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Resumo

A crescente resisténcia antimicrobiana e a rejeicao por parte da populacdao de
compostos quimicos e sintéticos deu origem a uma procura de novos compostos. Estes deveriam
ser de preferéncia naturais, cujas caracteristicas organoléticas e quimicas se juntassem a
possiveis propriedades antimicrobianas para futuras aplicacbes na area alimentar e
farmacéutica. Assim, surgiu uma nova area de interesse cientifico na procura de novos
compostos com estas caracteristicas em plantas e frutos. As cerejas sdo um fruto cujos
componentes quimicos parecem reunir todas estas caracteristicas, nomeadamente os
compostos fenolicos, os quais para além de serem fortes antioxidantes e portanto benéficos

para a saude, poderao ser considerados potenciais antimicrobianos.

Assim, o objetivo principal desta dissertacao passa pela obtencao, caracterizacao
fitoquimica e avaliacdo bioldgica de extratos de seis variedades de cereja do Fundao,
nomeadamente Brooks, Earlise, Primulat, Summit, Sweetheart e Saco (1® Colheita e Colheita
Tardia), totalizando sete amostras. Para a obtencdo dos extratos ricos em compostos fenoélicos
foi utilizada uma extracao convencional usando o metanol como solvente. A caracterizacao
quimica foi realizada utilizando métodos colorimétricos - método de Folin-Ciocalteau para os
fendis totais, método colorimétrico em meio alcalino para os flavonoides totais, método de pH
diferencial para as antocianinas e método do acido dinitrosalicilico para os acUcares redutores,
presentes nos extratos de cerejas. A avaliacdo biologica teve como base a determinacgéo das
atividades antioxidante e antimicrobiana. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método
colorimétrico de DPPH e a atividade antimicrobiana foi estimada através de metodologias que
avaliaram a inibicao de crescimento de varios tipos de microrganismos (bactérias Gram positivas
e negativas e leveduras), a potenciacao da atividade da tetraciclina, o papel das bombas de
efluxo na resisténcia ao extrato de cereja e, também, a inibicdo de diversos mecanismos de
viruléncia (quorum sensing, producdao de piocianina e pioverdina, motilidade de tipo

“swarming”, e formacao de biofilmes).

A caracterizacdo dos compostos fitoquimicos presentes nas cerejas permitiu observar
que as cerejas tém na sua composicdo um conteudo em compostos que varia consoante a
variedade de cereja. Quanto ao conteldo de compostos fenolicos, a variedade de cereja Saco
Colheita Tardia contém um maior teor de fendis (274,52 mg GAE/100 g de cereja fresca) e a
variedade Earlise tem um menor teor (54,87 mg GAE/100 g de cereja fresca. Para os
flavonoides, também a Saco Colheita Tardia tem um teor mais elevado destes compostos (20,79
mg QE/100 g de cereja fresca), enquanto a Sweetheart é a variedade que tem menos
flavonoides (6,00 mg QE/100 g de cereja fresca). Relativamente as antocianinas, mais uma vez
a variedade Saco Colheita Tardia é a que tem um teor (73,05 mg Cy-3-glc/100 g de cereja
fresca), destes compostos, mais elevado, sendo que a Earlise é a que tem o menor teor (9,14

mg Cy-3-glc/100 g de cereja fresca). Nestes compostos a variedade de Saco Colheita Tardia foi
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a que obteve os maiores valores. Nos acUcares redutores, a variedade de cereja Sweetheart é
a variedade de cereja com mais aclcares (161,66 g/kg de cereja fresca), enquanto a Earlise é

a que tem menos (78,907 g/kg de cereja fresca).

Na avaliacdo da atividade bioldgica, os extratos de cereja apresentaram uma elevada
atividade antioxidante com valores proximos do padrao Trolox, especialmente no caso da
variedade Saco Colheita Tardia (EC50= 42,340 mg/L). Ao nivel da atividade antimicrobiana,
como os extratos de cereja contém muitos compostos interferentes, mesmo utilizando um
extrato enriquecido em compostos fendlicos, os resultados nesta area ndao foram muito
satisfatorios, com o extrato de cereja conseguindo inibir o microrganismo K. pneumoniae e
baixar a concentracdo minima inibitéria do antibiotico tetraciclina num efeito potenciador do
antibiotico. No entanto, nao se observou uma capacidade de inibicdo dos factores de viruléncia
estudados. Assim, pode concluir-se que apesar de o extrato de cereja testado nao apresentar
atividade antimicrobiana significativa, os extratos de cereja testados apresentam um forte

poder antioxidante, sendo esta a sua principal carateristica.

Palavras-chave - Cereja; extracdo; compostos fendlicos; flavondides; antocianinas; atividade

antioxidante; antimicrobianos.
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Abstract

The increasing antimicrobial resistance and rejection of chemical and synthetic
compounds by the population, gave rise to a search for new compounds. These should
preferably be natural compounds, which organoleptic and chemical characteristics should be
connected with potential antimicrobial properties for future food and pharmaceutical
applications. Therefore, a new area of scientific interest arises for the search for new
compounds with these characteristics in plants and fruits. Sweet cherries are fruits which
chemical components probably combine all of these features, in particular the phenolic
compounds which in addition to being strong antioxidants, and therefore beneficial to health,

may be considered as potential antimicrobial agents.

Thus, the main objective of this work involves the obtainment, phytochemical
characterization and biological evaluation of extracts from six different cultivars of sweet
cherries from Fundao region, including Brooks, Earlise, Primulat, Summit, Sweetheart and Saco
(First Harvest and Late Harvest), comprising seven samples. To obtain extracts rich in phenolic
compounds, it was used a conventional extraction using methanol as solvent. The chemical
characterization was performed using colorimetric methods - the Folin-Ciocalteau method for
total phenols, a colorimetric method in alkaline medium for total flavonoids determination, a
pH differential method for anthocyanins quantification, and the dinitrosalicylic colorimetric
method to the reducing sugar determination in sweet cherry extracts. The biological evaluation
was performed by determining the antioxidant and antimicrobial activities. The antioxidant
activity was evaluated by the DPPH colorimetric method. The antimicrobial activity was
estimated by different approaches evaluating the growth inhibition of various types of
microorganisms (Gram positive and Gram negative bacteria and yeasts), the potentiation of
tetracycline action, the role of efflux pumps in the cherry extract resistance, and also the
inhibition of several virulence mechanisms (quorum sensing, pyoverdin and pyocyanin

production, swarming motility and biofilm formation).

The characterization of the phytochemical composition of cherries allowed to observe
that these fruits have a content of compounds dependent on the different cherry cultivars. As
for the content of phenolic compounds, the variety of cherry Saco Late Harvest contains a
higher content of phenols (274.52 mg GAE/100 g of fresh sweet cherry) and Earlise variety has
a lower content (54.87 mg GAE/100 g of fresh sweet cherry). For flavonoids, Saco Late Harvest
has also a higher content (20.79 mg QE/100 g of fresh sweet cherry), while Sweetheart is the
cultivar that has less flavonoids (6.00 mg QE/100 g of fresh sweet cherry). Concerning the
anthocyanins determination, Saco Late Harvest had again the higher content of these
compounds (73.05 mg Cy-3-glc/100 g of fresh sweet cherry), with the Earlise being the one that
had the lowest (9.14 mg Cy-3-glc/100 g of fresh sweet cherry). Considering these compounds,

the cultivar of Saco Late Harvest was the one with the highest values. Regarding reducing
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sugars, the variety Sweetheart cherry was the variety of cherry with more sugars (161.66 g/ kg
of fresh sweet cherry), while Earlise was the one with less content (78.91 g/ kg of fresh sweet

cherry).

With respect to the evaluation of biological activity, cherry extracts showed a high
antioxidant activity when compared with the positive control, trolox, especially in the case of
Saco Late Harvest (EC50 = 42.340 mg / L). Regarding antimicrobial activity, as cherry extracts
contain many interfering compounds, even when using an enriched extract of phenolic
compounds, results were not very satisfactory, with cherry extract managing to inhibit K.
pneumoniae and lowering the minimum inhibitory concentration of tetracycline antibiotic, in
a potentiating effect of the antibiotic. However, there was not observed an inhibition ability
of the studied virulence factors. Accordingly, it can be concluded that although the cherry
extract tested did not showed a significant antimicrobial activity, the tested cherry extracts

have a strong antioxidant power, which is its main characteristic.

