostis viscosa, Xylopia odoratissima, Peucedanum angolense, Boscia
microphylla, Adenodolichos huillensis, Rhus kirkii, Croton gratisssimus, Gymnosporia
senegalensis, Solanecio mannii, Peltophorum africanum, Piliostigma thonningii,
Phragmanthera glaucocarpa e Solanum incanum) recolhidas em Angola. Os compostos de
sintese estudados (tabela 1) sao cumarinas e foram cedidos pela Professora Doutora Ana Paula

Assuncao Esteves do departamento de quimica da Universidade do Minho.

1.8.2 Objetivos especificos

e Preparar extratos metandlicos de Piliostigma thonningii e Phragmanthera
glaucocarpa por maceracao, e a partir destes obter os extratos de cloroférmio,
hexano, acetato de etilo e aquoso.

e Determinar a concentracao de compostos fendlicos totais em extratos de diferentes
plantas usando o método de Folin-Ciocalteu e também a capacidade antioxidante dos
diferentes extratos de cada planta e dos compostos de naturais isolados, usando os
métodos de ABTS e DPPH.

e Efetuar uma avaliacdao da inibicao da peroxidacao lipidica por parte dos diferentes
extratos de cada planta através da determinacao do valor perdxido de amostras de
oleo de girassol comercial submetidas durante 8 dias a condicdes de temperatura que
promovem a oxidacao.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos diferentes extratos de cada planta e
compostos de sintese para as estirpes de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922 e também a atividade antifingica para a estirpe de
Candida albicans ATCC 24433 através de ensaios de difusao em disco e de
microdiluicao.

e Determinar a inibicao da enzima acetilcolinesterase por parte dos diferentes extratos
de cada planta, compostos isolados e compostos de sintese usando dois métodos in
vitro: o método de Ellman e o método bioautografico de cromatografia em camada

fina.
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Capitulo 2

2. Materiais e Métodos

2.1 Equipamentos, reagentes e estirpes

2.1.1 Equipamentos

Na execucao do trabalho experimental, para além do material corrente de laboratorio,

foram utilizados os seguintes equipamentos:

Autoclave Uniclave 88 (A.J. Costa (Irmaos) Lda.) usada na esterilizacao dos
materiais e meios utilizados nos ensaios da atividade antimicrobiana.

Balanca analitica (Kern), (Sartorius) e AE260 Delta Range (Mettler) usadas nas
pesagens dos diferentes extratos e reagentes necessarios.

Banho termostatico (Thermo Haake) usado para manter a temperatura de 37 °C no
espectrofotometro Shimadzu.

Block heater (Stuart), usado no método do valor perdxido para provocar a
oxidacdo térmica das amostras.

Camara de refrigeracao (Dagard) usada na conservacao de solucdes preparadas e
reagentes a 4 °C.

Densitometro (Biomérieux) utilizado para acertar a densidade otica das
suspensoes de microrganismos a 0,5 MacFarland.

Destilador de agua Autostill Freshman (Jencons), usado na obtencao de agua
destilada para a preparacao das solucdes usadas nos ensaios.

Destilador para destilacao de solventes (Rotoquimica), utilizado na destilacao do
hexano comercial.

Espectrofotometro evolution 160 UV-vis (Thermo scientific) usado nas
determinacdes espectrofotométricas para os métodos Folin-Ciocalteu, ABTS e
DPPH.

Espectrofotometro Shimadzu UV-1700 (Pharmaspec) usado nas determinacoes
espectrofotométricas para o método de Ellman.

Estufa (Memmert) usada na secagem de reagentes para a preparacao de solucoes
para o método de Folin-Ciocalteu e na incubacdo da enzima a 37 °C no método
bioautografico de cromatografia em camada fina.

Estufa (Selecta) usada na incubacao de placas para o crescimento dos diferentes
microrganismos a 37 °C.

Evaporador rotativo VV 2000 (Heidolph), utilizado na concentracao dos diferentes

extratos.
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e Frigorifico (Candy) usado na conservacao de reagentes e microrganismos usados
nos ensaios da atividade antimicrobiana.

e Frigorifico Inspire Frost Free (Electrolux) usado na conservacao de reagentes a
temperatura de -20 °C.

e Lampada UV (Camag) utilizada na analise das placas de cromatografia em camada
fina.

e Placa de aquecimento com agitacao (Bunsen) usada na preparacao das diferentes
solucoes e nas determinacdes do valor peroxido.

e Potenciometro (Metrohm) usado nas medicdes do pH das solucoes preparadas.

e Purificador de agua MILLI-Q (MILLIPORE) usado na obtencao de agua Milli-Q (0,054
pS/cm a 25 °C) para a preparacao das solucdes usadas nos ensaios.

e Secador de cabelo AHD110

cromatografia em camada fina.

(Lauson) usado na secagem das placas de

e Vortex Mixer (Fisher scientific) e (Labnet) usados na homogeneizacao das solucoes

preparadas.

2.1.2 Reagentes

Na tabela 2 encontram-se os diversos produtos quimicos, tal como o respetivo fabricante

e grau de pureza, utilizados no decurso do trabalho experimental.

Tabela 2: Reagentes utilizados no trabalho experimental com o respetivo fabricante e grau de pureza.

Reagente Fabricante Pureza %
Acetato de etilo Carlo Erba 99,9
Cloroférmio Carlo Erba 99,0
Hexano Valente e Ribeira Lda. a
Metanol Carlo Erba 99,9
Tolueno Carlo Erba 99,5
Etanol Manuel Vieira & C? (Irmao) Lda. 99,9
Acetona Absolve 99,7
Cloreto de sodio Merck 99,5
Sulfato de sodio anidro Carlo Erba 99,6
Acido galhico monohidratado Aldrich 98,0
Acido 2i2-‘azinobis (3-etilbenzotiazolina- Sigma 98,0
-6- sulfonico) (ABTS)

Carbonato de sodio anidro Fluka 98,0
Persulfato de potassio Aldrich 99,0
Folin-Ciocalteu Sigma a
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) Sigma a
Acido acético Riedel 99,8

a- dado nao fornecido
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Tabela 2 (continuacdo): Reagentes utilizados no trabalho experimental com o respetivo fabricante e
grau de pureza.

Reagente Fabricante Pureza %
Oleo de Girassol 3 &s Fula a
Oleo de soja Olisoja a
Tacrina Sigma 99,0
Acido ditionitrobenzoico Sigma 98,0
Fast Blue B salt Sigma 95,0
Eserina Sigma 99,0
1-Naftol Sigma 98,0
1-Naftil acetato Sigma 98,0
Acetilcolinesterase tipo V-S de Electrophorus .

electricus Sigma a
Acido fosfomolibdico Sigma 99,9
Acido ditionitrobenzoico Sigma 98,0
Tiossulfato de sodio Merck 97,0
Amido sollvel Sigma a
Trolox Sigma 97,0
Tampao MOPS Sigma 99,5
Meio RPMI 1640 Biochrom AG Instamed a
Meio Sabouraud Dextrose Oxoid a
Meio Mueller-Hinton Liofilchem a
Meio Brain Heart Infusion Liofilchem a
Agar bacterioldgico Europeo Conda Pronadisa a
Dimetilsulfoxido Sigma 99,5
Azul-de-metileno Himedia a
Glucose Sigma 99,5
Anfotericina B Sigma 80,0
Ciprofloxacina Sigma 98,0
lodeto de acetiltiocolina Sigma 98,0

a- dado nao fornecido

2.1.3 Estirpes
Nos ensaios de microbiologia as estirpes de referéncia foram obtidas na American Type
Culture Collection (ATCC). Os microrganismos testados foram os seguintes:
e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Bactéria gram-positiva).
e Escherichia coli ATCC 25922 (Bactéria gram-negativa).
e Candida albicans ATCC 24433 (levedura).
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2.2 Técnicas experimentais

2.2.1 Recolha e manuseamento das Plantas

As plantas em estudo, Hymenodictyon floribundum (cascas), Parinari capensis (folhas),
Tinnea antiscorbutica (parte aéria), Eragrostis viscosa (parte aérea), Xylopia aromatissima
(folhas), Peucedano angolense (parte aérea), Boscia microphylla (folhas), Adenodolichos
huillensis (raizes e folhas), Rhus kirkii (folhas), Croton gratissimus (parte aérea),
Gymnosporia senegalensis (ramos), Solanecio mannii (ramos), Pelthospharum africana
(ramos) e Solanum incanum (fruto) foram recolhidas em Angola, na provincia de Huila, e
depositadas no herbario de Lubango. As plantas Piliostigma thonningii (raizes),
Phragmanthera glaucocarpa (raizes) foram recolhidas em Angola, na provincia de Uige, e
depositadas no herbario de Luanda. Apds recolha as plantas foram secas a sombra e a
temperatura ambiente, com excecao do fruto da planta Solanum incanum que foi conservado

em metanol logo apds a colheita.

2.2.1.1 Preparacao dos extratos

Na preparacao dos diferentes extratos das plantas Piliostigma thonningii e
Phragmanthera glaucocarpa, inicialmente procedeu-se a trituracao das raizes das diferentes
plantas e de seguida usou-se o processo de maceracao a frio em metanol para se obter os
extratos metanolicos das raizes das plantas Piliostigma thonningii (617,67 g) e Phragmanthera
glaucocarpa (548,78 g). A partir dos extratos metanodlicos procedeu-se a obtencdo dos
extratos aquoso, cloroformio, hexano e de acetato de etilo, de acordo com o esquema
representado na figura 28.

Para as restantes plantas, com excecao da Eragrostis viscosa, os diferentes extratos
foram obtidos em trabalhos anteriores usando-se o mesmo procedimento de extracao e de
obtencao dos diferentes extratos (Almeida, 2008; Borges, 2008; Goncalves, 2008).

No caso particular da planta E. viscosa, os extratos usados foram obtidos por Sebastiao
(Sebastiao, 2007). O extrato de acetato de etilo de E. viscosa foi obtido a quente usando a
extracao em soxhlet e o extrato de diclorometano foi obtido por maceracao em

diclorometano.
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Material vegetal seco

1. Maceragao com MeOH
2. Concentrar sob vacuo

Extrato seco de MeOH

Adicao de 10-20% de H,0

Extrato MeOH/H,0

Extracao com Hx

Concentrar sob vacuo

Extrato seco de Hx

Extrato MeOH/H,0

Evaporacao do MeOH
Extracao com CHCl;

Extrato de CHCl;

Lavar com NaCl 1% (m/v)
Secar com Na,S0, anidro
Concentrar sob vacuo

Extrato de H,0

Extracao com AcOEt

Extrato seco de CHCl,

Concentrar sob vacuo Adicéo de PhMe

Concentrar sob vacuo

Extrato seco de AcOEt Extrato seco de H,0

Figura 28: Esquema sobre o procedimento usado na preparacao dos extratos de metanol (MeOH),
hexano (Hx), cloroféormio (CHCl;), acetato de etilo (AcOEt) e aquoso (H,0), das plantas Piliostigma
thonningii e Phragmanthera glaucocarpa. PhMe- tolueno.

2.2.2 Compostos de sintese

Os compostos de sintese usados nos diferentes ensaios (tabela 1) sdo oito compostos com

estrutura base de cumarina e foram obtidos por sintese quimica no Departamento de Quimica

da Universidade do Minho. Os compostos apresentavam-se como pos brancos e foram

utilizados sem serem submetidos a qualquer outro procedimento.
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2.2.3 Solucdes dos extratos, compostos isolados dos extratos e compostos

de sintese

A partir dos extratos obtidos em 2.2.1.1, prepararam-se solucoes (1 g/mL) em metanol ou
dimetilsulfoxido, a partir das quais se prepararam por diluicao outras solucdes. Para os

compostos de sintese procedeu-se de igual modo.

2.2.4 Atividade Antioxidante

Na avaliacdo da atividade antioxidante das diferentes amostras utilizaram-se trés
métodos in vitro sendo dois espectrofotométricos com os radicais ABTS®" (Re et al., 1999) e
DPPH* (Villaio et al., 2007); e o método iodométrico de determinacao do valor peroxido de
acordo com o método Cd 8-53 da American Oil Chemists' Society (Official Methods and
Recommended Practices of the American Qil Chemists’ Society, 1997). Realizou-se ainda a
determinacdo da concentracao de compostos fenolicos totais nos diferentes extratos de cada

planta, pelo método de Folin-Ciocalteu (Folin e Ciocalteu, 1927).

2.2.4.1 Método ABTS

As solucdes das diferentes amostras usadas nas determinacoes de atividade antioxidante
pelo método ABTS foram preparadas no intervalo de concentracées de 0,025-50 mg/mL

usando como solvente metanol.

2.2.4.1.1 Medicao da absorvéncia das amostras

A 5 mL de uma solucdo de ABTS (7 mM), adicionaram-se 88 pL de persulfato de potassio
(140 mM). Esta solucao foi depois mantida no escuro durante 12-16 h, apos o que se diluiu
com etanol 50 % (v/v) até se obter uma absorvéncia de cerca de 0,7 a 734 nm. A solucao de
ABTS®*" foi preparada antes de cada ensaio. Para as amostras, foram pipetados para cada
célula 3 mL da solucdo de ABTS®* e 30 pL da solucdo de amostra. Realizou-se também ao
mesmo tempo, um ensaio para a solucao de ABTS®® com o objetivo de observar o
comportamento do ABTS®*" ao longo de 15 min. Assim para a respectiva célula pipetou-se 3 mL
da solucao de ABTS®* e 30 pL de metanol. Como branco para acertar o espectofotometro a
zero de absorvéncia utilizou-se 3030 pL de metanol na célula.

Mediram-se as absorvéncias das células a 734 nm, durante 15 min (aos tempos de 1 min, 5
min, 10 min e 15 min), tendo-se realizado ensaios em quadriplicado para cada amostra. A
percentagem de captacao do ABTS®* foi calculada através da equacdao 14. Como padrao foi

usado uma solucao de Trolox de concentracao igual a das amostras.

((Absorvéncia ABTS . )- (Absorvéncia ABTS + Amostray,.))

% de captacao = Absorvéncia ABTS g

x100 (14)
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onde (Absorvéncia ABTSqqs) corresponde a absorvéncia do radical ABTS aos 15 min de reacao
na presenca de 30 pL metanol (controlo), e (Absorvéncia ABTS + Amostraggg) corresponde a
absorvéncia do radical ABTS na presenca de 30 pL amostra dissolvida em metanol.

Usando o mesmo procedimento aplicado na determinacao da percentagem de captacao do
radical ABTS®" calculou-se o ECs, das diferentes amostras. O ECs, para este método é definido
como a concentracao de amostra que reduz a absorvéncia do ABTS a 50 % do valor maximo
inicial. Assim, para se calcular o ECsy das diferentes amostras efetuou-se a determinacao da
percentagem de captacao do radical ABTS, em quadriplicado, para diferentes concentracoes
de amostra. Apos a obtencao dos resultados tracou-se um grafico de percentagem de inibicao
(%) em funcao da concentracao de amostra (mg/mL) e uma vez obtida a equacao do grafico
(tabela 1A) procedeu-se a determinacao da concentracao que apresenta cinquenta por cento
de captacao do ABTS*". Os resultados do ECsy em mg/mL foram expressoscomo média + o

(grafico 1).

2.2.4.2 Método DPPH

As solucoes das diferentes amostras usadas nas determinacdes do método DPPH foram

preparadas no intervalo de concentracdes de 0,025-50 mg/mL usando como solvente metanol.

2.2.4.2.1 Medicao da absorvéncia das amostras
Pipetou-se para cada célula 2700 pL da solucao de DPPH® (40 pM) e 200 pL da solucao de

amostra. Realizou-se também em simultaneo com os ensaios das amostras, um ensaio para a
solucao de DPPH®. Este teve como finalidade observar o comportamento do DPPH ao longo dos
15 min, assim para a respetiva célula pipetou-se 2700 pL da solucdao de DPPH e 200 pL de
metanol. O branco consistiu em 2900 pL de metanol.

Mediram-se as absorvéncias das celulas com as amostras, branco e a solucdao de DPPH® a
515 nm, durante 15 min (aos tempos de 1 min, 5 min, 10 min e 15 min), tendo-se realizado
ensaios em quadriplicado para cada amostra. A percentagem de captacao do DPPH® foi
calculada usando a expressao dada pela equacao 14, adaptada ao DPPH nas mesmas
condicoes. Como padrao foi usado uma solucdo de Trolox de concentracdo igual a das
amostras, e 0 ECsy das diferentes amostras para este método, definido como a concentracao
de amostra que reduz a absorvéncia do DPPH a 50 % do valor maximo inicial, foi calculado
seguindo o mesmo método usado para o método ABTS, através das equacao dos respetivos
graficos (tabela 2A) e os resultados de ECsy obtidos em mg/mL foram expressos como média *

o (grafico 2).

2.2.4.3 Valor peroéxido (VP)

As solucoes das diferentes amostras usadas nas determinacdes do valor peroxido foram

preparadas na concentracao de 0,01 g/mL usando como solvente metanol.
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2.2.4.3.1 Determinacao do valor peroéxido para as amostras

Inicialmente procedeu-se a determinacao do nimero de dias necessarios para obter um
valor peroxido de cerca de 100 meq O,/g de amostra lipidica, para amostras de oleo
alimentar de girassol e de soja adquiridos numa superficie comercial (grafico 3).

Esta etapa teve como objetivo determinar qual seria o melhor modelo para se proceder a
oxidacdo e determinacdao da capacidade de inibicao da oxidacdo lipidica por parte das
diferentes amostras. Assim num tubo de vidro com rolha adicionou-se 22 mL de dleo e de
seguida colocou-se a oxidar a 80 °C, na auséncia de luz. Durante o tempo de oxidacao
procedeu-se a determinacao do valor peroxido das amostras aos dias 0; 2; 5; 6; 7 e 8. Em
cada ensaio pesou-se 2,5 g da amostra de oleo oxidada para um baldao de Erlenmeyer de 250
mL e em seguida adicionou-se 15 mL da solucao de acido acético/cloroférmio (2:3). Agitou-se
para dissolver e adicionou-se 250 pL de solucado saturada de iodeto de potassio. Voltou-se a
agitar durante 1Tminuto e depois adicionou-se 15 mL de agua destilada e 250 pL de solucédo de
amido 1 % (m/v). Procedeu-se depois a titulacdo com Na,5,0; 0,01 N até a cor desaparecer.

Uma vez determinado o modelo de ensaio (grafico 3) e o numero de dias (8 dias)
procedeu-se a realizacao dos ensaios para as diferentes amostras. Assim para as amostras
adicionou-se num tubo de vidro com rolha 20 mL de dleo de comercial e 2 mL da solucao de
amostra na concentracao de 0,01 g/mL. Em seguida colocou-se a oxidar durante 8 dias a 80 °C
e procedeu-se as determinacdes do valor peroxido aos dias 0; 2; 4; 6 e 8. A determinacao do
valor perdxido para as amostras foi realizada de igual modo como descrito para os oleos de
girassol e soja. Ao mesmo tempo procedeu-se também a realizacao de um ensaio “controlo”
que continha 20 mL de o6leo e 2 mL de metanol. O valor perdxido (VP) ao oitavo dia de

oxidacao foi calculado de acordo com o método Cd 8-53 da AOCS, através da equacao 15.

(VC finat - VAfinat x N x1000)
(g) Amostra

Valor peroxido = (15)

onde N é a normalidade da solucao de Na,S,0; usada, VCfinal € VAsina 0 Volume da solucao de
Na,S,0; gasto na titulacao de controlo e amostra ao fim dos oito dias de oxidacao,
respetivamente. Os resultados obtidos foram realizados em triplicado para cada amostra

analisada e foram expressos em meq 0,/g de amostra como média + o (grafico 4).

2.2.4.4 Método de Folin-Ciocalteu

As solucdes das diferentes amostras vegetais foram preparadas na concentracao de 0,05

mg/mL usando como solvente metanol.

2.2.4.4.1 Curva de calibracao
Pipetaram-se 0; 5; 10; 20; 40; 80; 120; 160; 200 e 400 puL de uma solucao de acido galhico
(5 mg/mL) para diferentes baldes e perfez-se o volume final de 10 mL com agua destilada. De

cada solucao foram pipetados 400 pL para tubos de ensaio, aos quais se adicionou 2000 pL de
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reagente de Folin-Ciocalteu (1/10). Passados 8 min adicionaram-se 1600 pL de carbonato de
sodio 7,5% (m/v) a cada tubo de ensaio. Os tubos de ensaio foram agitados no vartex apds o
que foram incubadas a 90 min a temperatura ambiente até a solucao adquirir uma cor azul.
De seguida leu-se a absorvéncia das células contendo as amostras a 765 nm, sendo o branco a
solucdo que nao continha acido galhico. Para a curva de calibracao (grafico 5) determinou-se
a absorvéncia de cada solucao de acido galhico em funcao da concentracao da solucao dada
em mg G.A.E./mL. Os ensaios foram realizados em quadriplicado para cada solucao de acido

galhico.

2.2.4.4.2 Medicao da absorvéncia das amostras

A medicao da absorvéncia das amostras realizou-se de acordo procedimento descrito em
2.2.4.4.1, pipetando-se 400 pL da solucao de amostra na concentracao de 0,05 mg/mL e
utilizando-se como branco uma solucao que continha 400 pL de agua destilada. Os ensaios
foram realizados em quadriplicado para cada amostra, e os resultados obtidos através da
curva de calibracao foram expressos em mg (G.A.E.) /g de extrato + ¢ (grafico 6) de acordo

com a equacao 16.

mg (G.A.E.) / mL amostra x Vg, (mL) x Fd
mg (G.A.E.) / g extrato = (16)
Mex:. (8)

onde V. corresponde ao volume da solucao de extrato (0,4 mL), M. @ massa de extrato e Fd

o factor de diluicao da solucao de extrato.

2.2.5 Atividade antimicrobiana

Todo o material e meios necessarios para a realizacao das experiéncias foram
esterilizados na autoclave, com excecao do meio RPMI usado no crescimento de leveduras,
que devido a sua constituicao ndo pode ser autoclavado e foi filtrado perto do bico de bunsen
em condicoes assépticas usando um filtro com uma membrana de 0,20 pm. As manipulacoes
das diferentes amostras e estirpes foram realizadas perto do bico de bunsen de modo a
garantir as condicoes de esterilidade. As concentracoes usadas de extratos e compostos de
sintese foram preparadas usando como solvente dimetilsulfoxido (DMSO) filtrado previamente
perto do bico de bunsen com seringa e respetivo filtro com uma membrana de 0,20 pm.

Na determinacao da atividade antimicrobiana das diferentes amostras usou-se ensaios de
microdiluicdo segundo a norma CLSI MO7-A9 (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2012) para a atividade antibacteriana e a norma CLSI M27-A3 (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2008) para a atividade antifingica. Efetuou-se ainda uma avaliacao
qualitativa através de ensaios de difusdao em disco segundo a norma NCCLS M44-A (National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004) para a atividade antifingica e a norma
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NCCLS M2-A8 (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003) para a atividade
antibacteriana.

Como controlo positivo nos ensaios de difusao em disco para a C. albicans foi usado o
antifungico comercial Anfotericina B na concentracao 3,2 mg/mL em DMSO. Para a E. coli e S.
aureus o antibiotico comercial Ciprofloxacina na concentracdao 1 mg/mL em H,0 foi usado

como controlo positivo.

2.2.5.1 Ensaios de microdiluicdo em meio liquido

Nos ensaios de microdiluicdo em meio liquido as diferentes amostras foram dissolvidas,
perto do bico de bunsen em condicoes assépticas, com DMSO estéril para uma concentracao
de 100 mg/mL. A partir desta solucao preparou-se uma diluicao usando meio RPMI para uma
concentracao final de 2 mg/mL com 2 % de DMSO para os ensaios da atividade antifiingica. O
mesmo procedimento foi realizado para a atividade antibacteriana, usando meio Mueller-

-Hinton pH 7,4 em vez de meio RPMI.

2.2.5.1.1 Atividade antifungica

Inicialmente procedeu-se a repicagem das leveduras em meio Sabouraud Dextrose Agar a
pH 5,6 + 0,2 e depois incubou-se durante 48 h na estufa a 37 °C. Apds este tempo suspendeu-
se as leveduras numa solucao de NaCl 0,85 % (m/v) estéril e acertou-se a densidade otica da
suspensao a 0,5 unidades da escala de MacFarland usando-se o densitometro. Uma vez
ajustada a densidade otica da suspensao celular realizou-se a uma diluicao da suspensao na
proporcao de 1:50 usando meio RPMI. Da diluicao 1:50 realizou-se em seguida uma diluicao na
proporcao de 1:20 usando RPMI. Esta ultima diluicao constituiu a solucao de indculo para os
ensaios de microdiluicao.

Na realizacao do teste de microdiluicao em placas de 96 pocos, reservou-se para cada
amostra duas filas de pocos. Assim foram adicionados 100 pL de meio RPMI a cada po¢o, com
excecao do primeiro poco, onde apenas se adicionou 100 pL de solucao de amostra na
concentracao de 2 mg/mL. Em seguida adicionou-se a partir do segundo poco de cada fila 100
ML de amostra e efetuaram-se diluicoes sucessivas nos restantes pocos. Por fim adicionou-se a
todos os pocos de uma fila 100 pL de indculo homogeneizado e na outra fila 100 pL de meio
RPMI, esta segunda fila continha apenas diluicoes da amostra em meio, sem adicao da estirpe
testada, e serviu como branco (controlo negativo da amostra). Em todas as placas realizaram-
se ensaios em quadriplicado do controlo negativo do meio e do controlo positivo dos indculos.
O volume final de todos os pocos foi de 200 pL. Realizaram-se os ensaios em triplicado para
cada amostra e estirpe testada e no final das pipetagens incubaram-se as placas a 37 °C
durante 48 h. Apds este periodo de tempo observaram-se os resultados e a concentracao

.....

de crescimento, expressa em mg/mL (tabela 4).
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2.2.5.1.2 Atividade antibacteriana

Na realizacao do teste de microdiluicao em placas de 96 pocos para a atividade
antibacteriana procedeu-se tal como descrito em 2.2.5.1.1, mas com algumas alteracoes.
Assim procedeu-se a repicagem de cada estirpe de bactérias em meio Brain Heart Infusion
Agar a pH 7,4 + 0,2 e colocou-se a incubar durante 24 h na estufa a 37 °C. Apos este tempo
suspendeu-se respetivamente cada estirpe de bactérias numa solucao de NaCl 0,85 % (m/v)
estéril e acertou-se a densidade otica da cada suspensao a 0,5 unidades da escala de
MacFarland. Uma vez ajustada a densidade otica da cada suspensao celular, procedeu-se a
uma diluicao das respetivas estipes usando meio Mueller-Hinton pH 7,4 na proporcao de
1:100. Esta diluicdo constituiu a solucao de indculo a ser usada nos ensaios de microdiluicao.
O volume de meio Mueller-Hinton e de amostra adicionado a cada poco foi de 50 pL. O
volume final de todos os pocos foi de 100 puL e o tempo de incubacao das placas foi de 24 h a

37 °C. Os resultados foram realizados em triplicado para cada amostra e estirpe testada e

.....

2.2.5.2 Ensaios de difusao em disco

Nos ensaios de difusao em disco as diferentes amostras foram dissolvidas, perto do bico

de bunsen em condicoes assépticas, com DMSO estéril para uma concentracdo de 100 mg/mL.

2.2.5.2.1 Atividade antifungica

A repicagem das leveduras, incubacao e preparacao da suspensao celular foi realizada de
acordo com 2.2.5.1.1. De seguida mergulhou-se uma zaragatoa estéril na suspensao e girou-se
varias vezes. Retirou-se o excesso de inoculo apertando a zaragatoa firmemente contra a
parede interna do tubo, acima do nivel do liquido. Em seguida inoculou-se a superficie seca
de uma placa de agar Mueller-Hinton com 2 % de glucose e 0,5 pg/mL de azul-de-metileno
passando a zaragatoa em toda a superficie estéril do agar, girando a placa aproximadamente
60° de cada vez, de modo a obter-se uma distribuicdo uniforme do indculo. No final passou-se
a zaragatoa na margem da placa de agar e antes da colocacao dos discos esperou-se
aproximadamente 5 minutos para que houvesse uma diminuicao de humidade na placa.

Previamente impregnou-se discos com 20 pL de cada solucao de amostra (2 mg/disco).
Como controlo positivo usou-se discos impregnados com 20 pL de solucao de Anfotericina B
para uma concentracao de 0,064 mg/disco e como controlo negativo usou-se discos com 20 pL
de dimetilsulfoxido (20 pL/disco). Os discos foram depois colocados na superficie da placa de
agar semeada pressionando cada disco de encontro a placa de maneira a assegurar um
contato completo com a superficie de agar. A distribuicao dos diferentes discos efetuou-se de
maneira a que a distancia entre cada um fosse uniforme (quatro discos por placa). Por fim
inverteram-se as placas e colocaram-se a incubar na estufa a 37 °C durante 48 h. Apds este

periodo de tempo mediram-se os respetivos halos de inibicao.
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0 halo de inibicao foi considerado a area sem crescimento detetavel a olho nu, medida
em milimetros (mm) (tabela 5). Os ensaios foram realizados em triplicado para cada amostra,

em relacao a cada estirpe testada.

2.2.5.2.2 Atividade antibacteriana

Na realizacao dos ensaios de difusao em disco para a atividade antibacteriana seguiu-se o
mesmo procedimento descrito em 2.2.5.2.1, mas com algumas alteracdes. A repicagem das
bactérias, incubacao e preparacao da suspensdao celular foi realizada de acordo com
2.2.5.1.2. A superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton foi depois inoculada passando a
zaragatoa em toda a superficie estéril do agar. Como controlo positivo usaram-se discos
contendo 20 pL de solucao de Ciprofloxacina para uma concentracao de 0,02 mg/disco. Apds a
distribuicao dos diferentes discos, as placas foram invertidas e colocadas na estufa a 37 °C
durante 24 h. Apos este periodo de tempo os respetivos halos de inibicdao foram medidos em
milimetros (tabela 5), considerando a area sem crescimento detetavel a olho nu. Os ensaios

foram realizados em triplicado para cada amostra, em relacao a cada estirpe testada.

2.2.6 Inibicao da acetilcolinesterase (AChE)

Na avaliacao da inibicao da enzima acetilcolinesterase pelas diferentes amostras usou-se
dois métodos in vitro: o método de Ellman (Ellman et al., 1961) e o método bioautografico de
cromatografia em camada fina (Marston et al., 2002).

Uma vez que as diferentes amostras apresentam solubilidades diferentes, os ensaios de
inibicao da acetilcolinesterase foram realizados usando como solventes o metanol e o
dimetilsulfoxido (DMSO). Os ensaios com estes dois solventes permitiram também avaliar o

efeito do metanol e do DMSO na determinacao da inibicao da acetilcolinesterase.

2.2.6.1 Inibicdao da AChE pelo método de Ellman

0 método de Ellman tem por base a reacao da enzima acetilcolinesterase com o substrato
iodeto de acetiltiocolina (ATCl) e a sua posterior conversao em tiocolina. A tiocolina reage
com o acido ditionitrobenzoico (DTNB) levando a formacao de um aniao de cor amarela (acido

nitrobenzdico), o qual absorve radiacao a 412 nm.

2.2.6.1.1 Determinacao dos parametros cinéticos K, € Vihax da AChE

Os parametros cinéticos K, € Vmax da AChE (tabela 6) foram determinados através das
velocidades de hidrolise de solucbes de substrato, na presenca de 1 % de DMSO ou metanol.
Em células de vidro de 500 pL adicionou-se 421 uL de uma solucao de reagente de Ellman de
concentracao 0,15 mM (em tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4), 37 pL de uma solucao de
acetilcolinesterase de atividade 0,037 U/mL (preparada com uma solucao tampao fosfato de
concentracao 0,1 M e pH 7,4 contendo BSA 1% (m/v)) e 5 uL de DMSO ou metanol.
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De seguida deixou-se incubar durante 5 minutos a 37 °C. Apos a incubacao iniciou-se a
reacao enzimatica por adicao de 37 pL de uma solucdo de ATCI preparada em agua Milli-Q
para um intervalo de concentracoes entre 50-400 mg/mL quando o solvente foi o DMSO e 100-
450 mg/mL quando o solvente foi o metanol. O volume total nas células foi de 500 L e apds a
adicao da solucao de ATCI registou-se o aumento da absorvéncia a 412 nm a 37 °C durante 180
segundos. O ensaio em branco consistiu em pipetar 37 pL de tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4.
As velocidades de reacao foram determinadas pelo declive da reta de absorvéncia entre os 0-
180 segundos.

Os parametros cinéticos foram depois determinados através da equacao obtida pela
representacao grafica do duplo reciproco de Lineweaver-Burk (Lineweaver e Burk, 1934)

(graficos 7 e 8). Os ensaios foram realizados em quadriplicado para cada solucao de substrato.

2.2.6.1.2 Medicao da absorvéncia das solucdes de AChE com as amostras

A medicao da absorvéncia das solucoes de AChE com as amostras foi realizada de acordo
com o mesmo procedimento descrito em 2.2.6.1.1, mas com algumas alteracoes. As solucdes
de amostra foram preparadas em DMSO ou metanol com concentracoes entre 0,01 mg/mL e
50 mg/mL e a reacdo enzimatica iniciou-se por adicdo de 37 pL de uma solucdao de ATCI
preparada em agua Milli-Q para uma concentracao final igual ao valor de K., da AChE (K,=
0,19 mM para o metanol e K,=0,07 mM para o DMSO) determinado previamente de acordo
como o ponto 2.2.6.1.1.

0 volume total nas celulas foi de 500 pL e apds a adicao da solucdo de ATCI registou-se o
aumento da absorvéncia a 412 nm a 37 °C durante 180 segundos. O ensaio em branco consistiu
em pipetar 5 pL de DMSO ou metanol em vez da solu¢ao de amostra.

Uma solucao de tacrina em DMSO ou metanol de concentracao igual a solucao de amostra
foi utilizada como controlo positivo. A percentagem de inibicdo enzimatica foi calculada

usando a equacgao 17.

% Inibicao _VBiaos VAuses 4 (17)
VBig0s
onde VBigys € VAyggs, correspondem a velocidade da reacao enzimatica do ensaio em branco e
da amostra aos 180 segundos, respectivamente. Os ensaios foram realizados em
quadriplicado.

Através da percentagem de inibicao da AChE calculou-se o ICs, para as diferentes
amostras. Apos a obtencao da percentagem de inibicao tracou-se um grafico de percentagem
de inibicao (%) em funcao da concentracao de amostra (mg/mL), e uma vez obtida a equacao
do grafico (tabelas 3A e 4A) procedeu-se a determinacao da concentracdo que apresenta
cinquenta por cento de inibicao da atividade da AChE. Os resultados do ICs, obtidos em

mg/mL foram depois expressos como media + ¢ (graficos 9 e 10).
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2.2.6.2 Inibicao da AChE pelo método bioautografico de cromatografia em

camada fina

A inibicao da AChE por parte das diferentes amostras usando o método bioautografico de
cromatografia em camada fina foi realizado de acordo com Marston et al. (2002) com algumas
modificagoes.

Uma solucao de enzima acetilcolinesterase 30 U/mL foi preparada usando uma solucao de
BSA 1 mg/mL preparada com tampao Tris-acido cloridrico de concentracao 0,05 M e pH 7,8.
Diariamente preparou-se por diluicao com tampao Tris-acido cloridrico de concentracao 0,05
M e pH 7,8 uma solucao de trabalho de AChE com uma atividade de 6,7 U/mL. Preparou-se
também diariamente uma solucdo do composto acetato de 1-naftilo em etanol com uma
concentracao de 2,5 mg/mL e a solucdao de Fast Blue B salt em agua Milli-Q de igual
concentracao a do acetato de 1-naftilo.

Aplicou-se 15 pL das diferentes amostras (5 mg/mL) numa placa de cromatografia em
camada fina (placa cromatografica de silica gel 60F;s4) e eluiu-se com a mistura de solventes
testada previamente como sendo a que para cada caso permitia a eluicao da amostra. Apos a
eluicao das amostras as placas foram secas na totalidade. De seguida pulverizou-se as placas
cromatograficas com a solucao de enzima e colocaram-se num recipiente fechado contendo
um pouco de agua, mas sem contactarem com a agua. O recipiente foi depois incubado a 37
°C durante 20 min numa estufa e ap6s a incubacao as placas foram retiradas do recipiente e
secas. Em seguida, as placas foram pulverizadas com a solucao de acetato de 1-naftilo e
secas. Apos secagem pulverizou-se novamente a placa com a solucao de Fast Blue B salt. O
aparecimento de manchas brancas contrastando com o fundo puarpura indicou inibicado da
enzima acetilcolinesterase (anexo 1 figuras 1A;-8A,). Eserina na concentracao entre 0,001-
0,100 mg/mL foi usada como padrao (figura 29). Os ensaios foram realizados em trplicado

para cada amostra testada.