Keywords - Sweet cherry; extraction; phenolic compounds; flavonoids; anthocyanins;

antimicrobials.



Abreviaturas
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método do poder antioxidante de reducao férrico
High Pressure Liquid Chromatography
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1. Introducao

Atualmente existe um aumento do consumo de alimentos saudaveis, em particular fruta

e legumes, o qual esta diretamente corelacionado com a ideia de que alimentos saudaveis
diminuem a incidéncia de doencas e prolongam a qualidade de vida.
Esta ideia fez com que a populacdo mundial comecasse a rejeitar os componentes sintéticos
utilizados a nivel alimentar, nomeadamente os corantes e conservantes, os quais eram
utilizados para aumentar o tempo de vida dos alimentos e simultaneamente combater
microrganismos que provocam infecdes na populacao.

Ainterligacao destes factores contribuiu para uma crescente necessidade do estudo de
componentes naturais alternativos e substitutos destes componentes sintéticos. Para além
deste facto, também a crescente tendéncia de resisténcia por parte de microrganismos aos
antibidticos, faz com a area dos compostos naturais se torne uma area de grande interesse
cientifico.

A Cereja, um fruto bastante apreciado pelo seu tamanho, cor, sabor e reduzido indice
calorico, pode apresentar-se como um fruto cujos constituintes fitoquimicos sdo potenciais
alternativas aos compostos sintéticos. Na bibliografia associada a este fruto, sdo diversos os
estudos existentes acerca dos seus constituintes bioativos, os quais tém demonstrado elevado
poder antioxidante. Estes constitutintes sdo metabolitos secundarios que se encontram
normalmente nas plantas e frutos e estao envolvidos, entre outros, nos mecanismos das plantas

contra agentes patogénicos.

Assim, o objetivo deste trabalho consiste na caracterizagao fitoquimica, bem como na
avaliacao das propriedades antioxidantes e antimicrobianas de 6 variedades de cereja do

Fundao.

Numa primeira fase, foram extraidos os compostos bioativos através de um método
extrativo convencional. Posteriormente, procedeu-se a caracterizacdo dos extratos obtidos
através de uma quantificacdo de fendis totais, flavondides totais, antocianinas e aclcares
redutores. Para a quantificacdo de fenois totais foi utilizado um método colorimétrico, assim
como para os flavondides totais e acucares redutores. Para a determinacao das antocianinas

usou-se também um método colorimétrico, mas com uma técnica de pH diferencial.

Efectuada a caracterizacao fitoquimica das seis variedades de cereja, procedeu-se ao
estudo da actividade antioxidante e antimicrobiana. Inicialmente realizou-se a purificacao do
extrato de cereja, para a remocao dos acUcares presentes e para tal foram utilizadas colunas
cromatograficas. Quanto a quantificacao da atividade antioxidante dos extratos, foi efetuada
pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).



Para a avaliacao das propriedades antimicrobianas foram realizados testes de inibicao
de crescimento (determinacdo da concentracdo minima inibitdria) para bactérias Gram
positivas e negativas e leveduras, assim como testes de inibicdo de fatores de viruléncia.

Esta dissertacao, onde se sintetizam e apresentam os resultados experimentais obtidos,
em todas as etapas descritas anteriormente, esta organizada em 4 capitulos.

No segundo capitulo é efetuada uma revisao bibliografica, onde se descrevem alguns
dos trabalhos ja realizados com cerejas, sendo que sao descritos aspetos relativos a sua
producao, aos seus componentes quimicos, como sdo extraidos e os métodos utilizados para
extracdo, caracterizacdo e os métodos usados para avaliar a atividade antimicrobiana.

No 3° capitulo, apresenta-se a uma descricdo pormenorizada dos materiais € métodos
utilizados, onde estao incluidos os equipamentos e os reagentes, bem como a matéria-prima.
Quanto aos resultados finais, estao descritos no capitulo 4, bem como a sua discussao.

No ultimo capitulo, sdo apresentadas as conclusdes obtidas e sdo enumeradas algumas

propostas de trabalho futuro.



2.Revisao Bibliografica

A procura por alimentos naturais, seguros e funcionais de forma a satisfazer as
exigéncias dos consumidores, tem apresentado uma tendéncia crescente. Assim, tém sido cada
vez mais investigados compostos naturais com o intuito de substituir os aditivos e conservantes
quimicos. Uma boa fonte destes compostos sdo as plantas e os frutos. Estes contém uma
diversidade quimica de compostos cujas propriedades biologicas, antioxidantes e
antimicrobianas, entre outras, os tornam interessantes e alvo de estudo. Os polifendis sao
alguns destes compostos encontrados em plantas e frutos, os quais apresentam bioatividade e
estdao envolvidos nos mecanismos de defesa contra agentes patogénicos e stress oxidativo
(Demirdoven, A. et al, 2015; Nohynck, L.J. et al, 2006).

Segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo de frutos em Portugal entre
2013 e 2014 rondou os 111,5 kg/hab (INE, 2013-2014). De entre todos os frutos, as cerejas sao
bastante apreciadas devido a sua cor atrativa, docura e tamanho sendo a sua aceitacao
dependente da razao entre a docura e acidez do fruto. Uma caracteristica importante deste
fruto encontra-se relacionada com o facto de as cerejas possuirem atividade antioxidante, o

que potencia os seus efeitos benéficos na saude (Ferretti, G. et al, 2010).

As cerejas pertencem a familia Rosaceae, a subfamilia Prunoideae e ao género Prunus,
existindo varias espécies de cereja (Ferretti, G. et al, 2010). De entre ass varias espécies de
cereja a mais consumida pelo seu sabor e cor é a cereja de nome cientifico Prunus avium
(Ferretti, G. et al, 2010).

As cerejas sao produzidas um pouco por todo o mundo, sendo que crescem
preferencialmente em climas temperados e possuem um curto prazo de validade, entre 7 a 14
dias, devido ao facto de armazenarem pouca quantidade de amido (Habib, M. et al, 2015). As
cerejas sao produzidas em mais de 40 paises, sendo a Turquia o principal produtor, seguido dos
EUA, Irdo, Italia, Espanha e Austria, com a Europa sendo responsavel por cerca de 40 % do total
de producao (Hayaloglu, A. A. e Demir, N., 2015; Habib, M. et al, 2015). Em Portugal, as cerejas
sdo produzidas entre os meses de abril e inicio de julho, sendo que a maior producao de cereja
encontra-se na zona da Beira Interior, onde sao produzidas cerca de 15 toneladas por ano (Dias,
C., 2012; Serra, A. T. et al, 2011). A zona da Beira Interior onde existe a producao mais elevada
€ a Cova da Beira e os maiores produtores sao as cidades do Fundao, Covilha e Belmonte, onde
sdo produzidas diversas variedades de cereja, existindo uma Unica variedade regional, a “Saco”
(Serra, A. T. et al, 2011). A producao deste fruto tem apresentado um grande crescimento que

vai de encontro a procura por parte do publico.



2.1 Constituintes das Cerejas

A cereja é um fruto bastante apreciado pelas suas caracteristicas, consumido
preferencialmente fresco, mas também processado em geleias, sumos, doces, xaropes e como
fruto desidratado (Hayaloglu, A. A. e Demir, N., 2015). Apresenta uma baixa quantidade de
hidratos de carbono, alto teor em agua, baixo indice glicémico, sendo também uma fonte de
vitaminas e minerais. As cerejas sao usadas ndo s6 como alimento, mas, na medicina
tradicional, é também usado o pé de cereja através de infusdes como sedativo, devido ao seu
efeito calmante e relaxante, diurético e drenante (Hanbali, L. B. et al, 2013; Bastos, C. et al;
2014).

Este fruto tem muitos nutrientes, vitaminas e fibras (tabela 1), acidos organicos, mas
também alguns acucares, apresentando poucas calorias, 0 que o torna muito atrativo num
mundo cada vez mais preocupado com a saude (Ferretti, G. et al, 2010; McCune, L. M. et al,
2011). Em relacdo aos acidos organicos, estes variam entre 3,67-8,66 g/kg de cereja fresca
(Habib, M. et al, 2015). As cerejas contém ainda minerais, tais como calcio (14mg/100g),
magnésio (10mg/100g), fosforo (20mg/100g) e potassio (200mg/100g) (Ferretti, G. et al, 2010).

Tabela 1 - Vitaminas presentes em cerejas (Prunus avium) — adaptada de Ferretti, G. et al, 2010

Quantidade/100g de cerejas

Vitamina C 7 mg
Niacina 0,2mg
Acido Pantoténico 0,2mg
Vitamina E 0,1mg
Vitamina K 2,1ug

B - caroteno 38ug
Luteina+Zeaxantina 85ug

Além destes compostos, as cerejas também possuem diferentes componentes fenolicos
em quantidades interessantes, que contribuem para as qualidades sensoriais e organoléticas
inerentes a este fruto, mas também o tornam um fruto com propriedades benéficas para a
salde. Tal deve-se ao facto de influenciarem a atividade bioldgica, tendo a potencialidade de
prevenir o cancro, mas também reduzir o risco de doencas cardiovasculares, diabetes e doencas
inflamatdrias (McCune, L. M. et al, 2011; Ferretti, G. et al, 2010).

As propriedades apresentadas pelos compostos fendlicos devem-se ao facto de eles
conseguirem atuar ao nivel do stress oxidativo e inflamacao, regular os niveis de glucose e inibir
a producao de acido Urico. A concentracdo destes componentes pode ser afetada por diversos

fatores como o clima, o momento de colheita, o processamento, 0 armazenamento e transporte
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(McCune, L. M. et al, 2011). A temperatura, luz e maturacao afetam o conteldo e estabilidade
dos fitoquimicos, mas também o valor nutricional (Ferretti, G. et al, 2010).

Por exemplo, quanto maior a quantidade de luz, maior a quantidade de acido ascorbico,
influenciando a razao docura/acidez, por sua vez as diferencas de temperatura afetam a
quantidade de compostos fenolicos (Ferretti, G. et al, 2010).

Quanto ao armazenamento e transporte, se prolongados, podem levar ao aumento do
metabolismo fermentativo de certos fungos levando a formacao de alguns cheiros devidos ao
etanol e acetaldeido derivados do metabolismo, mas também a reducao de firmeza do fruto
(Habib, M. et al, 2015).

Assim, de entre os componentes bioativos encontrados nas cerejas destacam-se os
compostos fendlicos, os quais se dividem em varios subgrupos, salientando-se dois deles: os
acidos fenolicos e os flavondides, dado que neste fruto sao os compostos que estao presentes

em maior quantidade (McCune, L. M. et al, 2011).

Nos acidos fenolicos conhecem-se duas classes, os derivados do acido benzoico e os
derivados do acido cinamico (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). Nas cerejas, o principal
constituinte dos acidos fendlicos é o acido hidroxicinamico, representando cerca de 40 % do
total de acidos fendlicos (McCune, L. M. et al, 2011). Estes estao presentes nas cerejas numa
elevada proporcao e tém elevada atividade antioxidante, inibem a oxidacdo de proteinas de
baixa densidade, o avango de tumores e bloqueiam a capacidade mutagénica de certos
compostos (Habib, M. et al, 2015; McCune, L. M. et al, 2011).

Todavia, estes componentes dependem fortemente da sua biodisponibilidade, sendo
que para poderem ser absorvidos terao que ser clivados por esterases, ficando assim sobre a

forma de acidos livres (McCune, L. M. et al, 2011).

Os flavondides sao os polifendis mais presentes na nossa dieta, existindo mais de 4000
flavonoides conhecidos, separando-se em 6 subgrupos, os quais variam no estado de oxidacao
do anel central (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010; Puupponen-Pimia, R. et al, 2001). Esta variacao
na estrutura ocorre devido ao grau de hidroxilacao, metilacao e glicosilacao que apresentam
(Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). Destes subgrupos, na cereja destacam-se dois: as antocianinas
(fig.1), cujos grupos R1 e R2 podem ser atomos de hidrogénio ou grupos hidroxilo ou metoxilo,
sendo que os grupos R3 apenas podem ser atomos de hidrogénio os acucares, e os flavonois
(fig.2). Os flavonoides sdao potentes antioxidantes, quelantes de metais e sequestrantes de
radicais livres. Para além desta caracteristica, podem inibir a peroxidacéo lipidica e possuem
capacidade anti-inflamatoria, antialérgica, anti-carcinogénica e antimicrobiana (Puupponen-
Pimia, R. et al, 2001).
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Figura 1 - Estrutura base das antocianinas - adaptada de Puupponenn-Pimid, R. et al, 2001

As antocianinas contém os compostos responsaveis pela cor, ou seja, quanto maior for
a percentagem destes compostos, mais avermelhada sera a cereja (Hosseinian, F. S. et al,
2008). Estas sao compostos labeis e facilmente oxidados, e normalmente estao ligados a outros
compostos, encontrando-se normalmente na forma glicosilada ligados a acUcares (Dai, J. e
Mumper, R. J., 2010). As antocianinas sdo o maior grupo de pigmentos naturais solUveis em
agua, fornecendo cor a varios tipos de fruta (Hosseinian, F. S. et al, 2008). Os principais
compostos deste subgrupo sao a cianidina, a pelargonidina, a delfinidina, a peodinidina e a
malvidina, os quais tém uma capacidade antioxidante consideravel, pois além de captarem
radicais livres também conseguem ligar-se a metais pesados como ferro, zinco e cobre, mas
também induzem enzimas antioxidantes como a glutationa-S-transferase e a superoxido

dismutase, cruciais no stress oxidativo (Hosseinian, F. S. et al, 2008).

No caso das cerejas, as antocianinas sao o principal antioxidante podendo ser
encontradas em diferentes partes do fruto, no entanto estao mais concentradas na pele
(Hanbali, L. B. et al, 2013; McCune, L. M. et al, 2011). Quanto a quantidade relativa destes
compostos, esta pode variar consoante a variedade de cereja, no entanto, podem ser
encontradas num intervalo de concentracao de 2-243mg/100g de cereja, tendo como base a

antocianina padrao a cianidina 3-glucosideo (Habib, M. et al, 2015).

Estes compostos podem ser aplicados em produtos alimentares, como substitutos dos
corantes alimentares, no entanto, a sua aplicacdo nado é facil, pois tém baixa estabilidade a
luz, ao pH, a enzimas e a temperatura. Contudo, apresentam grandes vantagens, pois nao
possuem efeitos adversos para a salde, ao contrario dos corantes sintéticos e acrescentam

valor a imagem do produto (Teixeira, L. N. et al, 2008).
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Figura 2 - Estrutura base dos flavondis - adaptado de Souza, G.L.C. de et al, 2016

No grupo dos flavonadis (fig.2), cujos grupos R variam entre hidrogénio e grupos hidroxilo
para formar os varios flavonois, o principal composto, pois esta mais vezes presente, é a
quercetina.

Este composto € o que apresenta a maior atividade antioxidante devido a sua estrutura
Unica de catecol com dois grupos hidroxilo proximos (fig.3). Isto significa que tem um papel
bastante activo no stress oxidativo, pois tem a capacidade de captar radicais livres,

nomeadamente reduzindo as espécies reactivas de oxigénio (McCune, L. M. et al, 2011).

OH

Figura 3 - Estrutura quimica de catecol da quercetina - adaptada de Hamiunik, Charles W. I. et al; 2012

2.2. Efeitos benéficos dos compostos fenélicos

Como referido, os compostos fenodlicos das cerejas conseguem exercer um efeito
protetor contra o desenvolvimento de algumas doencas humanas, tais como doencas
cardiovasculares, diabetes e cancro. Estes efeitos devem-se a atividade antioxidante, anti-
inflamatodria e anticancerigena que estes componentes possuem (Ferretti, G. et al, 2010).
Devido aos compostos fendlicos, presentes na cereja, é ainda possivel que estas possuam
atividade antimicrobiana. Esta possibilidade é estabelecida com base no facto de os compostos
fenolicos fazerem parte dos mecanismos de defesa da planta e frutos contra agentes
patogénicos (Nohynck, L.J. et al; 2006).



2.2.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante nas cerejas ja foi bastante investigada utilizando diversas
metodologias. Dos estudos ja realizados ficou demonstrado que a antocianina, cianidina-3-
glucosideo, é o composto que demonstra maior atividade, no entanto também outros compostos

fenolicos tém atividade antioxidante (Ferretti, G. et al, 2010).