2.2.6.2.1 Teste de falsos positivos devido a inibicdo da reacdao do a-naftol

com o Fast Blue B salt

0 produto formado pela reacao entre a AChE e o acetato 1-naftil € o a-naftol (Marston et
al. 2002). Este composto reage com o Fast Blue B salt produzindo-se um composto de cor
purpura. Caso ocorra inibicao da reacao enzimatica pelos compostos presentes nos extratos,
ou por parte dos compostos de sintese, a reacao do a-naftol com o reagente Fast Blue B salt
nao ocorre e deste modo aparecem manchas brancas na placa. No entanto, o resultado da
inibicao da reacao entre o a-naftol e o reagente Fast Blue B salt pode nao ser devido aos
extratos ou compostos de sintese usados e neste caso o surgimento de manchas brancas trata-
-se assim de um falso positivo. Deste modo para se garantir que o surgimento de manchas
brancas num fundo plrpura nao seria um falso positivo mas sim o resultado da inibicdo da
enzima pelas diferentes amostras usadas procedeu-se a realizacao de ensaios para a detecao

de falsos positivos de acordo com Yang et al. (2009).
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Preparou-se uma solucao de 1-naftol de concentracao 1,5 mg/mL tendo como solvente
uma mistura de etanol (20 mL) e agua Milli-Q (30 mL). De seguida procedeu-se a aplicacao das
amostras nas placas cromatograficas e a respetiva eluicdo com a mistura de solventes testada
previamente. Apds a eluicao as placas foram secas na totalidade. Seguidamente procedeu-se
a pulverizacao das placas com a solucao de 1-naftol e a sua secagem. Por fim, as placas foram
pulverizadas com a solucao de Fast Blue B salt. O surgimento de manchas brancas indicou que

o resultado obtido era um falso positivo (anexo 1 figuras 1A-8A).
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Capitulo 3

3. Resultados e Discussao

3.1 Extratos de plantas, compostos isolados dos extratos e compostos de

sintese

Na tabela 3 encontram-se os diferentes extratos de plantas, compostos isolados e

compostos de sintese utilizados nos ensaios de bioatividade. Para cada amostra de extrato,

composto de sintese e composto isolado foi atribuida uma codificacdo numérica.

Os compostos Vincosamida, acido 3-0-B-D-fucopiranosilquinévico e acido 3-0-a-L-

ramnopiranosilquindvico, isolados e purificados a partir do extrato de acetato de etilo de P.

thonningii, e o composto Malanosido A, isolado e purificado a partir do extrato de acetato de

etilo de P. africanum, foram cedidos pela mestra Laura Isabel Nave Canelo do departamento

de quimica da Universidade da Beira Interior.

Tabela 3: Referéncias numéricas das diferentes amostras usadas nos ensaios de bioatividade.

Planta

Extrato

Numero

Adenodolichos huillensis

H,0 (folhas)
CHCl; (folhas)
CHCl; (raizes)
MeOH (folhas)

Hex (folhas)

Hymenodictyon floribundum

MeOH (cascas)
H,0 (cascas)
CHCl; (cascas)

Hex (cascas)

Tinnea antiscorbutica

MeOH (parte aérea)
H,O (parte aérea)

Peucedano angolense

MeOH (parte aérea)
H,O (parte aérea)
CHCl; (parte aérea)

e e Y A = N
O Rl ale ® NoluawN =

Parinari capensis

Hex (folhas)
MeOH (folhas)
H,0 (folhas)
CHCl; (folhas)

—_ A A -
N o g N

Rhus kirkii

MeOH (folhas)

_| =
O | o

Xylopia odoratissima

PhMe (folhas)

N
o

Eragrostis viscosa

AcOEt (parte aérea)
CH,Cl, (parte aérea)

NN
N =
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Tabela 3 (continuacdo): Referéncias numéricas das diferentes amostras usadas nos ensaios de

bioatividade.
Planta Extrato Numero
PhMe (folhas) 23
Boscia microphylla H,0 (folhas) 24
AcOEt (folhas) 25
Gymnosporia senegalensis MeOH (ramos) 26
Solanecio mannii MeOH (ramos) 27
Hex (parte aérea) 28
MeOH (parte aérea) 29
Croton gratissimus AcOEt (parte aérea) 30
CHCl; (parte aérea) 31
H,0 (parte aérea) 32
MeOH (fruto) 33
Solanum incanum AcOEt (fruto) 34
H,0 (fruto) 35
Hex (ramos) 36
MeOH (ramos) 37
Peltophorum africanum AcOEt (ramos) 38
CHCl; (ramos) 39
H,0 (ramos) 40
Hex (raizes) 41
MeOH (raizes) 42
Phragmanthera glaucocarpa AcOEt (raizes) 43
CHCl; (raizes) 44
H,0 (raizes) 45
Hex (raizes) 46
MeOH (raizes) 47
Piliostigma thonningii AcOEt (raizes) 48
CHCl; (raizes) 49
H,0 (raizes) 50
Composto isolado Numero
Vincosamida 51
Acido 3-0-B-D-fucopiranosilquinévico 52
Acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquinévico 53
Malandsido A 54
Composto de sintese Numero
C-1 55
C-2 56
C-3 57
C-4 58
C-5 59
C-6 60
c-7 61
C-8 62
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3.2 Atividade antioxidante

3.2.1 Método ABTS

Este método tem por base o facto de o ABTS®*", na presenca de substancias hidrofilicas ou
lipofilicas capazes de cederem eletrées ou atomos de hidrogénio, ser reduzido a sua forma
original ABTS (Miller et al., 1993; Luo et al., 2011?).

A capacidade que uma amostra tem para converter o ABTS®*" em ABTS é dada pelo valor de
ECs. Este é definido como a concentracao de amostra necessaria para captar 50 % do ABTS®*" e
converte-lo em ABTS. Quanto menor for o valor de ECs5,, maior é a capacidade antioxidante da
amostra (Villano et al., 2007).

Durante a realizacao dos ensaios nao foi possivel determinar o ECs, para as amostras
numero 3 (extrato de cloroformio das raizes de A. huillensis), 8 (extrato de cloroformio das
cascas de H. floribundum), 9 (extrato de hexano das cascas de H. floribundum), 14 (extrato
de cloroformio da parte aérea de P. angolense) e 22 (extrato de diclorometano da parte aérea
de E. viscosa) (tabela 3) devido a auséncia de solubilidade no meio utilizado no método, para
as amostras nuimero 53 (acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindvico), 54 (Malandsido A), 55
(cumarina sintética 1), 56 (cumarina sintética 2), 57 (cumarina sintética 3), 58 (cumarina
sintética 4), 59 (cumarina sintética 5), 60 (cumarina sintética 6), 61 (cumarina sintética 7) e
62 (cumarina sintética 8) (tabela 3) devido a indisponibilidade de amostra. Os ensaios para as
diferentes amostras foram realizados em quadriplicado e o EC5so em mg/mL foi apresentado
como média = o.

Inicialmente procedeu-se a determinacao da percentagem de captacao do ABTS®* de
acordo com 2.2.4.1.1, para diferentes concentracoes de amostra. De seguida, para se avaliar
qual ou quais as amostras com melhor capacidade em captar o ABTS**, determinou-se o valor
de ECs, das diferentes amostras (grafico 1) através da equacao obtida pela construcdo do
grafico de percentagem de captacao do ABTS®" (%) em funcao da concentracao de amostra
(mg/mL) (anexo 2 tabela 1A). Através do coeficiente de determinacao obtido para cada
equacao (anexo 2 tabela 1A) analisou-se a relacao entre a concentracao de amostra e a
percentagem de captacao do ABTS®*, tendo-se obtido uma relacao linear entre as variaveis X
e Y estatisticamente significativa para 95% de probabilidade (Goncalves,2001).

Para o composto usado como referéncia (Trolox) o valor de ECsy encontrado na literatura
em relacao ao radical ABTS varia entre 2,00 pg/mL (Li et al., 2012) e 0,03 mg/mL (Ko et al.,
2009). O valor de ECs, obtido para o Trolox nos ensaios para o método de ABTS foi de 2,78 +
0,10 pg/mL (grafico 1).

Considerando o valor de ECs, obtido para o Trolox em relacdo ao ABTS®", é possivel
observar através do grafico 1 que os melhores resultados de ECsy em termos de captacao do
ABTS®*" foram obtidos para as amostras nimero 43 (extrato de acetato de etilo das raizes de P
glaucocarpa) com um valor de ECs, de 1,06 + 0,29 mg/mL, 16 (extrato metandlico das folhas

de P. capensis) com um valor de ECsy de 0,78 + 0,03 mg/mL, 6 (extrato metandlico das cascas
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de H. floribundum) com um valor de ECsy de 0,60 + 0,03 mg/mL e 17 (extrato aquoso das
folhas de P. capensis) com um valor de ECs, de 0,57 + 0,03 mg/mL. Destes resultados é
possivel observar-se que o valor de ECsy mais baixo foi obtido para a amostra nimero 17, o
que significa que esta amostra possui, em relacao as restantes amostras, a melhor capacidade
em captar o ABTS®" e converte-lo em ABTS, ou seja, o conjunto dos compostos presentes
nesta amostra apresentam uma boa reatividade com o radical ABTS.

Como as amostras nimero 6, 16, 17 e 43 sao constituidas por misturas de compostos
(anexo 1 figuras 3A;, 4 A; e 7A;), a realizacdo de novos ensaios apds a separacao,
caracterizacao e identificacdo dos compostos isolados destas amostras podera originar
melhores resultados em termos de reatividade dos compostos isolados com o ABTS®'. A
sinergia entre as moléculas presentes nos extratos vegetais pode contribuir para a capacidade
antioxidante do extrato (Fallarero et al., 2008; Sharififar et al., 2012).

De facto em relacdo a amostra nimero 17 foram ja isolados e identificados os compostos
fitol, B-sitosterol e compostos do tipo kaurano, amirina (Saraiva, 2004). Assim a realizacao de
novos ensaios com os compostos isolados da amostra nimero 17 permite avaliar qual, ou
quais, os compostos responsaveis pela reatividade com o ABTS®", ou entao se a reatividade da
amostra nimero 17 é devido a sinergia entre os diferentes compostos que possui.

De facto a sinergia entre compostos foi observada em particular para a amostra nimero
48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii), de onde foi isolada a Vincosamida
(amostra nimero 51) e o acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico (amostra numero 52).
Analisando os resultados de ECs, € possivel observar que as amostras isoladas possuem um ECs
superior a da amostra numero 48, o que significa que o resultado obtido para a amostra
numero 48 pode ser explicado pela sinergia entre os compostos presentes nesta amostra.

As amostras numero 7 (extrato aquoso das cascas de H. floribundum), 10 (extrato
metanolico da parte aérea de T. antiscorbutica), 19 (extrato metandlico das folhas de R.
kirkii), 26 (extrato metanodlico dos ramos de G. senegalensis), 30 (extrato de acetato de etilo
da parte aérea de C. gratissimus), 31 (extrato de clororformio da parte aérea de C.
gratissimus), 33 (extrato metanolico do fruto de S. incanum), 34 (extrato de acetato de etilo
do fruto de S. incanum), 36 (extrato de hexano dos ramos de P. africanum), 37 (extrato
metanolico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de P
africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P. africanum), 40 (extrato aquoso dos
ramos de P. africanum) e 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii), apesar
de apresentarem valores de EC5y mais altos (entre 1,94-2,69 mg/mL), relativamente ao Trolox
e as amostras com melhores resultados, também apresentaram alguma capacidade em captar
o ABTS*" o que significa que estas amostras possuem na sua composicao compostos que
reagem com o radical ABTS. Para estas amostras a interacao entre os diferentes compostos
presentes na sua constituicao pode ser a razao pela qual as diferentes amostras apresentam
baixa reatividade com o radical ABTS. As restantes amostras apresentaram pouca reatividade
com o ABTS*", uma vez que, os valores de ECs, obtidos sdao consideravelmente altos em

comparagao com o Trolox e com as amostras referidas anteriormente.
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Grafico 1: ECs, das diferentes amostras e do Trolox (grafico destacado) para o método de ABTS. Os nimeros no eixo das abscissas correspondem a amostras
identificadas na tabela 3. As barras coloridas correspondem as amostras com melhores resultados em termos de ECs, em relacido ao ABTS®". A verde os extratos
metandlicos: 6 - H. floribundum (cascas); 16 - P capensis (folhas). A azul o extrato aquoso: 17 - P. capensis (folhas). A vermelho o extrato de acetato de etilo: 43

- P. glaucocarpa (raizes). (n= 4; média + o; P< 0,05).




3.2.2 Método DPPH

Neste método o DPPH® na presenca de substancias capazes de ceder atomos de hidrogénio
ou eletroes é convertido na forma reduzida DPPH-H e o ECsy neste caso permite avaliar a
capacidade que uma amostra tem para ceder atomos de hidrogénio ou eletrées ao DPPH®
(Villano et al., 2007).

Durante a realizacdo dos ensaios nao foi possivel determinar o ECsy para as amostras
numero 3 (extrato de cloroféormio das raizes de A. huillensis), 8 (extrato de cloroférmio das
cascas de H. floribundum), 9 (extrato de hexano das cascas de H. floribundum), 14 (extrato
de clororformio da parte aérea de P. angolense) e 22 (extrato de diclorometano da parte
aérea de E. viscosa) (tabela 3) devido a auséncia de solubilidade no meio utilizado no
método, e para as amostras niUmero 55 (cumarina sintética 1), 56 (cumarina sintética 2), 57
(cumarina sintética 3), 58 (cumarina sintética 4), 59 (cumarina sintética 5), 60 (cumarina
sintética 6), 61 (cumarina sintética 7) e 62 (cumarina sintética 8) (tabela 3) devido a
indisponibilidade de amostra. Os ensaios para as diferentes amostras foram realizados em
quadriplicado e o ECso em mg/mL foi apresentado como média = o.

Inicialmente procedeu-se a determinacao da percentagem de captacao do DPPH® de
acordo com 2.2.4.2.1, para diferentes concentracoes de amostra. De seguida, para se avaliar
qual ou quais as amostras com melhor capacidade em captar o DPPH*, determinou-se o valor
de ECso das diferentes amostras (grafico 2) através da equacao obtida pela construcao do
grafico de percentagem de reducdao do DPPH® (%) em funcdo da concentracdo de amostra
(mg/mL) (anexo 2 tabela 2A). Através do coeficiente de determinacao obtido para cada
equacao (anexo 2 tabela 2A) analisou-se a relacao entre a concentracao de amostra e a
percentagem de captacao do DPPH®, tendo-se obtido uma relacao linear entre as variaveis X e
Y estatisticamente significativa para 95% de probabilidade (Goncalves, 2001).

O Trolox foi usado como composto de referéncia, e os valores de ECsy encontrados na
literatura para o Trolox em relacao ao radical DPPH variam entre 5,00 pg/mL (Li et al., 2012)
e 6,00 pyg/mL (Li et al., 2009). O valor de ECs, obtido para o Trolox nos ensaios para o método
de DPPH foi de 5,04 + 0,10 pg/mL (grafico 2).

Considerando o valor de ECs, obtido para o Trolox em relacao ao radical DPPH, através do
grafico 2 é possivel observar que os melhores resultados, em termos de captacao do radical
DPPH, foram observados para as amostras nimero 19 (extrato metanodlico das folhas de R.
kirkii) com um valor de ECsy de 0,19 + 0,06 mg/mL, 36 (extrato de hexano dos ramos de P.
africanum) com um valor de ECso, de 0,10 + 0,01 mg/mL, 42 (extrato metandlico das raizes de
P. glaucocarpa) com um valor de ECso de 0,10 + 0,02 mg/mL e 45 (extrato aquoso das raizes
de P. glaucocarpa) comum valor de EC5y de 0,10 + 0,01 mg/mL. Os resultados obtidos para as
amostras nimero 19, 36, 42 e 45 sugerem que estas possuem na sua composicdo compostos
com uma boa reatividade em relacao ao radical DPPH, ou seja, melhor capacidade em captar
o radical DPPH e converte-lo em DPPH-H. Como as amostras para as quais se registou
melhores resultados em termos de captacao do DPPH® sdao constituidas por misturas de

compostos (anexo 1 figuras 1A; e 8A,), a realizacao de novos ensaios para o radical DPPH com
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os compostos isolados das diferentes amostras permite avaliar qual ou quais os compostos
responsaveis pela reatividade das diferentes amostras em relacao ao DPPH®.

Em particular a amostra nimero 54 (Malandsido A) foi isolada da amostra nimero 38
(extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum), no entanto o ECsy da amostra nimero
38 é mais baixo do que o composto isolado, apesar de ambas as amostras apresentarem bons
resultados em termos de captacao do radical DPPH. Estes resultados sugerem assim que para
a amostra numero 38 a reatividade como o DPPH® é resultado da sinergia entre a amostra
nimero 54 e os outros compostos presentes na sua constituicao.

0 mesmo pode ser observado em relacao as amostras nimero 51 (vincosamida), 52 (acido
3-0-B-D-fucopiranosilquindvico) e 53 (acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindvico) que foram
isoladas da amostra nimero 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii), os
compostos isolados apresentarm um valor de ECs, superior em relacao ao valor da amostra de
onde foram isolados, sugerindo assim que para a amostra nimero 48 a reatividade com o
radical DPPH ¢é devido a sinergia entre os compostos nimero 51, 52 e 53, em particular do
composto nimero 51 que destes trés foi o que apresentou um ECs, mais baixo, o que sugere
que este composto é responsavel em grande parte pela boa reatividade da amostra nimero 48
em relacao ao radical DPPH.

Para a amostra nimero 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis), como foram ja
isolados e identificados os compostos fitol, B-sitosterol e compostos do tipo kaurano, amirina
(Saraiva, 2004), a realizacdo de novos ensaios apos o isolamento dos compostos presentes
nesta amostra permitira avaliar qual, ou quais, os compostos responsaveis pela reatividade
com o DPPH®, ou entao se a reatividade da amostra nimero 17 é devido a sinergia entre os
diferentes compostos que possui.