0 stress oxidativo induzido pela luz ultravioleta, leva a formacao de ROS/RNS capazes
de oxidar lipidos proteina ou DNA, que levam a formacao de produtos oxidados, como lipidos
hidroperdxidos, ou proteinas carbonilos, que estao envolvidos em problemas de pele como

cancro na pele (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Os compostos fenodlicos conseguem exercer uma grande atividade quimiopreventiva
através da reducao da producédo de radicais livres, atuando como metais de transicdo, com
extratos com compostos fenélicos mostrando que reduzem o dano oxidativo pela luz ultravioleta
na pele. Compostos fendlicos purificados, como as antocianinas, demonstraram inibir o stress
oxidativo e o dano celular protegendo os queratinocitos (Dai, J. € Mumper, R. J., 2010). Assim,
€ sugerido que existe uma relacdo entre a atividade antioxidante e anticancerigena dos

compostos fenolicos.

Contudo, a atividade antioxidante das cerejas pode ser afetada pelo processo de
colheita, armazenamento e exposicdo a varios fatores, uma vez que estes afetam os

componentes responsaveis pela atividade antioxidante (Ferretti, G. et al, 2010).

2.2.2. Atividade anti-inflamatoria

Relativamente a atividade anti-inflamatoria das cerejas, a bibliografia demonstra que

estas conseguem inibir vias inflamatorias.

Nomeadamente, um estudo refere que os niveis de proteina C-reativa e oxido nitrico
diminuem com a ingestao de cerejas ao longo de 28 dias, sendo os niveis elevados de proteina
C-reativa um dos maiores indicadores de processo inflamatorio e que podem levar a riscos de
doencas cardiovasculares. O aumento de 6xido nitrico também contribui para o stress oxidativo
e as lesdes nos tecidos para varios tipos de doencas. Foi demonstrado in vitro que as
antocianinas conseguem inibir a producao deste 6xido e outros fatores pro-inflamatorios,

estando diretamente relacionadas com a atividade anti-inflamatéria (Ferretti, G. et al, 2010).

Os compostos fenolicos das cerejas conseguem ainda inibir a atividade da enzima

ciclooxigenase Il. Esta enzima € uma enzima pro-inflamatoria envolvida em varios processos



como a inflamacéo, carcinogénese, apoptose, proliferacdo celular e angiogénese (Ferretti, G.
et al, 2010).

A obesidade é uma doenca associada a inflamacao, tendo sido demonstrado que dietas
ricas em cerejas conseguem diminuir a inflamacao dos tecidos e plasma, mas também
conseguem reduzir os niveis de alguns fatores que estao associados a diminuicdo dos niveis

séricos de glucose, triglicéridos e colesterol (Ferretti, G. et al, 2010).

2.2.3. Atividade anticancerigena

Os componentes anticancerigenos das cerejas sao as fibras, as antocianinas, a vitamina
C e os carotenoides, sendo os principais as antocianinas, em particular a cianidina (McCune, L.
M. et al, 2011).

Varios estudos in vitro demonstram que as antocianinas conseguem estimular a
expressao de enzimas como a glutationa redutase, a glutationa peroxidase e NAD(P)H: quinona
redutase envolvidas no stress oxidativo. As antocianinas conseguem inibir a mutagénese de
toxinas ambientais e fatores carcinogénicos, induzindo a apoptose celular e diferenciacao, e

reduzindo a proliferacao celular (Ferretti, G. et al, 2010).

Estudos in vitro demonstram que as antocianinas das cerejas conseguem reduzir a

proliferacao de células humanas de cancro de colon em cultura (Ferretti, G. et al, 2010).

2.2.4. Atividade antimicrobiana

Os frutos e bagas contém uma elevada variedade de compostos fenélicos, os quais estao
localizados em tecidos relacionados com a fungao natural dos frutos de protecao contra o stress
ambiental e contra agentes patogénicos. Por este motivo, a atividade antimicrobiana destes
compostos tem sido intensivamente investigada com o intuito de aplicacdo humana, a nivel

terapéutico ou alimentar (Nohynck, L.J. et al, 2006).

Alguns estudos referem estas propriedades antimicrobianas, nomeadamente relativas
ao arando que consegue inibir o crescimento de Listeria monocytogenes, e suprime a adesao e
o crescimento de Helicobacter pylori na mucosa gastrica humana, existindo mesmo resultados
promissores relativos aos compostos fendlicos do arando na erradicacao de Helicobacter pylori.
Também a groselha demonstrou capacidade de inibicdo deste microrganismo na mucosa

gastrica humana (Nohynck, L.J. et al, 2006).



Existem ainda estudos com framboesas e morangos, ricos em compostos fendlicos, cujos
extratos inibem o crescimento de agentes patogénicos do trato grastointestinal humano,
nomeadamente Staphylococcus e Salmonella. E de esperar que esta atividade antimicrobiana
se deva a sinergismos e mecanismos entre varios compostos, com foco nos compostos fendlicos
(Nohynck, L.J. et al, 2006; Burdulis, D. et al, 2009).

Assim é de esperar que as cerejas, sobretudo extratos deste fruto enriquecidos em

compostos fenolicos, possuam algum tipo de atividade antimicrobiana.

2.3. Caracterizacao dos compostos Fendlicos

Para o estudo dos compostos fendlicos dos extratos de cerejas sao necessarias varias
etapas, desde a preparacao do fruto, a extracao, caracterizacdo quimica e estudos in vitro da

actividade bioldgica, nomeadamente as atividades antioxidante e antimicrobiana.

2.3.1. Extracao

A obtencdo dos componentes bioativos das cerejas é baseada em metodologias de
extracao que devem ser adequadas ao tipo de compostos que se pretende extrair, tendo em
conta a sua suscetibilidade, bem como a quantidade e qualidade dos mesmos (Herrera, M. C. e

Castro, M. D. L. de, 2005). Os extratos serao a base para realizar todos os ensaios.

A selecdo do método de extracdo dos compostos bioativos carece de cuidados
especificos, uma vez que os compostos fendlicos sdo facilmente oxidados e sao degradados
rapidamente pela luz, ja as antocianinas degradam-se com a temperatura, a valores acima dos
35 °C (Herrera, M. C. e Castro, M. D. L. de, 2005). A extracao de compostos bioativos depende
assim de varios fatores tais como a temperatura, o solvente utilizado e a sua concentracao, a
pressao, o tempo de extracao e a razao solido/solvente (Oncea, S. et al; 2013). Quanto a
escolha do solvente, os mais utilizados sdo o metanol e o etanol, devido a sua eficiéncia de
extracdo quando se trata de compostos fenodlicos, contudo para processos nutracéuticos, a

escolha recai sobre o etanol (Routray, W. e Orsat, V., 2014).

Relativamente a extracao propriamente dita existem essencialmente duas tipologias de
métodos: os convencionais e 0s nao-convencionais.

De entre os métodos convencionais destacam-se pela sua utilizacdo a extracao com
Soxhlet, a maceracdo e a hidrodestilacdo. Contudo estes métodos, com excecdo da

hidrodestilacao que apenas consome agua e a recupera, utilizam elevadas quantidades de
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solvente, tornando-se prejudiciais para o meio ambiente (Bandar, H. et al, 2013). Assim, estes
métodos acabaram por ser substituidos pelos métodos ndo convencionais devido ao tempo que

estas técnicas requerem para a extraccao dos seus componentes (Delfanian, M. et al, 2015).

Os métodos ndao convencionais conseguem nao sé diminuir o tempo do processo, como
aumentar o rendimento da extracao e permitir um melhor controlo destas condi¢cdes. De entre
estes métodos destacam-se os que usam os ultrassons, as micro-ondas e a extracdo por fluido
supercritico. Os ultrassons sdo uma técnica recente, que nao necessita de equipamentos
complexos e tém um custo relativamente baixo (Dai, J. € Mumper, R. J., 2010). Os ultrassons
funcionam, por banho ou sonda, devido as forcas de cisalhamento criadas que causam implosao
das bolhas de cavitacao fazendo com que o efeito da cavitacao acUstica cause danos nas paredes
celulares, aumentando o rendimento do processo, pois o produto é libertado da célula para o
solvente (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010; Delfanian, M. et al, 2015). Esta técnica € muito
utilizada para o isolamento de compostos alvo de plantas, no entanto existe a possibilidade de
destruicao dos compostos antioxidantes (Herrera, M. C. e Castro, M. D. L. de, 2005; Delfanian,
M. et al, 2015). O método de micro-ondas € rapido e eficiente, atua através de dois
mecanismos: rotacdo de dipolos ou conducdo ionica (movimento da carga de ides presente no
soluto e solvente) (Routray, W. e Orsat, V., 2014). As micro-ondas irradiadas atuam penetrando
nas células, aumentando a pressao interna e causando a disrupcao da sua estrutura, levando a
libertacao dos compostos (Zheng, X. et al, 2012). As principais vantagens das micro-ondas sao
a alta eficiéncia, o baixo consumo de solvente, a alta qualidade do produto a baixo preco e o
facto de esta ser uma técnica “verde” com baixa ou nenhuma emissao de dioxido de carbono
(COz) (Zheng, X. et al, 2012). Este método de extracao foi ja aplicado a extracao de varios
compostos fendlicos (Routray, W. e Orsat, V., 2014). A extracao por fluido supercritico (fluido
com caracteristicas tanto de liquido como de gas, dependendo das condicdes de temperatura
e pressao) usa frequentemente CO,, um solvente nao polar e de natureza lipofilica, mas que
nao consegue extrair compostos de alto peso molecular (Delfanian, M. et al, 2015; Serra, A. T.
et al, 2010). Este composto é o mais usado, pois nao é inflamavel, ndo é toxico, é pouco
dispendioso, facilmente disponivel na sua forma pura e nao é explosivo (Poontawee, W. et al,
2015). Todavia, é um solvente fraco para a extracao de componentes polares como € o caso
dos fenois, uma vez que estes tém baixa solubilidade em CO, supercritico. Esta desvantagem
pode ser ultrapassada recorrendo a utilizacao de co-solventes, tais como o etanol, acetona e
metanol, que aumentam a solubilidade dos compostos e a seletividade da extracao (Delfanian,
M. et al, 2015; Serra, A. T. et al, 2010). A principal desvantagem do método é o facto da sua
aplicacao comercial continuar restrita, devido aos custos de investimento e por ser um processo
novo e pouco conhecido (Poontawee, W. et al, 2015). Atualmente ja foi utilizado o etanol como

co-solvente para a extracao de compostos fendlicos (Serra, A. T. et al, 2010).
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2.3.2. Purificacao

Os extratos contém uma grande diversidade de componentes quimicos, e dada a sua
utilizacao posterior para aplicacao no estudo da sua atividade bioldgica, tém de passar por uma
fase de purificacao com o intuito de remover os interferentes, os quais poderiam influenciar os

resultados dos testes subsequentes.

Um método normalmente usado para realizar esta purificacdo € um processo de
cromatografia liquida. Para concentrar ou obter fracdes ricas em fenois, existem varias
estratégias entre elas, a extracao sequencial, a extracao liquido/liquido e/ou extracdao em fase
solida (SPE - solid phase extraction). No caso de extratos de frutos como a cereja, um dos
objetivos € a remocao dos acUcares interferentes, para a qual a metodologia mais utilizada é a
SPE, baseando-se no facto de os aclcares serem componentes polares ndo fenolicos. Este
método é bastante rapido, econémico e sensivel, baseando-se na utilizacdo de uma matriz
solida (adsorvente), e uma fase liquida (eluente) (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). Os
componentes de interesse, os compostos fenolicos, ficam retidos; os compostos interferentes,
os aclcares, serao eluidos por uma fase liquida, seguido pela utilizacdo de outro eluente que
ird remover os compostos fendlicos que se encontravam retidos na coluna (Zwir-Ferenc, A. e
Biziuk, M., 2006).

A selecdo da fase solida deve ser feita cuidadosamente, tendo em conta os mecanismos
de interacao entre a fase solida e os componentes de interesse. Assim, tudo depende das
propriedades quimicas, neste caso, dos compostos fenolicos, nomeadamente o facto de serem
polares e serem hidrofébicos. Os mecanismos mais comuns de retencao sao baseados nas forcas
de Van der Waals (interagcbes ndo polares), pontes de hidrogénio, forcas dipolo-dipolo
(interacoes polares) e interacbes catides-anides (interacdes iodnicas). Estes mecanismos
dependem da capacidade de ligacao do composto de interesse a matriz, a qual deve ser superior
do que a capacidade de ligacdo do composto a fase movel inicial (Zwir-Ferenc, A. e Biziuk, M.,
2006).

Existem 4 mecanismos de extracao apods retencio: fase reversa, fase normal, exclusiao
molecular e troca ionica. No caso de interferentes como os acUcares, 0 mecanismo de extracao
€ o de troca idnica. Neste mecanismo, o composto pode ser isolado num grupo amina alifatico
quaternario ligado a uma superficie de silica. No caso dos compostos fenolicos é utilizada uma
troca anionica, sendo que os compostos fendlicos ficam retidos e os aclcares eluem com a
passagem de um eluente como a agua. A retencdo € assim baseada nas atracoes electroestaticas
da carga dos grupos funcionais dos fenois com a carga do grupo que esta ligado a silica que sera

a matriz (Zwir-Ferenc, A. e Biziuk, M., 2006).
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2.3.3. Caracterizacao quimica

A caracterizacdo quimica que é efetuada nos extratos envolve normalmente uma
quantificacdo dos compostos bioativos. Esta quantificacao é influenciada pela natureza quimica
do analito, pelo método escolhido, pela selecdo de padroes e pela possivel presenca de
interferentes (Dai, J. € Mumper, R. J., 2010). Entre variedades de cereja, a quantidade de
compostos bioativos varia consoante a predisposicao genética, climatica, as condicdes de

cultivo e o nivel de maturacédo (Petkovic, B. et al, 2014).

2.3.3.1. Determina¢ao dos compostos fendlicos totais

Diversos métodos tém sido descritos para a quantificacdo dos compostos fenodlicos,
presentes nos extratos vegetais, no entanto, o método colorimétrico que recorre ao reagente
de Folin-Ciocalteau é um método simples e reprodutivel, sendo o acido galico frequentemente
utilizado como padrao (Hanbali, L. B. et al, 2013; Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

0 método baseia-se numa reacao de reducao, onde ocorre a transferéncia de eletroes
de uma solucao alcalina de fenois, pelo reagente de Folin-Ciocalteau, um heteropolianidao
molibdotungstofosforico amarelo. Neste reagente de Folin-Ciocalteau, inicialmente os estados
de oxidacdo do molibdénio e tungsténio, sdo +6. E adicionada uma solucdo de carbonato de
calcio, para a obtencao de um pH alcalino e ocorre uma reacao de reducao devido a presenca
de agentes redutores, que neste caso, serao os compostos fendlicos. Apoés um tempo de reacao,
é lida a absorvancia do complexo resultante, molibdotungstofosfato azul, cujo estado de
oxidacao varia entre 5 e 6 (Cicco, N. et al, 2009). A absorvancia depende da qualidade e
quantidade de fenois presentes na solucao, mas também do pH das solucdes, obtido pela adicao
da solucao de carbonato de calcio (Cicco, N. et al, 2009). As desvantagens deste método
encontram-se relacionadas com a presenca de interferentes que podem imiscuir-se de um modo
aditivo ou inibitorio. O efeito aditivo pode dever-se, por exemplo, a presenca de altos niveis
de acUcares, fendis presentes indesejados e devido a aminas aromaticas. Quanto ao efeito
estar alcalina, assim o reagente de Folin-Ciocalteau deve ser adicionado antes da solucao de
carbonato de sodio (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). Estas desvantagens fazem com que este
nao seja um método especifico, sendo contudo o mais utilizado pela sua reprodutibilidade e

facilidade de aplicacao.
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2.3.3.2. Determinacgao dos acucares redutores totais

Os acgucares sao componentes que atribuem o sabor adocicado a varios alimentos e

bebidas, estando presentes nos frutos de forma natural.