As amostras numero 6 (extrato metandlico das cascas de H. floribundum), 7 (extrato
aquoso das cascas de H. floribundum), 16 (extrato metanodlico das folhas de P. capensis), 17
(extrato aquoso das folhas de P capensis), 26 (extrato metandlico dos ramos de G.
senegalensis), 37 (extrato metanodlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de
etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P. africanum), 40
(extrato aquoso dos ramos de P africanum), 41 (extrato de hexano das raizes de P
glaucocarpa), 43 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. glaucocarpa), 44 (extrato de
cloroférmio das raizes de P. glaucocarpa), 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P
thonningii) e 54 (Malandsido A) (grafico 2) apesar de terem valores de ECs, altos (entre 0,20 -
0,63 mg/mL), relativamente ao trolox e as amostras com melhores resultados, também
demonstraram alguma capacidade em captar o DPPH® e converte-lo em DPPH-H, o que
significa que estas amostras possuem na sua composicao compostos que reagem com o radical
DPPH. As restantes amostras apresentaram pouca reatividade com o DPPH*®, uma vez que, os
valores de ECsy obtidos sao consideravelmente altos em comparacao com o Trolox e com as

amostras referidas anteriormente.
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Analisando os resultados entre os métodos de ABTS e DPPH é possivel observar-se que as
amostras numero 6, 16, 17 e 43 apresentaram bons resultados contra os radicais livres dos
dois métodos usados. No entanto, amostras como, por exemplo, as amostras nimero 41
(extrato de hexano das raizes de P. glaucocarpa), 42 (extrato metanolico das raizes de P
glaucocarpa) e 45 (extrato aquoso das raizes de P. glaucocarpa) apresentaram melhores
resultados no método de DPPH do que no método de ABTS.

Para algumas amostras como, por exemplo, as amostras nimero 2 (extrato de cloroformio
das folhas de A. huillensis), 28 (extrato de hexano da parte aérea de C. gratissimus), 46
(extrato de hexano das raizes de P. thonningii) e 51 (Vincosamida) os valores de ECs, obtidos
em relacao ao método de DPPH sao mais baixos do que os valores obtidos para o método de
ABTS, apesar dos valores para estas amostras indicarem uma baixa reatividade nos dois
métodos. A diferente reatividade das amostras nos dois métodos deve-se ao facto de que os
dois radicais livres usados possuem propriedades e reatividades diferentes.

No caso particular da amostra niumero 51, o isolamento melhorou apenas a reatividade
com o radical DPPH, o que sugere que a estrutura molecular dos compostos também pode

influenciar a reatividade com os radicais livres.
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Grafico 2: ECs, das diferentes amostras e do Trolox (grafico destacado) para o método de DPPH. Os nimeros no eixo das abscissas correspondem a amostras
identificadas na tabela 3. As barras coloridas correspondem as amostras com melhores resultados em termos de ECs, em relacao ao DPPH®. A verde os extratos
metanolicos: 6 - H. floribundum (cascas); 16 - P. capensis (folhas); 19 - R. kirkii (folhas); 26 - G. senegalensis (ramos); 37 - P africanum (ramos); 42 - P
glaucocarpa (raizes). A azul os extratos aquosos: 7 - H. floribundum (cascas); 17 - P. capensis (folhas); 40 - P africanum (ramos); 45 - P. glaucocarpa (raizes). A
vermelho os extratos de acetato de etilo: 38 - P africanum (ramos); 43 - P. glaucocarpa (raizes); 48 - P thonningii (raizes). A amarelo os extratos de hexano: 36 -
P. africanum (ramos); 41 - P. glaucocarpa (raizes). A castanho os extratos de cloroférmio: 39 - P africanum (ramos); 44 - P. glaucocarpa (raizes). A rosa o composto
natural Malandsido A. (n= 4; média + c; P< 0,05).



3.2.3 Valor peroéxido

A determinacao do valor perdxido permite avaliar o estado de oxidacao de uma amostra
lipidica (Strochkova et al., 2001). Inicialmente procedeu-se a determinacdao do nimero de
dias necessarios para se obter uma oxidacao de cerca de 100 meq O,/g de amostra lipidica,
em amostras comerciais de 6leo de girassol e soja. Foi obtido ao fim de oito dias de oxidacao
um valor de 110,80 meq 0O,/g de amostra para a amostra de 6leo de girassol e um valor de
14,40 meq 0O,/g de amostra para a amostra de 6leo de soja (grafico 3). Tendo em conta o
facto de que a amostra de dleo de soja demora mais tempo a atingir um valor peroxido de
cerca de 100 meq 0,/g de amostra, a amostra de dleo de girassol foi assim escolhida como
modelo para estudar o efeito das diferentes amostras sobre a oxidacao do oleo de girassol.

A amostra de 6leo de soja é mais resistente a oxidacao, pelo facto de que o teor de
acidos gordos totais insaturados e polinsaturados € menor do que o dleo de girassol (Martins
et al., 2006).
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Grafico 3: Valor peroxido (VP) de amostras de dleo de soja e de girassol em funcdo do tempo de
oxidacao (oito dias). (n= 3; média + o; P<0,05).

Em termos experimentais, a diminuicdo da oxidacao de uma amostra de dleo de girassol
por parte das diferentes amostras foi determinada de acordo com 2.2.4.3.1.

Durante a realizacao dos ensaios nao foi possivel determinar o valor perdxido para as
amostras nimero 5 (extrato de hexano das folhas de A. huillensis), 56 (cumarina sintética 2),

57 (cumarina sintética 3), 58 (cumarina sintética 4), 59 (cumarina sintética 5), 60 (cumarina

sintética 6), 61 (cumarina sintética 7), e 62 (cumarina sintética 8) (tabela 3) devido a
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auséncia de solubilidade no 6leo de girassol e para as amostras nimero 51 (Vincosamida), 52
(acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico), 53 (acido 3-O-a-L-ramnopiranosilquindvico) e 54
(Malanésido A) (tabela 3) devido a indisponibilidade de amostra.

Os resultados (grafico 4) foram realizados em triplicado e expressos em meq 0,/g de
amostra como media + ¢ ao oitavo dia de oxidacao da amostra de 6leo de girassol.

Como o VP aumenta durante a fase de propagacao e decresce na fase de terminacao da
oxidacao lipidica (Laguerre et al., 2007), a realizacao de um ensaio sem amostra (controlo) é
fundamental uma vez que permite avaliar a fase em que se encontra a oxidacao da amostra
lipidica. Se no controlo a oxidacao da amostra lipidica diminui ao longo dos oito dias significa
que a fase em questao é a de terminacao. Pelo contrario, se aumenta significa que a amostra
lipidica se encontra na fase de propagacao. Além disso, o ensaio de controlo é também
fundamental para se poder comparar os resultados obtidos. Nos ensaios o valor perodxido
obtido para o controlo ao oitavo dia de oxidacao foi de 139,39 + 3,33 meq O,/g de amostra
(grafico 4).

Analisando o grafico 4, e em comparacao com o valor peroxido obtido para o controlo ao
fim de oito dias de oxidacdo da amostra de dleo de girassol, é possivel observar que os
melhores resultados para as amostras em termos de valor peroxido ao oitavo dia de oxidagao
foram obtidos com as amostras nimero 45 (extrato aquoso das raizes de P. glaucocarpa) com
um valor peroxido de 131,40 + 1,05 meq O,/g de amostra, 12 (extrato metandlico da parte
aérea de P. angolense) com um valor peroxido de 117,87 + 3,77 meq O,/g de amostra, 9
(extrato de hexano das cascas de H. floribundum) com um valor peroxido de 117,07 + 3,76
meq O,/g de amostra, 11 (extrato aquoso da parte aérea de T. antiscorbutica) com um valor
perdxido de 112,00 + 3,57 meq 0,/g de amostra, 14 (extrato de clororférmio da parte aérea
de P. angolense) com um valor peroxido de 101,87 + 3,25 meq O,/g de amostra, 16 (extrato
metanolico das folhas de P.capensis) com um valor peroxido de 98,27 + 3,16 meq 0,/g de
amostra, 25 (extrato de acetato de etilo das folhas de B. microphylla) com um valor peroxido
de 91,47 + 2,91 meq O,/g de amostra, 8 (extrato de cloroférmio das cascas de H.
floribundum) com um valor peroxido de 88,93 + 2,83 meq O,/g de amostra, 22 (extrato de
diclorometano da parte aérea de E. viscosa) com um valor perdxido de 83,07 + 2,65 meq O,/¢
de amostra, 19 (extrato metandlico das folhas de R. kirkii) com um valor peroxido de 80,93 *
2,58 meq 0,/g de amostra, 10 (extrato metandlico da parte aérea de T. antiscorbutica) com
um valor peroxido de 75,60 + 2,41 meq O,/g de amostra, 21 (extrato de acetato de etilo da
parte aérea de E. viscosa) com um valor peroxido de 74,13 + 2,36 meq 0,/g de amostra, 24
(extrato aquoso das folhas de B. microphylla) com um valor peroxido de 72,53 + 2,33 meq
0,/g de amostra, 2 (extrato de cloroférmio das folhas de A. huillensis) com um valor peroxido
de 67,60 + 2,16 meq O,/g de amostra, 3 (extrato de cloroformio das raizes de A. huillensis)
com um valor peroxido de 67,20 + 2,15 meq 0,/g de amostra, 13 (extrato aquoso da parte
aérea de P angolense) com um valor perdxido de 57,47 + 1,83 meq O,/g de amostra, 17
(extrato aquoso das folhas de P. capensis) com um valor peroxido de 55,73 + 1,77 meq O,/g de

amostra, 6 (extrato metanodlico das cascas de H. floribundum) com um valor peroxido de
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55,20 + 1,76 meq O,/g de amostra, 7 (extrato aquoso das cascas de H. floribundum) com um
valor perdxido de 54,80 + 1,81 meq O,/g de amostra, 18 (extrato de cloroférmio das folhas de
P. capensis) com um valor peroxido de 52,53 + 1,67 meq O,/¢g de amostra e 1 (extrato aquoso
das folhas de A. huillensis) com um valor peraxido de 34,47 + 1,20 meq 0,/g de amostra.

Do conjunto de melhores resultados, as amostras numero 1, 6, 7, 13, 17 e 18 sao as que
apresentaram um valor perdxido mais baixo ao final dos oito dias de oxidacdo. Os resultados
para estas amostras sugerem que os compostos que fazem parte da sua constituicao possuem
uma boa capacidade em diminuir a oxidacdo do 6leo de girassol. Assim o isolamento,
identificacao dos compostos e realizacao de novos ensaios com os compostos isolados permite
avaliar qual ou quais os compostos responsaveis pela capacidade de diminuicao a oxidacao da
amostra de oleo de girassol, ou se o efeito de diminuicao é resultado da sinergia entre os
diferentes compostos. No caso particular das amostras nimero 17 (Saraiva, 2004), 21 e 22
(Sebastiao, 2007) foram ja identificados os compostos presentes nestas amostras.

A amostra nimero 15 (extrato de hexano das folhas de P. capensis), apesar do valor
peroxido alto, também apresenta capacidade em diminuir a oxidacdo do 6leo de girassol ao
fim dos oito dias de oxidacao, o que sugere que esta amostra em particular possui compostos
que provocam uma pequena diminuicao do valor perdxido do dleo de girassol. Ensaios com os
compostos isolados desta amostra poderao dar origem a melhores resultados em termos de
diminuicao do valor peroxido. As restantes amostras em relacdao ao ensaio controlo e as
amostras com melhores resultados, apresentaram um valor perdxido ao oitavo dia de oxidacao
superior ao do controlo, o que significa que estas amostras apresentam um efeito contrario ao
desejado, ou seja, um efeito pro-oxidante. Nestes casos os compostos da amostra vao
contribuir para o aumento da oxidacao do 6leo de girassol.

Como o o6leo de girassol usado possui na sua composicao, de acordo com a informacao
fornecida pela marca comercial no rétulo da garrafa, 51 mg de vitamina E, que € um
antioxidante lipossolivel, através do grafico 3 é possivel observar-se que na fase inicial da
oxidacao a vitamina E atua prevenindo a oxidacao do dleo de girassol, no entanto, com o
decorrer de dias de oxidacao esse efeito diminui. Para as amostras em que se observou
melhores resultados em termos de diminuicao do valor ao fim dos oito dias de oxidacao, €
possivel colocar-se a hipotese de que os compostos presentes nas amostras atuam, numa fase
inicial da oxidacao, em sinergia com a vitamina E provocando a reducao da oxidacao lipidica.
A realizacao de ensaios, mas com amostras lipidicas sem qualquer tipo de antioxidante, é
importante para se avaliar o efeito da vitamina E nos resultados obtidos com as diferentes
amostras.

Comparando os valores obtidos para o valor peroxido com os valores de ECs, obtidos para
os métodos de ABTS e DPPH é possivel observar-se que algumas das amostras como, por
exemplo, para as amostras nimero 6, 7, 16 e 17 apresentaram bons resultados nos trés
métodos, ou seja, apresentaram capacidade em captar os radicais livres ABTS e DPPH e em

reduzir a formacao de perdxidos durante a oxidacao lipidica.
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A realizacao de novos ensaios nos trés métodos, como os compostos isolados
destas quatro amostras, permitira avaliar qual ou quais os compostos com
capacidade em captar os radicais DPPH e ABTS e em reduzir a oxidacao lipidica.

Algumas amostras como, por exemplo, a amostra numero 1, 2, 11 e 13
apresentaram uma boa capacidade em diminuir a oxidacdo do dleo de girassol aos
oito dias de oxidacao, no entanto, em relacao aos métodos de ABTS e DPPH estas
amostras nao apresentaram boa capacidade em captar os radicais livres de ABTS e
DPPH. Os resultados dos trés métodos em relacao a estas amostras sugerem assim
que os compostos presentes nestas amostras nao apresentam boa capacidade
antioxidante contra os radicais livres ABTS e DPPH, mas que pelo contrario reduzem
a oxidacao dos acidos gordos insaturados.

Pelo contrario, as amostras nimero 36 (extrato de hexano dos ramos de P
africanum), 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum), 40 (extrato
aquoso dos ramos de P. africanum) e 43 (extrato de acetato de etilo das raizes de P,
glaucocarpa) apresentaram boa capacidade capacidade antioxidante contra os
radicais livres ABTS e DPPH, no entranto, relativamente a reducao da oxidacdo do
oleo de girassol apresentarm um efeito pro-oxidante. Estes resultados sugerem que
0s compostos presentes nas amostras nimero 36, 38, 40 e 43 vao contribuir para a
oxidacao dos acidos gordos insaturados do 6leo de girassol. A realizacao de novos
ensaios com os compostos isolados destas amostras é importante para se determinar
qual ou quais os compostos responsaveis pelo efeito observado com as amostras
numero 36, 38, 40 e 43.
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Grafico 4: Valor peroxido das diferentes amostras e controlo (C) ao oitavo dia de oxidacao para o 6leo de girassol. Os nimeros no eixo das abscissas correspondem
a amostras identificadas na tabela 3. As barras coloridas correspondem as amostras com melhores resultados em termos de valor peroxido. A verde os extratos
metandlicos: 6 - H. floribundum (cascas); 10 - T. antiscorbutica (parte aérea); 12 - P angolense parte aérea); 16 - P. capensis (folhas); 19 - R. kirkii (folhas). A azul
os extratos aquosos: 1 - A. huillensis (folhas); 7 - H. floribundum (cascas); 11 - T. antiscorbutica (parte aérea); 13 - P angolense (parte aérea); 17 - P. capensis
(folhas); 24 - B. microphylla (folhas). A vermelho os extratos de acetato de etilo: 21 - E. viscosa (parte aérea); 25 - B. microphylla (folhas). A amarelo o extrato de
hexano: 9 - H. floribundum (cascas). A castanho os extratos de cloroférmio: 2 - A. huillensis (folhas); 3 - A. huillensis (raizes); 8 - H. floribundum (cascas); 14 - P
angolense (parte aérea); 18 - P. capensis (folhas). A roxo o extrato de diclorometano: 22 - E. viscosa (parte aérea). (n= 3; média + o; P< 0,05).



3.2.4 Método de Folin-Ciocalteu

Para o método de Folin-Ciocalteu, a nivel experimental determinou-se inicialmente a
curva de calibracao (grafico 5) de acordo com 2.2.4.4.1. Para as amostras 1 a 25 (tabela 3) a
concentracao total de compostos fendlicos foi determinada através de valores anteriormente
obtidos de acordo com 2.2.4.4.1 e 2.2.4.4.2 (Fernandes, 2010).

A quantificacdo de compostos fendlicos totais nas restantes amostras foi obtida através da
curva de calibracao apresentada no grafico 5, por substituicao dos valores experimentais das
absorvéncias obtidas de acordo com 2.2.4.4.2 na equacao y=10,199x+0,005 (R?=0,999) da
curva de calibracao. Os resultados obtidos para todas as amostras (grafico 6) foram realizados
em quadriplicado e expressos em mg G.A.E./g extrato seco como média + o, onde G.A.E.
significa equivalentes de acido galhico.

A concentracao de compostos fendlicos totais nas diferentes amostras vegetais variou
entre 15,30 + 0,39 mg G.A.E./g extrato e 746,56 + 0,45 mg G.A.E./g extrato. A partir do
grafico 6 é possivel observar que as amostras que apresentaram uma concentracao mais
elevada de compostos fendlicos foram as amostras nimero 38 (extrato de acetato de etilo dos
ramos de P. africanum) com uma concentracao de 746,56 + 0,45 mg G.A.E./g extrato, 37
(extrato metanolico dos ramos de P. africanum) com uma concentracao de 631,38 + 0,77 mg
G.A.E./g extrato, 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis) com uma concentracao de
549,27 + 0,45 mg G.A.E./g extrato, 33 (extrato metanolico do fruto de S. incanum) com uma
concentracao de 521,57 + 0,62 mg G.A.E./g extrato, 39 (extrato de cloroféormio dos ramos de
P. africanum) com uma concentracao de 499,60 + 0,61 mg G.A.E./g extrato, 35 (extrato
aquoso do fruto de S. incanum) com uma concentracao de 493,33+ 0,80 mg G.A.E./g extrato,
30 (extrato de acetato de etilo da parte aérea de C. gratissimus) com uma concentracao de
460,91 + 0,38 mg G.A.E./g extrato, 26 (extrato metanolico dos ramos de G. senegalensis) com
uma concentracao de 444,17 + 0,24 mg G.A.E./g extrato, 34 (extrato de acetato de etilo do
fruto de S. incanum) com uma concentracao de 395,02 + 0,50 mg G.A.E./g extrato, 40
(extrato aquoso dos ramos de P. africanum) com uma concentracao de 389,79 + 0,65 mg
G.A.E./g extrato, 16 (extrato metandlico das folhas de P. capensis) com uma concentacao de
365,12 + 0,52 mg G.A.E./g extrato, 29 (extrato metanolico da parte aérea de C. gratissimus)
com uma concentacao de 306,12 + 0,46 mg G.A.E./g extrato, 27 (extrato metanodlico dos
ramos de S. mannii) com uma concentacao de 296,71 + 0,62 mg G.A.E./g extrato, 43 (extrato
de acetato de etilo das raizes de P. glaucocarpa) com uma concentracao de 280,42 + 0,15 mg
G.A.E./g extrato, 31 (extrato de cloroférmio da parte aérea de C. gratissimus) com uma
concentracao de 276,84 + 0,50 mg G.A.E./g extrato, 32 (extrato aquoso da parte aérea de C.
gratissimus) com uma concentracao de 202,90 + 0,61 mg G.A.E./g extrato, 7 (extrato aquoso
das cascas de H. floribundum) com uma concentragao de 216,93 + 0,51 mg G.A.E./g extrato,
6 (extrato metandlico das cascas de H. floribundum) com uma concentracao de 202,43 + 0,61
mg G.A.E./g extrato, 1 (extrato aquoso das folhas de A. huillensis) com uma concentracao de
202,33 + 0,30 mg G.A.E./g extrato, 19 (extrato metanolico das folhas de R. kirkii) com uma

concentracao de 199,86 + 0,41 mg G.A.E./g extrato e 10 (extrato metandlico da parte aérea
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de T. antiscorbutica) com uma concentracao de 197,08 + 0,60 mg G.A.E./g extrato. As
restantes amostras apresentaram uma concentracdo de compostos fenolicos totais
considerada baixa.

Através do coeficiente de determinacdo obtido para a equacao obtida pela curva de
calibracao (grafico 5) verificou-se que se obteve uma relacao linear entre a concentracao de
acido galhico e as absorvéncias das solucoes de acido galhico estatisticamente significativa

para 95% de probabilidade (Gongalves,2001).
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Grafico 5: Curva de calibracao para o método de Folin-Ciocalteu usada na quantificacdo de compostos
fendlicos totais das amostras. O intervalo de concentragao 0,00 - 0,05 mg G.A.E./mL foi destacado no
grafico para melhor visualizacao dos pontos, (n= 4; média * o; P< 0,05).

Geralmente quanto maior é a concentracao de compostos fenolicos totais nos extratos,
melhor é a capacidade antioxidante (Li et al., 2009). Assim ao comparar-se os resultados
obtidos nos métodos de ABTS (grafico 1) e DPPH (grafico 2) com os resultados obtidos para o
método de Folin-Ciocalteu (grafico 6) é possivel observar-se que algumas das amostras como,
por exemplo, as amostras nimero 16 (extrato metandlico das folhas de P. capensis), 17
(extrato aquoso das folhas de P. capensis), 26 (extrato metandlico dos ramos de G.
senegalensis), 37 (extrato metanodlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de
etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroformio dos ramos de P. africanum) e 40
(extrato aquoso dos ramos de P. africanum) apresentaram melhores resultados em termos de
reatividade com o radical ABTS e que essa reatividade pode ser resultado dos compostos
fenolicos presentes na sua constituicdo, uma vez que, estas amostras possuem também uma
concentracao de compostos fendlicos totais alta. O mesmo pode ser dito para estas amostras

em relacdo ao método de DPPH.
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Em relacao ao valor perdxido para as amostras nimero 16, 17, 26, 37, 38, 39 e 40, apenas
as amostras nimero 16 e 17 é que apresentaram capacidade em reduzir a oxidacdo do 6leo de
girassol ao fim de oito dias de oxidacao. Assim para as amostras nimero 16 e 17 pode colocar-
se a hipotese de que a reatividade com os radicais ABTS e DPPH, bem como a capacidade de
reducao da oxidacao dos acidos gordos insturados do 6leo de girassol, € em grande parte
devido aos compostos fenodlicos presentes nestas duas amostras.

As amostras nimero 26, 30, 37, 38, 39 e 40 apresentaram uma concentracao elevada de
compostos fendlicos o que também explica os valores de ECs, baixos nos métodos de ABTS e
DPPH. No valor perdxido estas amostras apresentaram um efeito pro-oxidante, o que pode ser
devido ao facto dos compostos fendlicos presentes nestas amostras serem muito hidrofilicos e
nao se aproximarem dos acidos gordos insaturados do 6leo de girassol ou entao os compostos
fendlicos podem ter-se degradado durante os ensaios e originado compostos por-oxidantes.

As amostras numero 6 (extrato metandlico das cascas de H. floribundum), 7 (extrato
aquoso das cascas de H. floribundum), 19 (extrato metandlico das folhas de R. kirkii) e 43
(extrato de acetato de etilo da raizes de P. glaucocarpa) sao exemplos de amostras com uma
concentracao de compostos fenolicos que nao é das mais altas, no entanto apresentaram bons
resultados em relacao ao ABTS e DPPH o que significa que os poucos compostos fenodlicos que
estas amostras possuem, apresentam uma boa reatividade contra os radicais livres de ABTS e
DPPH. Destas amostras apenas a amostra nimero 43 apresentou um efeito pro-oxidante em
relacao ao valor peroxido, podendo esse efeito ser explicado pelos mesmos motivos referidos
anteriormente. As amostras nimero 6, 7 e 19 apresentaram boa capacidade em reduzir a
oxidacao do 6leo de girassol pelo que os compostos fendlicos presentes nestas amostras
podem ser em grande parte os responsaveis por esse efeito.

No método de DPPH é também possivel observar-se que as amostras nimero 41 (extrato
de hexano das raizes de P. glaucocarpa), 42 (extrato metandlico das raizes de P. glaucocarpa),
44 (extrato de cloroférmio das raizes de P. glaucocarpa) e 45 (extrato aquoso das raizes de P,
glaucocarpa) apresentaram capacidade em captar o radical DPPH, apesar da concentracao em
compostos fendlicos totais ser baixa. Estes resultados sugerem que para estas amostras a
reatividade como o radical DPPH ¢é devido a compostos de natureza nao fenodlica ou entao os
compostos fenolicos presentes apresentam uma reatividade elevada com o radical DPPH.
Destas quatro amostras, o mesmo pode ser dito em realcao a amostra nimero 45, mas para o
método de ABTS.

No método de Folin-Ciocalteu as amostras numero 27, 29, 31, 32, 33, 34 e 35
apresentaram uma concentracao alta de compostos fenolicos, no entanto, para estas
amostras nao foi observada reatividade com os radicais ABTS e DPPH, nem capacidade de
diminuicdo da oxidacado lipidica, o que sugere que os compostos de natureza fenolica
presentes nestas amostras possuem baixa reatividade em termos de atividade antioxidante e

de reducao da oxidacao de amostras de natureza lipidica.

81



8

mg G.A.E. f gextrato + &

800 -
750 4
700 o
650 -
600 +
550 -
500
450
400 4
350 1
300 =
250 -
2004 ™) —_ —
150

100 o

gt ia A AaTRHATH) | [nlMIArRAALA AN allnanlll;

0 I 1 I I 1 I I I I 1 1 I 1 I 1

1 ! 1 1
12 1 45 6 7 B 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3D 36 37 38 39 40 41 421 43 44 45 46 47 48 49 50

Grafico 6: Resultado da concentracao de compostos fendlicos totais para as diferentes amostras de extrato, através do método de Folin-Ciocalteu. Os nimeros no eixo
das abscissas correspondem a amostras identificadas na tabela 3. As barras coloridas correspondem as amostras com melhores resultados em termos de concentracao
de compostos fendlicos totais. A verde os extrato metandlicos: 16 - P. capensis (folhas); 26 - G. senegalensis (ramos); 33 - S. incanum (fruto); 37 - P africanum (ramos).
A azul os extratos aquosos: 17 - P capensis (folhas); 35 - S. incanum (fruto); 40 - P africanum (ramos). A vermelho os extratos de acetato de etilo: 30 - C. gratissimus
(parte aérea); 34 - S. incanum (fruto); 38 - P africanum (ramos). A castanho o extrato de cloroférmio: 39 - P africanum (ramos). (n= 4; média + o; P< 0,05).



3.3 Atividade antimicrobiana

3.3.1 Ensaios de microdiluicao em meio liquido

Nos ensaios de microdiluicdo em meio liquido, a actividade antifiingica e antibacteriana
das diferentes amostras foi realizada conforme descrito em 2.2.5.1.1 para a estirpe de C.
albicans e 2.2.5.1.2 para as estirpes de S. aureus e E. coli.

Relativamente aos extratos de A. huillensis, H. floribundo, P. capensis, P. angolense e E.
viscosa (tabela 3), a determinacado da atividade antifiingica e antibacteriana foi realizada em
trabalhos anteriores por Almeida e Vieira (Almeida, 2008; Vieira, 2010), respetivamente,
através dos mesmos procedimentos e para as mesmas estirpes. Durante a realizacao dos
ensaios nao foi possivel determinar a atividade antifingica e antibacteriana para as amostras
numero 10 (extrato metandlico da parte aérea de T. antiscorbutica), 11 (extrato aquoso da
parte aérea de T. antiscorbutica), 19 (extrato metandlico das folhas de R. kirkii), 20 (extrato
de tolueno das folhas de X. odoratissima), 23 (extrato de tolueno das folhas de B.
microphylla), 24 (extrato aquoso das folhas de B. microphylla), 25 (extrato de acetato de
etilo das folhas de B. microphylla), 55 (cumarina sintética 1), 56 (cumarina sintética 2), 58
(cumarina sintética 4), 60 (cumarina sintética 6), 61 (cumarina sintética 7) e 62 (cumarina
sintética 8) (tabela 3) devido devido a auséncia de solubilidade no solvente usado, e para as
amostras nimero 51 (Vincosamida), 52 (acido 3-O-B-D-fucopiranosilquinévico), 53 (acido 3-O-
-a-L-ramnopiranosilquindvico) e 54 (Malandsido A) (tabela 3) devido a quantidade de amostra
diferentes amostras em que ainda nao foi avaliada a atividade antimicrobiana através dos
ensaios de microdiluicao em meio liquido.

Os resultados obtidos nos ensaios de microdiluicdo em meio liquido (tabela 4) foram
em mg/mL. Foram realizados ensaios de controlo do meio, que tiveram como finalidade
verificar eventual contaminacao do meio de cultura e deste modo evitar falsos negativos.
Foram também realizados ensaios de controlo do indculo, estes ensaios serviram para
verificar a existéncia de possivel morte celular e evitar assim falsos positivos devido a
inviabilidade das estirpes. Com o objetivo de se verificar possivel contaminacdo do extrato
realizaram-se ensaios constituidos apenas por amostra e meio.

Nos ensaios de microdiluicao em meio liquido nenhuma das amostras estudadas (tabela 4)
inibiu o crescimento da E. coli e do S. aureus. O mesmo resultado foi obtido em trabalhos
anteriores para os extratos de A. huillensis, H. floribundo, P. capensis, P. angolense e E.
viscosa, respetivamente (Almeida, 2008; Vieira, 2010). Para a C. albicans, apenas a amostra
numero 35 (extrato aquoso do fruto de S. incanum) apresentou atividade com um valor de CIM
de 1,00 mg/mL.

83



para as estirpes de C. albicans, S. aureus e E. coli. (n=3).
Concentrag¢do minima inibitéria (CIM) (mg/mL)

Microrganismos
C. albicans S. aureus E. coli
26 - - -
27 - - -
28 - - -
29 - - -
30 - - -
31 - - -
32 - - -
33 - - -
34 — — —
35 1,00 - -
36 — - -
37 - - -
38 - - -
39 - - -
40 - - -
41 - - -
42 - - —
43 - — -
44 - — -
45 - — —
46 - - —
47 - - -
48 - - -
49 - - -
50 - - -
57 - - -
59 - - -
— nao se observou inibicao

Amostras

Dado que a composicdo quimica da amostra nimero 35 é ja conhecida (Kuo et al., 2000;
Fukuhara et al., 2004; Wu et al., 2011; Manase et al., 2012), a realizacao de novos ensaios de
microdiluicio em meio liquido para a C. albicans, com os compostos isolados da amostra
numero 35, permitira avaliar qual ou quais os compostos responsaveis pelo valor de CIM
obtido para esta amostra.

As restantes amostras nao apresentaram atividade contra a C. albicans. Em realc¢ao a C.
albicans o mesmo resultado foi obtido para os extratos de A. huillensis, H. floribundo, P.
capensis, P. angolense e E. viscosa, respetivamente (Almeida, 2008; Vieira, 2010).

A solubilidade das amostras nos meios de cultura dos microrganismos é um fator
importante para realizacao deste método, uma vez que, a precipitacdo de compostos
dificulta a observacao e interpretacao dos resultados. Também a coloracao das amostras nao
deve ser muito intensa pois deste modo nao permite visualizar a turvacao do meio de cultura

quando nao ocorre inibicao de crescimento.
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A eventual interacao dos constituintes do meio de cultura com os componentes das
amostras também interfere com a interpretacdo dos resultados. Nos casos em que se
verificam problemas de solubilidade das amostras nos meios de cultura, as técnicas de difusao
em disco e em agar podem ser consideradas como uma op¢ao para se avaliar a atividade

antimicrobiana das amostras.

3.3.2 Ensaios de difusao em disco

Nos ensaios de difusdao em disco a atividade antifingica e antibacteriana das diferentes
amostras foi realizada conforme descrito em 2.2.5.2.1 para a estirpe de C. albicans e
2.2.5.2.2 para as estirpes de S. aureus e E. coli. As atividades antifingica e antibacteriana,
nao foram determinadas para as amostras numero 10 (extrato metandlico da parte aérea de
T. antiscorbutica), 11 (extrato aquoso da parte aérea de T. antiscorbutica), 19 (extrato
metanodlico das folhas de R. kirkii), 20 (extrato de tolueno das folhas de X. odoratissima), 23
(extrato de tolueno das folhas de B. microphylla), 24 (extrato aquoso das folhas de B.
microphylla), 25 (extrato de acetato de etilo das folhas de B. microphylla), 55 (cumarina
sintética 1), 56 (cumarina sintética 2), 58 (cumarina sintética 4), 60 (cumarina sintética 6), 61
(cumarina sintética 7) e 62 (cumarina sintética 8) (tabela 3) devido a auséncia de solubilidade
no solvente usado e para as amostras numero 51 (Vincosamida), 52 (acido 3-O-B-D-
-fucopiranosilquindvico), 53 (acido 3-0O-a-L-ramnopiranosilquindvico) e 54 (Malandsido A)
devido a indisponibilidade de amostra. Os resultados obtidos para os halos de inibicao de
crescimento celular foram realizados em triplicado e expressos em milimetros (mm).

Relativamente aos extratos de A. huillensis, H. floribundo, P. capensis, P. angolense e E.
viscosa (tabela 3), tal como em 3.3.1, a determinacao da atividade antifingica e
antibacteriana foi realizada em trabalhos anteriores (Almeida, 2008; Vieira, 2010), através
dos mesmos procedimentos e estirpes, mas com algumas alteraces a nivel dos controlos
positivos para a atividade antibacteriana. Assim nos trabalhos realizados anteriormente para
as plantas A. huillensis, H. floribundo, P. capensis e P. angolense foi usado como controlo
positivo para a atividade antibacteriana a Tetraciclina com a qual foi obtido um halo de
inibicao de crescimento para a E. coli de 26 mm e de 29 mm para o S. aureus (Almeida,
2008). Para a E. viscosa como controlo positivo para a atividade antibacteriana foi usada a
Ampicilina com a qual foi obtido um halo de inibicao de 31 mm para o S. aureus e de 13 mm
para a E. coli (Vieira, 2010).

Na tabela 5 encontram-se os resultados de halos de inibicao de crescimento microbiano
das diferentes amostras em que ainda nao foi avaliada a atividade antimicrobiana através dos
ensaios de difusao em disco. Para as amostras da tabela 5 foi usado na atividade antifiingica
como controlo positivo de inibicao do crescimento microbiano a Amfotericina B (Amp B), cujo
intervalo de referéncia para o halo de inibicao se situa entre os 15 mm (Casals, 1979) e os 28
mm (Singh et al., 2009). Para a atividade antibacteriana das amostras da tabela 5, como

controlo positivo usou-se a Ciprofloxacina (CIP), cujos intervalos de referéncia indicados na
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norma CLSI M100-523 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013) se situam entre os
22-30 mm para o S. aureus e os 30-40 mm para a E. coli.

Os halos de inibicao do crescimento microbiano obtidos com os controlos positivos usados
na determinacao da atividade antimicrobiana das diferentes amostras (tabela 5) foram de 17
mm para a Amp B em relacdo a C. albicans, 33 mm para a CIP em relacao a E. coli e 28 mm
para a CIP em relagao ao S. aureus. Como controlo negativo de inibicao de crescimento
celular no método de difusao em disco usou-se o dimetilsulfoxido (DMSO), que tal como

esperado nao apresentou halos de inibicao para as trés estirpes testadas.

Tabela 5: Halo de inibicao do crescimento microbiano para as diferentes amostras em relacao as
estirpes de C. albicans, S. aureus e E. coli. (n=3).

Diametro da zona de inibicdao de crescimento (mm)

Microrganismos
C. albicans S. aureus E. coli
26 — — —
27 — — —
28 — — —
29 — - —
30 — - —
31 — — —
32 — — —
33 — — —
34 - — —
35 — — —
36 — —
37 — 7
38 — 7 —
7
7

Amostras

39 —
40 -
41 - - -
42 - - -
43 - - -
44 — — —
45 — — —
46 — — —
47 — — —
48 — — —
49 - - -
50 — - -
57 - - -
59 - - -
Amp B 17 a a
CIp a 28 33

— nao se observou halos de inibicao
a - nao determinado

Tal como foi observado para o método de microdiluicao, as diferentes amostras nao
apresentaram atividade contra a C. albicans e E. coli. Igual resultado foi também obtido em
trabalhos realizados anteriormente para os extratos de A. huillensis, H. floribundo, P.
capensis, P. angolense e E. viscosa, respetivamente (Almeida, 2008; Vieira, 2010). No entanto,

no método de microdiluicao a amostra nimero 35 (extrato aquoso do fruto de S. incanum)
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apresentou inibicao do crescimento da C. albicans, pelo que seria de esperar o mesmo
resultado em relacao a difusao em disco. Contudo, tal ndo se verificou a eventual explicacdao
para o sucedido podera ser a difusao limitada dos compostos presentes no extrato ao longo do
meio solido. Para que ocorra inibicdo de crescimento, os compostos devem difundir-se
livremente no meio solido, e fatores como a espessura do meio, espalhamento do indculo e
arrastamento viscoso dos compostos interferem com os resultados. Quando os dois primeiros
fatores sao controlados ao longo do ensaio, os resultados dependem entdao da difusao dos
compostos no meio sélido (Bonev et al., 2008).

Em relacao ao S. aureus, Almeida em 2008 observou halos de inibicao de crescimento
para as amostras nimero 2 (extrato de cloroférmio das folhas de A. huillensis) com um halo
de inibicdo de 7 mm; 3 (extrato de cloroférmio das raizes de A. huillensis) com um halo de
inibicao de 9 mm e 8 (extrato de cloroférmio das cascas de H. floribundum) com um halo de
inibicao de 8 mm (Almeida, 2008), no entanto, como os valores obtidos eram menores que o
valor obtido para a Tetraciclina e inferiores ao valor minimo do intervalo para este antibiotico
(15-18 mm), Almeida considerou assim que as amostras em causa nao apresentavam atividade
antibacteriana contra o S. aureus.