Os acUcares simples sdo designados por monossacarideos, ou seja, sao hidratos de
carbono nao polimerizados, na sua forma simples. Destes, os mais comuns sao a frutose, glucose
e a galactose. Os outros acUcares existentes devem-se ao facto dos acucares simples se ligarem
através de ligacoes formando dissacarideos como a sacarose, maltose e lactose, se dois a dez
monossacarideos se ligarem formam oligossarideos. Os acUcares redutores sao todos os
monossacarideos, mas também os oligossacarideos, os quais contém extremidades redutoras.
Como o excesso de consumo de aclcares causa efeitos adversos na salde, a Europa tem uma
legislacao para controlar os niveis de agUcar, nomeadamente a sacarose, em determinados
alimentos (Baskan, K. S. et al, 2016).

No caso particular das cerejas, apesar do seu baixo indice glicémico, pois tem pouca
glucose, existem outros aclicares presentes em quantidades consideraveis que podem interferir
nas caracterizacoes, sendo necessario quantifica-los. A forma mais rapida e simples para
realizar esta determinacao é através de métodos colorimétricos. A maioria destes métodos
baseia-se na oxidacdo dos grupos carbonilo através de uma reaccdo com absorcao na zona do
UV-visivel. Alguns baseiam-se na reducdo do Cu(ll) ou Fe(lll) pelos aglcares redutores e na
complexacao de ides de metais de transicao reduzidos com certos ligandos através de um
reagente sem cor dando um produto colorido, contudo estes métodos sao demorados e pouco

especificos (Baskan, K. S. et al, 2016).

Surge assim o método do acido dinitrossalicilico (DNS) que € um dos mais utilizados e
simples. Este método baseia-se na reducao do acido 3,5-dinitrossalicilico, o reagente de DNS
reage com, em condicdes alcalinas, com o grupos carbonilo dos aclcares redutores formando o
3-amino-5-nitrosalicilato, um composto aromatico com um maximo de absorcdo a 540 nm
(Baskan, K. S. et al, 2016).

2.3.3.3. Determinacgéao dos flavonéides

Os flavonoides acumulam-se principalmente nos tecidos externos da fruta,
nomeadamente na pele, o que se deve ao facto de a sua sintese ser estimulada pela luz solar
(Haminiuk, C. W. I. et al, 2012). Quanto a quantificacdo dos flavonoides totais, presentes nos
extratos, o ensaio colorimétrico é, novamente, o mais utilizado, sendo o mais referido um que

se baseia na formacdo de um complexo de aluminio (Hanbali, L. B. et al, 2013).

Este ensaio colorimétrico pode recorrer a dois procedimentos: i) a solucao de cloreto

de aluminio, com concentracao entre 2-10 %, é adicionada a amostra/extrato na presenca de
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uma solucao de acido ou acetato e sao efetuadas leituras apos algum tempo de reacado a 404-
430 nm; ii) a reacdo com formacao do complexo de aluminio ocorre na presenca de nitrito de
sodio (NaNO,) em meio alcalino, baseando-se na nitracao de um anel aromatico com um grupo
catecol que nao tem as suas posicoes substituidas ou bloqueadas. Em qualquer dos
procedimentos, pela formacao do complexo de aluminio existe o desenvolvimento de uma cor
amarelada (Pekal, A. e Pyrzynska, K., 2014).

O método escolhido para este trabalho foi aquele em que o extrato do fruto é
adicionado a uma solucao metanolica de cloreto de aluminio e acetato de potassio. Apos um
curto periodo de tempo, a absorvancia é medida e comparada com um padrao flavonoide,
normalmente a quercetina ou a rutina (Haminiuk, C. W. I. et al, 2012). A desvantagem deste
método baseia-se numa estimativa do conteldo total de flavondides, nao nos fornecendo uma
quantidade para cada tipo de flavondide. No entanto, apresenta vantagens como a simplicidade
e eficiéncia, o que evita o uso de equipamentos complexos como o HPLC (high performance

liquid chromatography) (Haminiuk, C. W. I. et al, 2012).

2.3.3.4. Determinacao de antocianinas

0 método mais simples para quantificar antocianinas baseia-se na capacidade destas
para absorver luz na regiao do visivel, através da medicao da absorcao a um comprimento de
onda entre 490 e 550 nm, pois esta € uma banda de absorcao que se situa longe das bandas de
absorcao dos outros compostos fenélicos (Dai, J. € Mumper, R. J., 2010).

Os métodos de pH baseiam-se na colorimetria, pois a tonalidade das antocianinas
(vermelho, laranja, roxo) varia consoante este fator, assim para um pH acido, as antocianinas
sao vermelhas (Teixeira, L. N. et al, 2008). Conhecem-se dois métodos, o de pH Unico e o de
pH diferencial. Quanto ao método de pH Unico, este € um método bastante simples, no entanto
apenas é recomendado quando se tem a certeza de que na amostra ndo existem interferentes.
E o método de pH diferencial € um método mais sensivel que elimina a acdo dos interferentes
(Teixeira, L. N. et al, 2008). Neste método, inicialmente é medida a absorcdo da amostra num
tampao a pH 1, onde as antocianinas tém uma coloracao intensa (antocianinas com cor). Depois
eleva-se o pH para 4,5 onde as antocianinas praticamente nao tém cor (antocianinas como
hemicetais sem cor). A diferenca entre as absorvancias permite o calculo da fracédo real de
antocianinas presente na amostra (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). Para o calculo da quantidade
de antocianinas presentes na amostra € utilizada a cianidina-3-glucosideo como padrao, sendo
que o calculo final pode utilizar o peso molecular e o coeficiente de extincao molar do padrao

ou entao utilizar o padrao para efetuar uma reta de calibracao (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).
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2.3.4. Determinacao da atividade biolégica

2.3.4.1. Determinacgao da atividade antioxidante

0 processo de oxidacao é bastante importante, pois é através deste processo que sao
produzidos os radicais livres. Estes, por sua vez, sao importantes em varios processos, entre os
quais, a degradacao de alimentos, por oxidacdo de lipidos provocando o sabor a ranco nos
alimentos; a degradacao de quimicos e inUmeras doencas em humanos, onde cada tipo de

molécula pode ser danificada (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Os antioxidantes sao substancias que independentemente da sua concentracao
previnem, reduzem ou inibem o processo de oxidacao evitando a formacao dos radicais livres

pela sua captacao ou por diminuicao do stress oxidativo (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Nos organismos vivos e em condicées normais, existe um balanco entre a producao de
radicais livres e protecdo antioxidante, contudo sobre a influéncia de certos fatores enddgenos
e exogenos este balanco pode ser destruido. Portanto o stress oxidativo é um estado onde existe
um desequilibrio, existindo um excesso da quantidade de espécies reativas de oxigénio e/ou
azoto (ROS/RNS) que € superior a capacidade antioxidante endogena, o que vai levar a oxidacao
de varias biomacromoléculas (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). O stress oxidativo, é bastante
importante, pois pode levar a formacao de varias doencas degenerativas cronicas, entre elas o

cancro (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Quanto as aplicacdes dos antioxidantes, elas variam bastante desde a prevencao da
oxidacao de polimeros até a prevencao da descoloracdo de pigmentos sintéticos ou naturais.
Contudo, a area de maior interesse nestes compostos é a area da saude (Dai, J. e Mumper, R.
J., 2010). No ser humano, o sistema de protecdo antioxidante nao é adequado para prevenir
completamente o excesso de producao de radicais livres, sendo necessario consumir uma
quantidade adicional de antioxidantes, papel que pode ser desempenhado pelos compostos

fenodlicos, com a vantagem de serem compostos naturais (Petkovic, B. et al, 2014).

Os compostos fenolicos sao considerados potentes antioxidantes que podem atuar de
3 modos diferentes: i) captando os radicais livres, ROS/RNS; ii) suprimindo a formacao dos
mesmos radicais pela inibicao de certas enzimas ou quelando metais envolvidos na sua
producao; iii) ou regulando/ protegendo a defesa antioxidante (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Estes compostos tém uma estrutura ideal de antioxidante devido aos grupos hidroxilo
presentes na sua estrutura que doam atomos de hidrogénio e devido ao extenso sistema
aromatico conjugado que deslocaliza os eletroes desemparelhados. As antocianinas sao
particularmente reativas com os radicais livres devido a sua estrutura com deficiéncia em
eletrées. A atividade antioxidante dos flavonoides depende de 4 fatores: i) a estrutura orto-

dihidroxi no anel central, que tem as melhores propriedades para doar eletrdes, confere
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estabilidade ao radical e deslocaliza eletrdes; ii) a dupla ligacdao com a funcao 4-oxo no anel
terminal que é responsavel pela deslocalizacao de eletrdes do anel central; iii) os grupos
hidroxilo 3 e 5 com a funcdo 4-oxo dos anéis inicial e terminal, essenciais para a captacdo dos
radicais e iv) o grupo hidroxilo 3 que é importante na atividade antioxidante. A atividade
antioxidante dos acidos fenodlicos depende da quantidade de grupos hidroxilo presentes na
molécula (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Assim, estes compostos atuam principalmente como aceitadores de radicais livres e
quebradores de cadeias, que conseguem atuar na oxidacao de lipidos e outras moléculas pela
rapida doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais. Os radicais intermediarios conseguem ser
estaveis, dada a sua ressonancia entre estruturas, e assim uma nova reacdao em cadeia é
facilmente iniciada. A reacao termina quando os radicais intermediarios reagem com outros

radicais intermediarios (Szabo, M.R. et al, 2007).