Igual resultado foi também observado por Vieira em 2010 para o S. aureus em relacao as
amostras numero 21 (extrato de acetato de etilo da parte aérea de E. viscosa) com um halo
de inibicao de 8 mm e 22 (extrato de diclorometano da parte aérea de E. viscosa) com um
halo de inibicao de 10 mm, que também apresentaram halos de inibicdo de crescimento em
relacao ao S. aureus (Vieira, 2010). No entanto, uma vez que os valores dos halos para as
amostras em causa eram inferiores ao valor minimo do intervalo da Ampicilina (27-35 mm) e
do valor obtido pela Ampicilina em relacao ao S. aureus, Vieira considerou que as amostras
em causa nao apresentavam atividade antibacteriana contra este micorganismo.

Em relacao a tabela 5 é possivel observar-se que as amostras nimero 40 (extrato aquoso
dos ramos de P. africanum), 37 (extrato metandlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato
de acetato de etilo dos ramos de P. africanum) e 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P.
africanum) apresentaram igual halo de inibicao de crescimento microbiano em relacao ao S.
aureus, com um valor de halo de inibicao de 7 mm. No entanto, uma vez que os halos obtidos
para estas amostras sao inferiores ao valor minimo do intervalo para a Ciprofloxacina (22-30
mm) e do valor obtido pela Ciprofloxacina em relacdao ao S. aureus, considerou-se que as

amostras nao apresentavam atividade antibacteriana em relacao ao S. aureus.

3.4 Inibicdo da acetilcolinesterase

3.4.1 Método de Ellman

A inibicao da acetilcolinesterase pelas diferentes amostras foi avaliada pelo método de
Ellman de acordo com 2.2.6.1.2. Inicialmente determinou-se a velocidade da reacao

enzimatica para diferentes concentracdes de amostra, ao fim de 180 segundos de reacao
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enzimatica, através da construcao dos graficos de absorvéncia em funcao do tempo de reacao
enzimatica em segundos. As velocidades obtidas foram depois usadas para calcular a
percentagem de inibicao de acordo como a equacao 17. Os valores de ICs5, nos solventes
metanol e DMSO foram depois determinados através das equacdes (anexo 2 tabelas 3A e 4A)
obtidas pela construcao de graficos de percentagem de inibicao da AChE (%) em funcao da
concentracao de amostra (mg/mL). Os resultados de ICsp em mg/mL foram realizados em
quadriplicado e expressos como média * ¢ (graficos 9 e 10).

Durante a realizacdo dos ensaios para o método de Ellman, devido a problemas de
solubilidade das diferentes amostras efetuaram-se duas determinagées de ICso, uma usando
como solvente o metanol e outra o DMSO.

Apenas para as amostras 7 (extrato aquoso das cascas de H. floribundum), 8 (extrato de
cloroférmio das cascas de de H. floribundum), 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis),
23 (extrato de tolueno das folhas de B. microphylla), 26 (extrato metanodlico dos ramos de G.
senegalensis), 34 (extrato de acetato de etilo do fruto de S. incanum), 35 (extrato aquoso do
fruto de S. incanum), 37 (extrato metandlico dos ramos de P africanum), 38 (extrato de
acetato de etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P.
africanum), 40 (extrato aquoso dos ramos de P. africanum), 47 (extrato metanodlico das raizes
de P. thonningii), 49 (extrato de cloroféormio das raizes de P. thonningii), 50 (extrato aquoso
das raizes de P. thonningii), 51 (Vincosamida) e 52 (acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico) foi
possivel determinar o ICs, nos solventes metanol e DMSO. Para as restantes amostras nao foi
possivel calcular o ICsy nestes dois solventes devido a auséncia de solubilidade no meio
utilizado no método de Ellman. Para as amostras 51 (Vincosamida), 52 (acido 3-O-B-D-
-fucopiranosilquindvico), 53 (acido 3-O-a-L-ramnopiranosilquinévico) e 54 (Malandsido A) nao
foi possivel calcular o ICs, em DMSO devido a indisponibilidade de amostra.

Como composto de referéncia foi usado o inibidor da AChE Tacrina dissolvido em metanol
ou DMSO conforme os casos. O valor de ICsy obtido, em relacdo a AChE, para a Tacrina
dissolvida em DMSO (grafico 9) foi de 0,02 +0,00 pg/mL e para a Tacrina dissolvida em
metanol (grafico 10) foi de 0,02 + 0,00 ug/mL. Considerando que na literatura o valor de ICs,
encontrado para a Tacrina em DMSO é de 0,01 pg/mL (Giovanni et al., 2008), o valor obtido é
mais alto do que a referéncia. O valor de referéncia do ICs, para a Tacrina em metanol é de
0,02 pg/mL (Chen et al., 2013), e neste caso o valor encontra-se de acordo com o valor
encontrado na literatura. A diferenca entre o valor obtido para o DMSO e o da referéncia
bibliografica pode ser explicada, pelas diferentes condicoes experimentais, em particular as
diferentes percentagens de solventes usadas nos ensaios. A percentagem de DMSO e de
metanol usada foi de 1 %, no entanto, Giovanni e colaboradores usaram 1,6 % de DMSO, e
Chen e colaboradores usaram 3 % de metanol. Dado que o valor de IC5y da Tacrina dissolvida
em metanol é igual ao valor encontrado na referéncia bibliografica, apesar das diferentes
condicoes experimentais em termos da percentagem usada de solventes, é possivel observar-

-se que, ao contrario do DMSO, o metanol nao influencia a atividade da AChE.
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A determinacao dos parametros cinéticos da AChE na presenca de 1 % de metanol ou
DMSO (tabela 6) foi realizada de acordo com 2.2.6.1.1. Através da linearizacdao de
Lineweaver-Burk os valores de K., e V. da acetilcolinesterase, para o solvente metanol,
foram obtidos usando a equacao do grafico 7. Para o solvente DMSO, os valores de K, € Viax
da acetilcolinesterase foram obtidos através da equacao dada pela representacao do grafico
de Lineweaver-Burk (grafico 8). Na tabela 6 encontram-se os resultados dos parametros

cinéticos da acetilcolinesterase nos solventes metanol e DMSO.

Tabela 6: Parametros cinéticos da acetilcolinesterase na presenca de 1 % de metanol ou de 1 % de
DMSO.

Parametros cinéticos da acetilcolinesterase

Km (MM £ 0) Vinax (MM .5 £ 0)
Metanol (1%) 0,19 + 0,01 8,08E + 2,00E™
DMSO (1%) 0,07 + 0,01 1,49E3 + 1,756

Analizando os resultados de K., € Vi,ax para o DMSO e metanol constata-se que os valores
obtidos com o solvente DMSO sao menores do que os valores obtidos com metanol, o que
significa que o DMSO afeta a atividade da enzima acetilcolinesterase. De facto é conhecido
que mesmo para baixas percentagens o DMSO interfere consideravelmente com a cinética da

acetilcolinesterase (Giovanni et al., 2008).
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Grafico 7: Representacdo grafica da linearizacdo de Lineweaver- Burk para a determinacdo dos
parametros cinéticos da acetilcolinesterase na presenca de 1 % de metanol. (n=5; média + o; P< 0,05).
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Grafico 8: Representacdo grafica da linearizacdo de Lineweaver- Burk para a determinacdo dos
parametros cinéticos da acetilcolinesterase na presenca de 1 % de DMSO. (n= 7; média + o; P< 0,05).

No grafico 9 encontram-se os valores de ICs, obtidos para a Tacrina e amostras dissolvidas
em metanol, e no grafico 10 estao representados os valores de ICs5, obtidos para a Tacrina e
amostras dissolvidas em DMSO. Através dos graficos 9 e 10 é possivel observar que o nimero
de amostras para as quais foi possivel determinar o ICs, em relacao a inibicao da
acetilcolinesterase € limitada. Assim com o solvente metanol foi possivel determinar o ICs,
apenas para onze amostras e dez para o DMSO. A precipitacao dos extratos para as
concentracdes mais elevadas foi a principal razao para o nimero limitado de amostras em que
se conseguiu determinar o ICsy através do método de Ellman.

Nos graficos 9 e 10 é possivel observar-se que as amostras para as quais foi possivel
determinar-se o ICs5y variam quando se usa metanol ou DMSO, com excecao das amostras 37
(extrato metandlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de
P. africanum), 39 (extrato de cloroformio dos ramos de P. africanum), 40 (extrato aquoso dos
ramos de P. africanum) e 49 (extrato de cloroféormio das raizes de P. thonningii) que
apresentaram boa solubiliadade nos dois solventes. Esta diferenca deve-se ao facto de o DMSO
e o metanol serem solventes com propriedades fisico-quimicas diferentes, pelo que a
interacao com os diferentes compostos nos extratos também vai ser diferente.

Através do grafico 9 e comparando com o ICs, obtido para a Tacrina dissolvida em DMSO, é
possivel verificar que os melhores resultados de ICs5, foram obtidos para as amostras numero
23 (extrato de tolueno das folhas de B. microphylla) com um ICsq de 0,55 + 0,00 mg/mL, 37
(extrato metanolico dos ramos de P. africanum) com um ICso de 0,38 + 0,00 mg/mL, 38

(extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum) com um ICso de 0,35 + 0,00 mg/mL,
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39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P. africanum) com um ICs, de 0,33 + 0,00 mg/mL e 26
(extrato metandlico dos ramos de G. senegalensis) com um ICs, de 0,30 + 0,00 mg/mL.

Os valores de 1Csy obtidos para estas amostras dissolvidas em DMSO sao mais altos do que
o valor obtido para o composto de referéncia. Tais resultados podem ser explicados pela

influéncia do DMSO na atividade da enzima acetilcolinesterase.
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Grafico 9: IC5, obtido através do método de Ellman para a Tacrina (grafico destacado) e para as
amostras 17, 23, 26, 34, 35, 37, 38, 39, 40 e 49 (tabela 3) dissolvidas em DMSO. As barras coloridas
correspondem as amostras com melhores resultados em termos de ICs,. A verde os extratos metandlicos:
26 - G. senegalensis (ramos); 37 - P africanum (ramos). A vermelho o extrato de acetato de etilo: 38 - P
africanum (ramos). A amarelo o extrato de tolueno: 23 - B. microphylla (folhas). A castanho o extrato de
cloroférmio: 39 - P. africanum (ramos). (n= 4; média + c; P< 0,05).

Como as amostras do grafico 9 com bons resultados sdo constituidas por mistura de
compostos (anexo1 figuras 4A;, 5A;, 6A; e 7A;) o isolamento dos compostos presentes na sua
constituicao e a realizacao de novos ensaios pode originar valores menores de 1Csy.

As restantes amostras apresentaram um valor de ICs, elevado pelo que apresentam uma
baixa capacidade de inibicao da atividade da AChE.

Das cinco amostras dissolvidas em DMSO com melhores resultados em termos de inibicao
da AChE, apenas as amostras nimero 26, 37, 38 e 39 apresentaram uma concentracao elevada
de compostos fenolicos totais. Para estas amostras a inibicao da AChE pode ser devido aos
compostos fendlicos presentes na sua constituicdo. Em relacao a atividade antioxidante
apenas as amostras numero 26 e 38 apresentaram melhor capacidade em captar os radicais
livres de DPPH e ABTS. Em relacdao ao valor peroxido todas as amostras com melhores
resultados em termos de inibicao da AChE apresentaram um efeito pro-oxidante.

Em relacdo ao grafico 10, os melhores resultados de ICs, comparando com o valor da

Tacrina dissolvida em metanol foram obtidos para as amostras nimero 39 (extrato de
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cloroférmio dos ramos de P. africanum) com um valor de ICsy de 0,30 + 0,00 mg/mL, 40
(extrato aquoso dos ramos de P. africanum) com um valor de ICs5, de 0,29 + 0,00 mg/mL, 38
(extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum) com um valor de 1C5y de 0,27 + 0,00
mg/mL e 37 (extrato metandlico dos ramos de P. africanum) com um valor de ICs, de 0,23 +
0,00 mg/mL. As restantes amostras apresentaram uma baixa capacidade de inibicao da
atividade da AChE, uma vez que, os valores de ICsysao elevados. Para as amostras numero 37,
38 e 40 observou-se uma boa capacidade de inibicao da AChE, no entanto os valores de ICs
sao maiores do que o valor para a Tacrina. Tais resultados podem ser explicados pela

influéncia do DMSO na atividade da enzima acetilcolinesterase.
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Grafico 10: ICsq obtido através do método de Ellman para a Tacrina (grafico destacado) e para as
amostras 7, 8, 37, 38, 39, 40, 47, 49 e 50 (tabela 3) dissolvidas em metanol. As barras coloridas
correspondem as amostras com melhores resultados em termos de ICs,. A verde o extrato metandlico: 37
- P africanum (ramos). A vermelho o extrato de acetato de etilo: 38 - P africanum (ramos). A azul o
extrato aquoso: 40 - P africanum (ramos). A castanho o extrato de cloroférmio: 39 - P africanum
(ramos). (n= 4; média + o; P< 0,05).

O isolamento e purificacao dos diferentes compostos que fazem parte das amostras com
melhores resultados, bem como a realizacao de novos ensaios, € fundamental para se
averiguar qual ou quais os compostos responsaveis pela capacidade de inibicao da AChE. As
amostras nimero 51 (Vincosamida) e 52 (Acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico) foram isoladas
da amostra numero 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii). Para a
amostra 48 nao foi possivel avaliar o efeito sobre a AChE devido a formacao de precipitados
durante o ensaio, no entanto é possivel verificar que, neste caso, os compostos isolados da
amostra nimero 48 apresentam uma baixa capacidade em inibir a acetilcolinesterase.

As amostras dissolvidas em metanol com melhor capacidade em inibir a atividade da AChE

apresentaram uma concentracao elevada de compostos fenodlicos totais, pelo que, a
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capacidade destas amostras em inibir a atividade da AChE é em grande parte devido aos
compostos fendlicos presentes na sua constituicao.

Em relacdo a atividade antioxidante, das amostras com melhores resultados apenas a
amostra nimero 38 apresentou melhor capacidade em captar os radicais livres de DPPH, no
entanto, em relacdo aos radicais livres de ABTS a capacidade de captacao destes radicais é
idéntica entre as amostras numero 37, 38, 39 e 40. No que diz respeito a reducao da oxidacao
dos acidos gordos insaturados do oleo de girassol as amostras com melhores resultados em

termos de inibicao da AChE apresentaram-se como pro-oxidantes.

3.4.2 Método bioautografico de cromatografia em camada fina

A inibicao da acetilcolinesterase pelos diferentes extratos e compostos de sintese através
do método bioautografico de cromatografia em camada fina foi determinada de acordo com
2.2.6.2 e2.2.6.2.1. Os solventes utilizados e as respetivas porporcoes foram determinadas em
ensaios prévios de modo a que houvesse separacdao maxima dos componentes de cada amostra
de extrato. Nas amostras em que se observou inibicao calculou-se o fator de retencao (Rf)
(tabela 7) das respetivas manchas obtidas nas placas (anexo 1 figuras 1A;-8A;).

0 inibidor da acetilcolinesterase Eserina foi usado como composto de referéncia para se
definir o limite minimo de detecao, ou seja, para se determinar a concentracao minima de
amostra que produz uma mancha percetivel a olho nd. A concentracao minima de Eserina em

que foi possivel detetar-se uma mancha branca foi de 0,001 mg/mL (figura 29).

Figura 29: Placa cromatografica obtida, através do método bioautografico de cromatografia em camada
fina realizado de acordo com Marston et al. (2002), para as diferentes concentracoes de Eserina. A-
0,001 mg/mL, B- 0,010 mg/mL, C- 0,015 mg/mL, D- 0,020 mg/mL, E- 0,025 mg/mL, F- 0,050 mg/mL e
G- 0,100 mg/mL (80:20 CHCl;-MeOH). Para todas as manchas o fator de retencao obtido foi de Rf=0,55).

Através da tabela 7 é possivel observar que existe um grande nimero de amostras capazes
de inibir a atividade da acetilcolinesterase, e no caso dos extratos vegetais essa capacidade
de inibicao é na maior parte dos casos devido a mais do que um composto presente no extrato
(anexo 1 figuras 1A4-8A;). Assim as amostras vegetais para as quais se registou mais do que um
composto com capacidade para inibir a acetilcolinesterase foram as amostras ndamero 9

(extrato de hexano das cascas de H. floribundum) com dois fatores de retencao (Rf;= 0,26;
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Rf,= 0,67), 20 (extrato de tolueno das folhas de X. odoratissima) com dois fatores de retencao
(Rf;= 0,26; Rf,= 0,44), 22 (extrato de diclorometano da parte aérea de E. viscosa) com dois
fatores de retencao (Rf;= 0,24; Rf,= 0,78), 28 (extrato de hexano da parte aérea de C.
gratissimus) com trés fatores de retencao (Rf;= 0,26; Rf,= 0,44; Rf;= 0,72), 29 (extrato
metandlico da parte aérea de C. gratissimus) com dois fatores de retencao (Rf;= 0,25; Rf,=
0,45), 31 (extrato de cloroformio da parte aérea de C. gratissimus) com trés fatores de
retencao (Rf;= 0,49; Rf,= 0,61; Rf;= 0,75), 44 (extrato de cloroformio das raizes de P.
glaucocarpa) com dois fatores de retencao (Rf;= 0,54; Rf,= 0,61), 48 (extrato de acetato de
etilo das raizes de P. thonningii) com dois fatores de retencao (Rf;= 0,50; Rf,= 0,56) e 50
(extrato aquoso das raizes de P. thonningii) com dois fatores de retencao (Rf;= 0,17; Rf,=
0,49).

Para as amostras nimero 2 (extrato de cloroférmio das folhas de A. huillensis), 5 (extrato
de hexano das folhas de A. huillensis), 12 (extrato metandlico da parte aérea de P
angolense), 15 (extrato de hexano das folhas de P. capensis), 17 (extrato aquoso das folhas de
P capensis), 21 (extrato de acetato de etilo da parte aérea de E. viscosa), 23 (extrato de
tolueno das folhas de B. microphylla), 27 (extrato metanolico dos ramos de S. mannii), 30
(extrato de acetato de etilo da parte aérea de C. gratissimus) e 36 (extrato de hexano dos
ramos de P. africanum), apenas um factor de retencao foi registado (anexo 1 figuras 3A;, 4 A;,
5 A4, 6 A;e 7 Ay), no entanto, isso nao significa que o resultado seja devido a um s6 composto
pois podem existir nos extratos diferentes compostos com fatores de retencao proximos, o
que originam manchas sobrepostas. Para estes casos sera necessario a realizacdo de novos
ensaios usando diferentes porporcoes de solventes de modo a obter uma melhor separacao
possivel dos compostos presentes nessas amostras.

A capacidade de inibicao da enzima acetilcolinesterase (tabela 7) foi também observada
para as amostras nimero 55 (cumarina sintética 1) com um Rf= 0,13; 56 (cumarina sintética
2) com um Rf= 0,88; 60 (cumarina sintética 6) com um Rf= 0,88; 61 (cumarina sintética 7)
com um Rf= 0,25 e 62 (cumarina sintética 8) com um Rf= 0,75 (anexo 1 figura 1 A).

No método de Ellman nao foi possivel observar o efeito destes compostos em relacdo a
enzima devido a ocorréncia de precipitacao das amostras nos solventes utilizados no método.
No caso dos compostos puros isolados dos extratos vegetais, apenas as amostras nimero 52
(acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico) com um Rf= 0,25 e amostra nimero 53 (acido 3-0-a-L-
-ramnopiranosilquinévico) com um Rf= 0,25 apresentaram capacidade em inibir a
acetilcolinesterase pelo método bioautografico de cromatografia em camada fina (anexo 1
figura 8 Aq).

As amostras nimero 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis), 23 (extrato de tolueno
das folhas de B. microphylla), 50 (extrato aquoso das raizes de P. thonningii) e 52 (acido 3-O-
-B-D-fucopiranosilquindvico) apresentaram resultados positivos nos métodos de Ellman e
bioautografico, apesar de no método de Ellman os resultados para estas amostras indicarem
uma baixa inibicao da AChE (ICsy altos). Para as amostras que deram resultados positivos no

método de Ellman em metanol e DMSO, e nao se observou inibicdo da enzima pelo método
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bioautografico como, por exemplo, a amostra numero 51 (Vincosamida), foram propostas
algumas hipoteses (Giovanni et al., 2008) que ajudam a explicar estes resultados obtidos.

A possibilidade de inativacao dos compostos apos interacao com a silica da placa
cromatografica e a alteracao de conformacao da enzima apods a adsorcao nas placas podem
ser as razoes pelas quais as amostras com resultados positivos no método de Ellman nao
apresentam inibicdo da AChE no método bioautografico. A alteracao de conformacao da
enzima pode em alguns casos facilitar a interacdo entre a enzima e o inibidor e noutros
dificultar essa interacao, o que faz com que se observe diferentes resultados entre os dois
métodos.

Em relacao a amostra nimero 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii)
€ possivel observar-se que esta apresenta inibicdo da AChE com dois fatores de retencao. As
amostras 52 (acido  3-0-B-D-fucopiranosilquindvico) e 53  (acido  3-O-a-L-
-ramnopiranosilquinévico) também inibem a enzima e foram isoladas da amostra nimero 48.
No entanto, nao é possivel dizer se os dois fatores de retencao obtidos para a amostra nimero

48 correspondem as amostras nimero 52 e 53.
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Tabela 7: Fatores de retencao obtidos no método bioautografico de cromatografia em camada fina para
as diferentes amostras.

Amostras Inibicao Rfs Solventes (%)
1 N - 70:30 (CHCl3-MeOH)
2 S 0,46
80:20 (CHCl3-MeOH)
3 N —
4 N —
5 S 0,26 80:20 (Hex-AcOEt)
6 N _
7 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
8 w - 80:20 (CHCl3-MeOH)
0,26
9 S
0,67 80:20 (Hex-AcOEt)
10 N _
11 N - 70:30 (CHCl;-MeOH)
12 S 0,25 80:20 (Hex-AcOEt)
13 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
14 N — 80:20 (CHCl3-MeOH)
15 S 0,26
80:20 (Hex-AcOEt)
16 N —
17 S 0,78 70:30 (CHCl3-MeOH)
18 N — 80:20 (CHCl3-MeOH)
19 N _
0,26 80:20 (Hex-AcOEt)
20 S
0,44
21 S 0,9 95:5 (AcOEt-MeOH)
0,24
22 S 90:10 (CHCl;-AcOEt)
0,78
23 S 0,26 80:20 (Hex-AcOEt)
24 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
25 N - 95:5 (ACOEt-MeOH)
26 N _
27 S 0,25
0,26
28 S 0,44 80:20 (Hex-AcOEt)
0,72
0,25
29 S
0,45
30 S 0,59 95:5 (AcOEt-MeOH)

S - inibicdo observada; N - inibicao nao observada; W - amostra indisponivel.
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Tabela 7 (continuagdo): Fatores de retencao obtidos no método bioautografico de cromatografia em
camada fina para as diferentes amostras.

Amostras Inibicao Rfs Solventes (%)
0,49
31 S 0,61 80:20 (CHCl;-MeOH)
0,75
32 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
33 N — 80:20 (Hex-AcOEt)
34 N — 95:5 (ACOEt-MeOH)
35 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
36 S 0,26
80:20 (Hex-AcOEt)
37 N _
38 N — 95:5 (ACOEt-MeOH)
39 N — 80:20 (CHCl;-MeOH)
40 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
41 W - 80:20 (Hex-AcOEt)
42 N — 80:20 (Hex-AcOEt)
43 N — 95:5 (ACOEt-MeOH)
0,54
44 S 80:20 (CHCl;-MeOH)
0,61
45 N — 70:30 (CHCl;-MeOH)
46 _
80:20 (Hex-AcOEt)
47 N —
0,5
48 S 95:5 (ACOEt-MeOH)
0,56
49 N — 80:20 (CHCl;-MeOH)
0,17
50 S 70:30 (CHCl;-MeOH)
0,49
51 N —
52 S 0,25
90:10 (CHCl;-MeOH)
53 S 0,25
54 N —
55 S 0,13
56 S 0,88
57 N — 70:30 (ACOEt-MeOH)
58 S 0,88
59 N —
60 S 0,75
61 S 0,75 95:5 (CHCl;-MeOH)
62 S 0,75

S - inibicdo observada; N - inibicao nao observada; W - amostra indisponivel.
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Capitulo 4

4.1 Conclusao

A descoberta de novos compostos com acao farmacologica tem, atualmente, suscitado
interesse em particular devido ao aumento da resisténcia por parte dos microrganismos, assim
como a diminuicao do nUimero de novos agentes antimicrobianos e ainda devido ao
envolvimento das espécies reativas de oxigénio produzidas in vivo no desenvolvimento de
algumas doencas. A toxicidade dos farmacos usados atualmente no tratamento dos sintomas
da doenca de Alzheimer constitui igualmente uma das razoes pelas quais a pesquisa de novos
compostos é fundamental.

Ao longo dos tempos diversas patologias foram tratadas com recurso a plantas medicinais.
Os produtos naturais obtidos a partir das plantas podem ser usados, como compostos puros ou
extratos vegetais, no tratamento de algumas doencas como, por exemplo, a doenca de
Alzheimer. As plantas proporcionam assim oportunidades quase ilimitadas para o surgimento
de novos compostos, e a modificacao de produtos naturais com vista a melhorar as suas
propriedades biologicas ou a sintese total de compostos, também funciona como um ponto de
partida para a obtencao de novos compostos com acao farmacologica.

Assim considerando a utilidade das plantas e dos compostos de sintese, como fonte de
novos compostos com acao farmacoldgica, este trabalho de investigacdo consistiu
principalmente no estudo da atividade antioxidante, antimicrobiana e de inibicao da
acetilcolinesterase por parte de cinquenta extratos vegetais de dezasseis plantas medicinais
angolanas, quatro compostos naturais isolados de extratos vegetais e oito cumarinas de
sintese.

No estudo da atividade antioxidante, das amostras que apresentaram uma maior
reatividade com o ABTS", apenas as amostras numero 16 (extrato metanodlico das folhas de P.
capensis) e 17 (extrato aquoso das folhas de P capensis) € que apresentaram uma
concentracao mais elevada em compostos fendlicos. Assim para estas amostras pode se
concluir que a reatividade com o ABTS™™ é devido aos compostos de natureza fendlica que
possuem.

As amostras numero 6 (extrato metanolico das cascas de H. floribundum) e 43 (extrato de
acetato de etilo das raizes de P. glaucocarpa) também apresentam uma boa reatividade com o
ABTS'*, apesar da concentracao de compostos fenolicos totais nao ser das mais altas. Ha que
ter também em conta que o efeito antioxidante das amostras vegetais pode nao ser resultado
de um Unico composto, mas sim da sinergia entre os diferentes compostos presentes nas
amostras vegetais. A amostra nimero 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de P
africanum) é um exemplo de amostra com uma concentracao elevada em compostos fendlicos
totais e um ECs alto para o ABTS™". Para esta amostra em particular pode-se concluir que o
ECs, alto para o ABTS™ é devido a baixa reatividade dos compostos fenodlicos presentes na

amostra com o radical ABTS.
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Em relacao ao método de DPPH, das amostras que apresentaram melhor reatividade com
o DPPH’, as amostras numero 16 (extrato metandlico das folhas de P. capensis), 17 (extrato
aquoso das folhas de P. capensis), 37 (extrato metandlico dos ramos de P. africanum), 38
(extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroformio dos ramos
de P. africanum) e 40 (extrato aquoso dos ramos de P. africanum) foram as que apresentaram
uma concentracao maior em compostos fenolicos totais. Assim para estas amostras pode-se
concluir que a reatividade com o DPPH® é em grande parte resultado dos compostos de
natureza fendlica presentes nas amostras, em particular para a amostra nimero 38, cuja
concentracao de compostos fenolicos totais foi a mais alta de todas as amostras vegetais.
Para a P africanum estudos fitoquimicos realizados anteriormente identificaram que esta
planta continha nas cascas, folhas e sementes compostos fenolicos e cumarinas (Bizimenyera
et al., 2005; Bizimenyera et al., 2007; Bahiaa et al., 2010).

Algumas amostras como, por exemplo, as amostras nimero 30 (extrato de acetato de
etilo da parte aérea de C. gratissimus), 33 (extrato metanolico do fruto de S. incanum), 34
(extrato de acetato de etilo do fruto de S. incanum) e 35 (extrato aquoso do fruto de S.
incanum) possuem uma concentracao em compostos fenolicos totais elevada e um ECs; alto
para o DPPH". Para estas amostras pode-se concluir que o ECs, alto para o DPPH" é devido a
baixa reatividade dos compostos fenolicos presentes nas amostras com o DPPH’. As amostras
numero 36 (extrato de hexano dos ramos de P africanum), 41 (extrato de hexano das raizes
de P. glaucocarpa), 42 (extrato metanodlico das raizes de P. glaucocarpa), 44 (extrato de
cloroférmio das raizes de P. glaucocarpa) e 45 (extrato aquoso das raizes de P. glaucocarpa)
apresentaram boa reatividade com os radicais de DPPH, no entanto a concentracao de
compostos fenolicos totais para estas amostras € baixa, deste modo, € possivel concluir-se
que para estas amostras a reatividade com os radicais DPPH é devido a compostos de
natureza nao fenolica.

Ao efetuar-se a comparacao dos resultados obtidos para o ABTS e DPPH pode-se concluir
que as amostras nimero 16 (extrato metanolico das folhas de P. capensis), 17 (extrato aquoso
das folhas de P. capensis), 37 (extrato metanolico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de
acetato de etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P
africanum) e 40 (extrato aquoso dos ramos de P. africanum) sao os que se apresentam como
fontes promissoras de compostos fenolicos com propriedades antioxidantes. Pode-se também
concluir que as amostras nimero 6 (extrato metandlico das cascas de H. floribundum) e 43
(extrato de acetato de etilo das raizes de P. glaucocarpa) podem ser consideradas como
fontes de compostos de natureza nao fendlica com propriedades antioxidantes.

Para os compostos isolados dos extratos vegetais, em relacao ao DPPH apenas os
compostos Vincosamida (amostra 51) e Malandsido A (amostra 54) apresentaram capacidade
em inibir o DPPH'. As amostras ndmero 51 (Vincosamida), 52 (acido 3-O-B-D-
-fucopiranosilquindvico) e 53 (acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindvico) foram isoladas da
amostra nimero 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii), para estas trés

amostras € possivel observar-se pelos valores de ECs, que o isolamento dos compostos na

100



amostra numero 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii) nao melhorou a
sua reatividade com o radical DPPH. Estes resultados permitem assim confirmar o facto de
que o resultado da amostra nimero 48 é devido a sinergia entre compostos que possui. A
amostra numero 54 (Malandsido A) foi isolada da amostra nimero 38 (extrato de acetato de
etilo dos ramos de P. africanum) e comparando os resultados para estas duas amostras em
relacao ao DPPH é possivel concluir que a reatividade da amostra nimero 38 é em grande
parte devida a amostra nimero 54. Em relacao ao ABTS apenas foi possivel determinar o ECs
para as amostras nimero 51 (Vincosamida) e 52 (acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico), no
entanto estas amostras apresentaram uma reatividade baixa em relacao ao ABTS™, tendo-se
observado, tal como, para o DPPH o mesmo efeito de sinergia entre os compostos em relacao
a amostra nimero 48. Para os compostos isolados, em relacao a atividade antioxidante pode-
se concluir que estes possuem uma atividade baixa quando isolados, e que essa atividade
aumenta por efeito de sinergia com outros compostos.

O método do valor perdxido permite avaliar o efeito das amostras em relacao a
diminuicao da oxidacao de uma amostra lipidica, assim quanto menor for valor perdxido ao
fim de oito dias de oxidacao, melhor sera a capacidade da amostra em retardar a oxidacao da
amostra de oleo de girassol. A amostra nimero 1 (extrato aquoso das folhas de A. huillensis)
revelou-se ser a mais eficaz em diminuir a oxidacdo do 6leo de girassol ao fim de oito dias de
oxidacao. Esta amostra pode ser assim considerada como fonte promissora de compostos que
permitem diminuir a oxidacao de uma amostra lipidica. Para a amostra nimero 1 observou-se
uma concentracdao de compostos fenolicos totais alta, pelo que se pode concluir que a
diminuicao da oxidacao do 6leo de girassol € em grande parte devido aos compostos fendlicos
presentes nesta amostra. O mesmo resultado foi observado para as amostras nimero 6
(extrato metanodlico das cascas de H. floribundum), 7 (extrato aquoso das cascas de H.
floribundum), 10 (extrato metandlico da parte aérea de T. antiscorbutica), 13 (extrato
aquoso da parte aérea de P. angolense), 16 (extrato metanolico das folhas de P. capensis), 17
(extrato aquoso das folhas de P. capensis) e 19 (extrato metanolico das folhas de R. kirkii).
Destas amostras o melhor resultado em termos de diminuicao da oxidacao do dleo de girassol
foi registado para as amostras nimero 6, 7, 13, 16 e 17. As amostras nimero 2 (extrato de
cloroféormio das folhas de A. huillensis), 3 (extrato de cloroférmio das raizes de A. huillensis),
8 (extrato de cloroféormio das cascas de H. floribundum), 9 (extrato de hexano das cascas de
H. floribundum), 18 (extrato de cloroférmio das folhas de P. capensis) e 22 (extrato de
diclorometano da parte aérea de E. viscosa) apresentaram capacidade em diminuir o valor
peroxido do dleo de girassol, no entanto, para estas amostras registou-se uma concentracao
de compostos fenolicos totais baixa, pelo que pode-se concluir que para estas amostras a
diminuicao da oxidacao lipidica é efetuada por compostos de natureza nao fenélica presentes
nestas amostras.

Algumas amostras como, por exemplo, a amostra nimero 26 (extrato metandlico dos
ramos de G. senegalensis), 29 (extrato metandlico da parte aérea de C. gratissimus), 36

(extrato de hexano dos ramos de P africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P.
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africanum), 46 (extrato de hexano das raizes de P. thonningii), 49 (extrato de cloroférmio das
raizes de P. thonningii) e 50 (extrato aquoso das raizes de P. thonningii) apresentaram um
efeito pro-oxidante, pelo que se pode concluir que as amostras com efeito pro-oxidante nao
apresentam compostos com capacidade em diminuir a oxidacao lipidica e como tal nao sao
consideradas como fontes de compostos capazes de diminuir a oxidacao do 6leo de girassol.
Pelo contrario as amostras nimero 1 (extrato aquoso das folhas de A. huillensis), 6 (extrato
metanolico das cascas de H. floribundum), 7 (extrato aquoso das cascas de H. floribundum),
13 (extrato aquoso da parte aérea de P. angolense), 17 (extrato aquoso das folhas de P
capensis) e 18 (extrato de cloroformio das folhas de P. capensis) podem ser consideradas como
fontes promissoras de compostos com capacidade em diminuir a oxidacdo do dleo de girassol
ao fim de oito dias de oxidacao.

Relativamente aos compostos de sintese usados, nao foi possivel avaliar o efeito
antioxidante em relacao aos métodos de ABTS, DPPH e valor peroxido devido principalmente
a problemas de solubilidade. Para os compostos isolados dos extratos vegetais nao foi possivel
determinar o valor perdxido devido a quantidade disponivel.

No que diz respeito a investigacao da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos, os
resultados obtidos nestes e em ensaios anteriores (Almeida, 2008; Vieira, 2010) demonstraram
que para as estipes de microrganismos usados nenhum dos extratos apresentou atividade
antimicrobiana considerada sigificante, pelo que se pode concluir que os extratos analisados
nao possuem compostos com acao antimicrobiana para os microrganismos usados.
Relativamente aos compostos de sintese nao foi possivel realizar ensaios de atividade
antimicrobiana devido a problemas de solubilidade e no caso dos compostos isolados a
quantidade disponivel.
métodos usados sdo diferentes. As diferencas sao devido a solubilidade das amostras, que
influenciam apenas as determinacées no método de Ellman, e também podem ser devido a
inativacao dos compostos, no método bioautografico, apos interacao com a silica da placa e a
alteracao de conformacao da enzima apos a adsorcao a placa cromatografica.