Existem varios métodos para quantificar a atividade dos antioxidantes, de entre os quais
se destacam o método FRAP (método do poder antioxidante de reducao férrico), o método B-
caroteno/acido linoleico e o método de DPPH (2,2 - difenil-1-picrihidrazil). A diversidade de
métodos existente deve-se aos diferentes tipos de atividade antioxidante que podem ser
determinados e a complexidade dos substratos, ou seja, a quantidade de grupos funcionais,
polaridade e comportamento quimico dos diferentes compostos dos extratos (Szabo, M.R. et al,
2007).

0 método de DPPH é o método mais frequentemente utilizado para a determinacéo da
atividade antioxidante. Este componente, o DPPH, é um radical livre estavel devido a
deslocalizacao dos seus eletroes que faz com que este tenha uma coloracao violeta num
comprimento de onda perto dos 520 nm. Este método sustenta-se na mistura deste radical livre
com um substrato (amostra a analisar) que atua como dador de atomos de hidrogénio, formando
assim uma forma nao radical estavel do DPPH, a qual passa de cor violeta a amarelo palido
(fig.4) (Szabo, M.R. et al, 2007).

N AH A N
[ |
Ne U HN
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
Cor Violeta Cor Amarelo palido

Figura 4 - Esquema do método de DPPH - adaptada de Teixeira, J. et al, 2013
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As reacoes envolvidas neste método sao as descritas em (1) e (2), onde DPPH" é o radical
estavel, AH é o substrato/ antioxidante a analisar e R* sdo espécies radicalares, que se formam

com o decorrer da reacao e se transformam em produto (Szabo, M.R. et al, 2007).
DPPH" + AH » DPPH—H + A" (1)

DPPH* + R* > DPPH — R (2)

2.4, Atividade antimicrobiana

Os diversos compostos bioativos, como os flavondides, fenois e antocianinas existentes
na cereja, tém vindo a ser vastamente estudados pelo seu efeito contra agentes patogénicos,
dado que impedem a invasao e crescimento dos mesmos nas plantas e frutos (Serra, A. T. et al,
2010; Nohynck, L.J. et al; 2006). Atualmente, estes compostos naturais tém sido alvo de
atencéo devido a elevada rejeicao pelo consumidor de produtos quimicos e sintéticos. Uma
outra razao € o facto de as terapéuticas normalmente utilizadas, como os antibioticos, terem
vindo a perder a sua eficacia devido ao aumento de resisténcias por parte dos microrganismos
(Arendt, P. et al, 2016). Estas razdes associadas aos beneficios para a salde dos compostos
fenolicos, como por exemplo o seu potencial anticancerigeno, anti-inflamatoério e outros,
salientam o interesse da utilizacdo destes compostos na terapéutica (Demirdoven, A. et al,
2015). Dois exemplos de frutos, que contém compostos fendlicos e que sao bastante estudados
e apresentam propriedades antimicrobianas, sao o mirtilo e o arando. A utilizacao do mirtilo
foi descrita contra desordens gastrointestinais e o arando tem sido utilizado no tratamento de
infecdes urinarias, sendo que foi demonstrado que também consegue controlar o crescimento

de Listeria monocytogenes (Nohynck, L.J. et al; 2006).

Assim sendo, a resisténcia antimicrobiana e a forma como compostos naturais podem

modela-la sao fatores de interesse no estudo destes compostos.

2.4.1. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia a antimicrobianos esta descrita como tendo surgido devido a uma selecao
natural por parte dos microrganismos, na qual estes desenvolveram mecanismos por forma a
sobreviverem a substancias toxicas, estes mecanismos de protecao incluem a regulacdo da
entrada e saida destas substancias da célula; producao de enzimas que destroem ou modificam

os agentes antimicrobianos; ou alteracdo do alvo terapéutico (Holmes, A. H. et al, 2016).
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Quanto aos tipos de resisténcias existentes, um das mais preocupantes é a resisténcia
a antibiéticos, pois tem crescido exponencialmente nas ultimas décadas, ndao s6 com o nimero
de diferentes microrganismos resistentes, mas também com a sua localizacao geografica e a
magnitude da resisténcia. Contudo, nao so as bactérias se tornaram resistentes, mas também
os fungos, parasitas e os virus, que conseguiram adaptar-se as mais de 15 classes de antibioticos
cujos alvos variam, e aos quais deveria ser dificil de se tornarem resistentes (tabela 2). A
resisténcia a antibidticos depende da juncao de dois fatores, do agente antimicrobiano e da
resisténcia genética. O primeiro fator é dependente do agente antimicrobiano, pois este inibe
organismos suscetiveis e seleciona microrganismos resistentes. O segundo fator é a resisténcia
genética em microrganismos ja selecionados pelo antimicrobiano, assim quando estes dois
fatores se unem podem levar a problemas de infecées causados por estes microrganismos (Levy,
S. B. e Marshall, B., 2004).

As resisténcias tém de ser consideradas ndo s6 a nivel do sistema de salde, mas
também a nivel da comunidade. A emergéncia da resisténcia antimicrobiana € um fenémeno
natural, mas em que o uso indiscriminado de antibioticos em humanos e animais funciona como
agente acelerante (Levy, S. B. e Marshall, B., 2004). Antibioticos aplicados a animais levam a
selecdo de formas resistentes das bactérias que sdo depois transmitidas entre animais e através
destes para os humanos, ou até mesmo para outras bactérias (Mehndiratta, P.L. e Bhalla, P.,
2013). Considerando isto, a diminuicdo do uso de antibioticos quando a sua utilizacdo nédo é
justificavel é vista como uma forma de reducdo do aumento de resisténcias. A introducao de
novas abordagens terapéuticas é também vista como uma medida importante, sendo exemplo
desta o desenvolvimento de novos antibidticos com novos alvos terapéuticos, tais como os
produtos dos genes alvo da infecdo, ou o estudo de novos compostos com potencial
antimicrobiano (Levy, S. B. e Marshall, B., 2004).

Tabela 2 — Familias de antibidticos e respetivos mecanismos de agéo - adaptado de Levy, S. B. e Marshall, B.,
2004

Mecanismo de acao Familias de Antibioticos

o ) Penicilinas; Cefalosporinas; Carbapenemos;
Inibicao da sintese da parede celular o L
Daptomicina; Monobactamos; Glicopeptidos

Tetraciclinas; Aminoglicosideos; Oxazolidinonas;
Inibicao da sintese proteica Estreptograminas; Cetolideos; Macrolidos;

Lincosamidas

Inibicdo da sintese de DNA Fluoroquinolonas
Inibicdo competitiva da sintese de acido folico Sulfonamidas; Trimetoprim
Inibicao da sintese de RNA Rifampina
Outro Metronidazole

As bactérias multirresistentes tém um impacto significativo a nivel clinico, pois o

tratamento de infecoes causadas por estas é dificil e dispendiosa, conseguindo duplicar o tempo
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de estadia do paciente no hospital, duplicar a taxa de mortalidade e aumentar a taxa de
morbidade. Exemplos de microrganismos a nivel global, cujas estirpes apresentam mais
multirresisténcias sdo Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii and
Pseudomonas aeruginosa (Levy, S. B. e Marshall, B., 2004). De entre estes podem ser
salientados por se encontrarem bem caracterizados: Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, as quais sdao bactérias patogénicas Gram positivas e Gram negativas,
respetivamente, cuja importancia é reconhecida tanto em infecdes adquiridas a nivel hospitalar

como na comunidade (Mabhiza, D. et al, 2015).