No método de Ellman verificou-se que o DMSO em comparacao com o metanol influencia a
atividade da acetilcolinesterase, uma vez que, os parametros cinéticos com o DMSO
diminuem. Segundo o método de Ellman, as amostras que apresentaram melhor capacidade
em inibir a AChE, nos dois solventes usados, foram as amostras nimero 23 (extrato de tolueno
das folhas de B. microphylla), 26 (extrato metanodlico dos ramos de G. senegalensis), 37
(extrato metandlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de
P. africanum), 39 (extrato de cloroformio dos ramos de P. africanum) e 40 (extrato aquoso dos
ramos de P. africanum). Destas amostras apenas a amostra 40 é que apresentou melhor
resultado em metanol do que em DMSO. Para as amostras nimero 23 e 26 apenas foi possivel
determinar o efeito de inibicao no DMSO pois em metanol ocorria a formacao de precipitados.
Destas amostras, apenas a amostra niumero 23 apresentou capacidade em inibir a AChE tanto

no método de Ellman como no método bioautografico. Para as amostras nimero 26, 37, 38, 39
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e 40 nao foi observada inibicao da AChE no método bioautografico, pelo que para estas
amostras podera ser colocada a hipdtese de existir inativacdo dos compostos presentes nestas
amostras, por ligacao a placa cromatogafica ou entao perda de atividade devido a separacao
dos compostos (efeito de sinergia). Ainda no método bioautografico é possivel observar-se que
para algumas amostras vegetais a inibicao é devido a presenca de mais do que um composto
(anexo 1 figuras 1A - 8A¢).

Ao analisar os dados obtidos entre o método bioautografico e de Ellman é possivel
observar-se que apenas as amostras nimero 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis), 23
(extrato de tolueno das folhas de B. microphylla) e 50 (extrato aquoso das raizes de P
thonningii) apresentam resultados positivos nos dois métodos, pelo que se pode concluir que
estas amostras possuem compostos promissores em termos de inibicao da AChE. De facto no
método bioautografico, para as amostras niumero 9 (extrato de hexano das cascas de H.
floribundum), 20 (extrato de tolueno das folhas de X. odoratissima), 22 (extrato de
diclorometano da parte aérea de E. viscosa), 28 (extrato de hexano da parte aérea de C.
gratissimus), 29 (extrato metandlico da parte aérea de C. gratissimus), 31 (extrato de
cloroféormio da parte aérea de C. gratissimus), 44 (extrato de cloroférmio das raizes de P.
glaucocarpa), 48 (extrato de acetato de etilo das raizes de P. thonningii) e 50 (extrato aquoso
das raizes de P. thonningii) foi observado mais do que um fator de retencao, pelo que se pode
concluir que a inibicao da AChE por parte destas amostras é resultado de mais do que um
composto. As plantas estudadas podem ser uma fonte importante de novos inibidores da
AChE, uma vez isolados e purificados os compostos quimicos presentes nos extratos que
inibem a AChE.

Em relacao aos compostos de sintese niumero 55 (cumarina sintética 1), 56 (cumarina
sintética 2), 60 (cumarina sintética 6), 61 (cumarina sintética 7) e 62 (cumarina sintética 8),
no método bioautografico deram resultados positivos, mas no método de Ellman esse efeito
nao foi possivel observar-se na medida em que devido a problemas de solubilidade nao foi
possivel efetuar os ensaios.

Relativamente aos compostos isolados das amostras vegetais, no método bioautografico
apenas as amostras nimero 52 (acido 3-O-B-D-fucopiranosilquinévico) e 53 (acido 3-O-a-L-
-ramnopiranosilquindvico) apresentaram capacidade em inibir a acetilcolinesterase. As
amostras numero 51 (Vincosamida) e 54 (Malandsido A), no método bioautografico nao
apresentaram capacidade de inibir a AChE, no entanto, no método de Ellman foi possivel
observar que estas amostras inibiam a enzima. Para estas amostras podera ser colocada a
hipotese de inativacao dos compostos por ligacao a placa cromatogafica.

De todas as amostras com capacidade em inibir a AChE nos métodos de Ellman e
bioautografico, apenas as amostras niumero 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis), 26
(extrato metandlico dos ramos de G. senegalensis), 27 (extrato metanolico dos ramos de S.
mannii), 29 (extrato metanolico da parte aérea de C. gratissimus), 30 (extrato de acetato de
etilo da parte aérea de C. gratissimus), 31 (extrato de cloroférmio da parte aérea de C.

gratissimus), 37 (extrato metandlico dos ramos de P. africanum), 38 (extrato de acetato de
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etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de cloroférmio dos ramos de P. africanum) e 40
(extrato aquoso dos ramos de P. africanum) sao as que apresentam uma concentracao de
compostos fenodlicos totais alta, pelo que para estas amostras pode-se concluir que a acao de
inibicao da AChE pode ser resultado dos compostos fendlicos que possuem. No entanto para as
amostras nimero 2 (extrato de cloroformio das folhas de A. huillensis), 5 (extrato de hexano
das folhas de A. huillensis), 9 (extrato de hexano das cascas de H. floribundum), 15 (extrato
de hexano das folhas de P. capensis), 20 (extrato de tolueno das folhas de X. odoratissima),
22 (extrato de diclorometano da parte aérea de E. viscosa), 28 (extrato de hexano da parte
aérea de C. gratissimus), 36 (extrato de hexano dos ramos de P. africanum) e 50 (extrato
aquoso das raizes de P. thonningii) foi observado que a concentracao de compostos fendlicos
totais é baixa, pelo que neste caso para estas amostras pode-se concluir que a inibicao da
AChE é devido a compostos de natureza nao fendlica.

Ao efetuar-se a comparacao dos resultados obtidos pelo método bioautografico e de
Ellman pode-se concluir que as amostras numero 17 (extrato aquoso das folhas de P
capensis), 23 (extrato de tolueno das folhas de B. microphylla), 26 (extrato metandlico dos
ramos de G. senegalensis), 27 (extrato metanodlico dos ramos de S. mannii), 28 (extrato de
hexano da parte aérea de C. gratissimus), 29 (extrato metanolico da parte aérea de C.
gratissimus), 30 (extrato de acetato de etilo da parte aérea de C. gratissimus), 31 (extrato de
cloroféormio da parte aérea de C. gratissimus), 37 (extrato metandlico dos ramos de P
africanum), 38 (extrato de acetato de etilo dos ramos de P. africanum), 39 (extrato de
cloroférmio dos ramos de P. africanum), 40 (extrato aquoso dos ramos de P. africanum), 44
(extrato de cloroformio das raizes de P. glaucocarpa), 48 (extrato de acetato de etilo das
raizes de P. thonningii) e 50 (extrato aquoso das raizes de P. thonningii) podem ser
consideradas como fontes promissoras de compostos com capacidade em inibir a atividade da
acetilcolinesterase. As amostras nimero 52 (acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico), 53 (acido
3-0-a-L-ramnopiranosilquinévico), 55 (cumarina sintética 1), 56 (cumarina sintética 2), 58
(cumarina sintética 4), 60 (cumarina sintética 6), 61 (cumarina sintética 7) e 62 (cumarina
sintética 8) também podem ser consideradas como compostos promissores em termos de
inibicao da acetilcolinesterase.

Globalmente a amostra nimero 17 (extrato aquoso das folhas de P. capensis) apresenta
atividade antioxidante e de inibicao da AChE.

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaios de atividade bioldgica, os resultados das
plantas P. capensis e P. africanum sugerem que estas plantas podem ser consideradas como
uma fonte promissora de novos compostos com acao antioxidante e de inibicao da
acetilcolinesterase. Os resultados dos extratos das plantas A. huillensis e P. angolense
sugerem que estas plantas podem ser consideradas como fontes promissoras de compostos

com capacidade em inibir a oxidacao lipidica.
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4.2 Perspetivas futuras

Em termos de perspetivas para trabalhos futuros, deve efetuar-se o isolamento,
purificacao e caracterizacao de cada um dos compostos presentes nos diferentes extratos,
sobretudo nos de P. capensis, B. microphylla, X. odoratissima, P. thonningii, H. floribundum,
E. viscosa, C. gratisssimus, P. glaucocarpa, S. mannii, P. africanum, A. huillensis e P.
thonningii, com o objetivo de se elucidar qual ou quais os compostos que apresentam
propriedades antioxidantes e de inibicao da acetilcolinesterase.

O tipo de inibicao enzimatica por parte dos diferentes extratos, compostos de sintese e
também compostos isolados deve ser também estudado.

Uma vez que ocorreram problemas de solubilidade durante a realizacao dos ensaios tanto
com extratos como com compostos de sintese, outros solventes devem ser também testados
de maneira a que seja possivel realizar os ensaios para as diferentes amostras, ou entao
outros métodos que permitam realizar os ensaios devem ser considerados.

Em termos de trabalhos futuros e considerando que ha poucos estudos sobre a
bioatividade dos extratos e compostos destas plantas devem ser usadas outras estirpes de
microrganismos nos testes de suscetibilidade, e devem ser também testadas, por exemplo, a
atividade antiviral, cancerigena, citotdxica e inseticida. O estudo da inibicao de outras
enzimas envolvidas em outras doencas deve ser considerado em trabalhos futuros.

Dado que algumas plantas sao usadas na medicina tradicional, as interagcdes entre os
extratos das plantas e os farmacos usados noutras terapias devem ser também avaliadas tanto
in vivo como in vitro.

Assim, o estudo fitoquimico das plantas angolanas deve continuar, ndao s6 devido aos
resultados prometedores como fonte de antioxidantes naturais e de compostos inibidores da
acetilcolinesterase, mas também eventualmente devido a possiveis aplicacoes dos compostos

isolados em outras areas como, por exemplo, salide e agroalimentar.
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Anexos

Anexo 1

Figura 1A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para os
compostos de sintese de 55 até 62 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL.

Figura 2A;: Placa cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para a
amostra 22 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL.
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Figura 3A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 1; 7; 11; 13; 17; 24; 32; 35; 40; 45 e 50 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL.

Figura 4A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 21; 25; 30; 34; 38; 43 e 48 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL.
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Figura 5A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 2; 14; 18; 31; 39; 44 e 49 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL

Figura 6A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 5; 9; 15; 20; 23; 28 e 36 e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL
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Figura 7A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 4; 6; 10; 12; 16; 19; 26; 27; 29; 33; 37; 42 e 47 e para a Eserma (Es) 0,100 mg/mL.

Figura 8A;: Placas cromatograficas do método bioautografico (A) e dos falsos positivos (B) para as
amostras 51, 52, 53 e 54, e para a Eserina (Es) 0,100 mg/mL.
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Anexo 2

Tabela 1A: Equagdes e coeficientes de determinagao para o calculo do ECsy das diferentes amostras no
método de ABTS. y - percentagem de inibicao (%) e x- concentracao de amostra (mg/mL). (n=5). O valor
de p foi <0,05 para todas as curvas de calibracao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacéo
1 y =1,99x + 0,25 Rz = 0,999
2 y=1,14x- 0,23 Rz = 0,998
4 y=1,79x + 10,63 Rz = 0,914
5 y =1,98x + 9,93 Rz = 0,939
6 y = 81,24x + 1,65 Rz = 0,986
7 y =18,28x + 9,92 Rz = 0,949
10 y =18,41x + 3,50 Rz = 0,993
11 y = 1,985x + 0,41 Rz = 0,999
12 y =9,47x + 4,54 Rz = 0,987
13 y=9,13x-1,63 Rz = 0,994
15 y =2,57x + 6,61 Rz = 0,933
16 y = 63,13x + 0,49 Rz = 0,991
17 y = 85,02x + 1,25 Rz = 0,989
18 y =6,04x + 0,28 Rz = 0,993
19 y =19,20x + 3,62 Rz = 0,991
20 y =2,14x - 2,97 Rz = 0,943
21 y = 3,08x + 4,40 Rz = 0,986
23 y=6,17x + 6,60 R2 = 0,916
24 y =2,57x + 5,70 Rz = 0,948
25 y =9,41x + 0,80 Rz = 0,999
26 y =18,67x + 7,35 Rz = 0,967
27 y =1,70x + 3,21 Rz = 0,994
28 y =1,23x + 0,91 R? = 0,995
29 y =1,28x + 15,58 Rz = 0,999
30 y = 15,04x + 9,62 Rz = 0,958
31 y = 8,44x + 7,35 Rz = 0,915
32 y =1,74x + 12,50 Rz =0,935
33 y =18,16x + 2,44 Rz = 0,996
34 y=19,82x + 7,31 Rz =0,912
35 y =9,55x + 0,92 Rz = 0,999
36 y =17,00x + 7,57 Rz = 0,974
37 y = 16,89x + 15,29 Rz = 0,936
38 y =18,12x + 9,27 Rz = 0,969
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Tabela 1A (continuacdo): Equacoes e coeficientes de determinacdo para o calculo do ECs, das diferentes
amostras no método de ABTS. y - percentagem de inibicao (%) e x- concentracao de amostra (mg/mL).
(n=5). O valor de p foi <0,05 para todas as curvas de calibracao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacéo
39 y = 17,07x + 14,55 Rz = 0,944
40 y =16,92x + 14,74 Rz = 0,941
1 y =5,47x + 0,86 Rz = 0,999
42 y =9,54x + 0,88 Rz = 0,993
43 y = 46,01x + 1,35 Rz = 0,995
44 y = 10,00x + 9,91 Rz = 0,904
45 y = 8,95x + 3,10 Rz = 0,981
46 y =0,98x + 1,92 Rz = 0,985
47 y = 4,95x + 0,46 Rz = 0,999
48 y =18,74x + 5,72 Rz = 0,966
49 y =9,30x + 9,10 Rz =0,918
50 y =2,02x + 2,30 Rz = 0,975
51 y=1,71x + 11,49 Rz = 0,924
52 y=1,86x + 2,66 R? = 0,991

Trolox y=1,69E"x + 2,90 R2 = 0,990

Tabela 2A: Equagdes e coeficientes de determinagao para o calculo do ECsy das diferentes amostras no
método de DPPH. y - percentagem de inibicdo (%) e x - concentracao de amostra (mg/mL). (n=5). O
valor de p foi <0,05 para todas as curvas de calibragao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacao
1 y = 16,56x + 3,91 R?=0,999
2 y=1,71x + 9,12 R2 = 0,986
4 y =10,48x + 5,10 Rz = 0,949
5 y = 13,61x - 0,01 R?=0,999
6 y = 83,67x + 9,84 R2 = 0,980
7 y = 76,90x + 17,41 Rz = 0,998
10 y = 17,06x + 8,35 Rz = 0,965
" y=17,90x + 2,13 R?=0,998
12 y = 16,22x + 10,86 R? = 0,940
13 y = 5,89 + 7,48 R? = 0,973
15 y = 15,46x - 4,37 Rz = 0,955
16 y = 80,77x - 0,07 R2=0,999
17 y = 116,86x - 28,29 Rz =0,919
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Tabela 2A (continuacdo): Equacoes e coeficientes de determinacdo para o calculo do ECs, das diferentes
amostras no método de DPPH. y - percentagem de inibicao (%) e x - concentracao de amostra (mg/mL).

(n=5). O valor de p foi <0,05 para todas as curvas de calibracao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacao
18 y =1,03x + 22,79 R? = 0,966
19 y = 1,39E"%x + 23,57 Rz = 0,891
20 y = 27,34x + 11,26 R? = 0,938
21 y = 8,75x + 12,69 R? = 0,921
23 y=12,77x + 6,11 R? = 0,974
24 y = 7,36x + 4,32 R? = 0,982
25 y = 16,14x + 9,93 R? = 0,956
26 y = 33,12x + 40,67 R?=0,999
27 y = 8,75x + 29,60 R? = 0,962
28 y = 1,67x + 2,56 R? = 0,997
29 y = 34,05x + 4,53 R? = 0,986
30 y = 34,23x + 24,08 R? = 0,991
31 y = 15,97x + 16,86 R2 = 0,939
32 y = 15,76x + 7,20 R?=0,933
33 y =16,71x + 14,04 R% = 0,999
34 y = 13,16x + 25,85 R? = 0,978
35 y = 14,70x + 16,24 R?=0,999
36 y = 5,01E"x - 0,51 R? = 0,997
37 y = 103,85x - 4,00 R? = 0,954
38 y = 145,91x + 1,85 R? = 0,992
39 y = 82,76x - 0,48 R2 = 0,999
40 y = 83,23x - 2,43 RZ = 0,972
41 y = 108,49x + 6,61 Rz = 0,941
42 y = 461,24x + 3,88 R? =0,989
43 y = 202,74x + 9,45 R2=0,932
44 y = 77,63 + 3,42 R2 = 0,976
45 y = 559,10x + 5,91 R? = 0,949
46 y =5,52x - 1,53 RZ = 0,991
47 y =29,67x + 0,59 R* =0,999
48 y = 1,30E"x + 4,68 R?2 = 0,975
49 y =37,13x + 2,38 R2 = 0,990
50 y = 17,66x + 0,49 R2 = 0,999
51 y = 49,14x + 0,51 Rz = 0,991
52 y =1,695x + 1,866 R? = 0,999
23 y = 1,596x + 6,181 R2 = 0,988
54 y = 1,53E2% + 3,47 R2 = 0,995

Trolox y =9,97E"x - 0,19 R?=0,996
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Tabela 3A: Equacoes e coeficientes de determinacao para o calculo do ICsy das amostras 7, 8, 37, 38,
39, 40, 47, 49, 50, 51, 52 e Tacrina dissolvidas em metanol, no método de Ellman. y - percentagem de
inibicao (%) e x - concentracao de amostra (mg/mL). (n=5). O valor de p foi <0,05 para todas as curvas
de calibracao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacao
7 y =1,16x + 0,00 R?2=0,999
8 y =0,99x + 3,10 R?=0,955
37 y = 168,36x + 11,28 R2=0,921
38 y =165,15x + 5,41 R?=0,983
39 y =151,00x + 4,74 R2=0,981
40 y =165,62x + 1,97 R?2=0,974
47 y=1,14x-0,85 R2=0,997
49 y=1,29x + 5,27 R?=0,926
50 y=1,11x+0,73 R?=0,998
51 y=1,37x-2,08 R?=0,981
52 y =1,04x - 1,02 R2=0,995

Tacrina y = 2,00E"%x + 18,65 R?=0,908

Tabela 4A: Equacoes e coeficientes de determinacédo para o calculo do ICs, das amostras 17, 23, 26, 34,
35, 37, 38, 39, 40, 49 e Tacrina dissolvidas em DMSO, no método de Ellman. y - percentagem de inibicao
(%) e x - concentracao de amostra (mg/mL). (n=5). O valor de p foi <0,05 para todas as curvas de
calibracao.

Amostra Equacao Coeficiente de determinacao
17 y =4,94x - 3,56 R2=0,941
23 y =95,69x - 2,63 R%=0,965
26 y =1,34Ex + 10,20 R?=0,942
34 y=1,17x- 4,38 R?=0,937
35 y=1,07x + 3,10 R2=0,961
37 y =141,63x - 3,82 R?=0,963
38 y=137,77x + 1,78 R2=0,915
39 y=1,24E"x +9,21 R? = 0,946
40 y =21,49x + 9,04 R2=0,916
49 y=12,42x+2,77 R?=0,993

Tacrina y = 2,00E+06x + 15,83 Rz =0,985
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