Staphyloccocus aureus (S. aureus) para além de ser um microrganismo de nivel
hospitalar é também bastante encontrado a nivel alimentar, sendo que as intoxicacdes
alimentares devem-se a ingestdo de alimentos com presenca de enterotoxinas termoestaveis
produzidas pelo microrganismo. Este microrganismo produz uma grande variedade de
exoproteinas, proteinas que sdao secretadas para meio extracelular, ajudando na
patogenicidade e causando infecées em humanos e animais (Heredia, N. et al, 2009). Esta
bactéria consegue crescer entre 7- 47,8 °C, sendo a sua temperatura 6tima de crescimento
perto dos 35 °C. Quanto ao pH, consegue crescer entre 4,5-9,3 sendo o pH 6timo entre 7-7,5.
E uma bactéria bastante tolerante ao sal, resistente a nitratos e capaz de crescer em ambientes
com atividade de agua a cerca de 0,83. Esta tolerancia permite ao microrganismo sobreviver

sobre diferentes condicoes e ser dificil de eliminar (Heredia, N. et al, 2009).

Pseudomonas aeruginosa é um agente patogénico oportunista, encontra-se associado a
colonizacdo e infecdo de orgaos vitais no ser humano, particularmente em pacientes
imunocomprometidos. Pseudomonas aeruginosa estad também associada a muitas infecoes
hospitalares, pois consegue colonizar equipamentos hospitalares (Ulrey, R. K. et al, 2014).
Quanto a sua capacidade de infecdo, este € um microrganismo bastante associado a sepsia e
inflamagdes, mas nao so, para além destas infecdes, esta normalmente presente nos biofilmes
de queimaduras, feridas cronicas e Ulceras de pressao diabética. Os principais fatores de
viruléncia desta bactéria, que podem facilitar o processo de infecao, sao a sua capacidade para
a formacao de biofilmes, mas também a producdo de elastase, pioverdina, proteases e

piocianina (Ulrey, R. K. et al, 2014).

Nao conseguindo evitar a entrada/colonizacdo por parte de um microrganismo
resistente, a resisténcia antimicrobiana pode afetar o hospedeiro de duas formas diferentes.
Numa primeira forma, uma bactéria resistente pode transmitir os seus genes de resisténcia para
outra bactéria tornando-a ainda mais patogénica, uma vez que estes genes serao adicionados
aos seus proprios fatores de viruléncia e resisténcia. A segunda forma é o fato de a terapia
necessaria, para eliminar o microrganismo, ser tao forte que pode ser toxica para o hospedeiro,
levando a consequéncias ainda mais graves. Microrganismos resistentes conseguem mesmo ser

resistentes a antibioticos de largo espectro como fluoroquinolonas, vancomicina e
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carbapenemos (Levy, S. B. e Marshall, B., 2004), pelo que é necessario encontrar novas

terapéuticas e até mesmo novos alvos que ndo apenas a inibicao do crescimento microbiano.

2.4.2. Mecanismos de viruléncia

A grande maioria dos agentes antimicrobianos atua na inibicao do crescimento do
microrganismo de forma a combater a infecdo, no entanto varios tipos de estratégias
antimicrobianas tém sido estudadas no sentido de evitar o desenvolvimento de resisténcias, por
exemplo evitando nédo s6 a infecao como a prépria colonizacao do microrganismo no hospedeiro.
Assim, os agentes antimicrobianos poderiam atuar ao nivel da producdo de fatores de
viruléncia, pois estes podem ser produtos, estruturas ou estratégias que permitem ao
microrganismo entrar, sobreviver ou colonizar locais onde normalmente ndo conseguiria,
causando mais danos nos hospedeiros ou desregulando o seu sistema imunoldgico. Assim sendo,
os fatores de viruléncia sdo um importante alvo terapéutico, para o desenvolvimento de novas

estratégias ou compostos que atenuem ou inibam os mesmos (Hill, C., 2012).

Considerando que nas Ultimas décadas nao tém surgido novas moléculas de antibioticos
torna necessario investigar novos compostos/moléculas para a terapéutica antimicrobiana
(Levy, S. B. e Marshall, B., 2004). Os compostos naturais sao atualmente os mais investigados,
pois sao aceites pela populacao e os custos da sua investigacao sao mais baixos (Mabhiza, D. et
al, 2015). Para além destes factos, muitos destes compostos sao metabolitos secundarios, como
os compostos fenodlicos, e estao envolvidos nos sistemas de protecao de plantas, sendo portanto
antimicrobianos naturais. Atualmente, para estes compostos puros ndo esta comprovado que
induzam resisténcia nos microrganismos que infetam a planta, sendo possivelmente uma
alternativa viavel a terapéutica convencional (Holmes, A. H. et al, 2016). O conceito de
compostos fenodlicos como antimicrobianos naturais associado as suas caracteristicas
fitoquimicas e benéficas para a salde (potencial anticancerigeno, anti-inflamatorio,
antioxidante, entre outros) salienta o potencial destes para o desenvolvimento de novos
ingredientes alimentares saudaveis e compostos médicos e farmacéuticos, com base por

exemplo nos compostos fenolicos das cerejas (Demirddven, A. et al, 2015).

Como referido anteriormente, os fatores de viruléncia podem ser vistos como um
possivel alvo terapéutico, uma vez que contribuem fortemente para a infecao, facilitando a
entrada e sobrevivéncia do microrganismo (Hill, C., 2012). Os fatores de viruléncia sao
estruturas ou estratégias que contribuem para a infecdo (Hill, C., 2012), ou seja, ajudam na
invasao de tecidos e na evasao aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Mabhiza, D. et al,
2015). Entre as estruturas bacterianas que contribuem para a infecao estdo as capsulas,
flagelos, pili ou sistemas de secrecao; as estratégias envolvem a producdo de exotoxinas,
aquisicao de ferro, evasao imunitaria ou translocacédo ou disrupcao das membranas das células
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hospedeiras. Como tal os fatores de viruléncia estdao associados por um lado a promocao da
colonizacao e sobrevivéncia do microrganismo e por outro lado envolvidos na origem de danos
no hospedeiro (Hill, C., 2012). Alguns dos mecanismos de viruléncia mais estudados como alvo

terapéutico, incluem as bombas de efluxo, quorum sensing, motilidade e biofilmes.

2.4.2.1. Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo sdo um mecanismo de viruléncia das bactérias e um dos principais
fatores de resisténcia (Mabhiza, D. et al, 2015). As bombas de efluxo sdo proteinas complexas
que se encontram na membrana externa que atua como uma barreira permeavel, e reconhecem
e expelem substancias através de diferentes mecanismos e locais de acdo. Estas substancias
expelidas podem ser antibidticos, toxinas, antisséticos e desinfetantes, detergentes, metais

pesados, acidos gordos, solventes ou fatores de viruléncia (Venter, H. et al, 2015).

Os mecanismos de efluxo sao reconhecidos como importantes componentes da
resisténcia a diversos antibioticos, existindo assim inimeros potenciais beneficios na inibicao
das bombas de efluxo como forma de melhorar a performance dos antibioticos, no entanto,
atualmente nao existem inibidores de bombas de efluxo para uso clinico (Lomovskaya, O. e
Watkins, W., 2001; Venter, H. et al, 2015). Os inibidores de bombas de efluxo ideais devem ter
um efeito sinergético com antibioticos ja em uso, restaurar a eficacia dos antibioticos, reduzir
a incidéncia de patogénicos resistentes, devem reduzir a capacidade de infecao dos patogénicos
e devem induzir um impedimento a formacao de biofilmes (Venter, H. et al, 2015). Os inibidores
permitem que certas substancias consigam atingir concentracoes bacteridas ou bacteriostaticas

que de outro modo seriam removidas da célula pelas bombas de efluxo (Mabhiza, D., 2015).

Uma potencial fonte de inibidores sao as plantas, pois sao uma fonte subutilizada de
compostos quimicos aos quais nunca foi descrita a presenca de resisténcia. Também os seus
extratos ja mostraram que conseguem potenciar a ac¢do de antibioticos contra microrganismos
resistentes, sendo provavel que as plantas produzam compostos com capacidade de diminuir a

resisténcia mediada por efluxo (Venter, H. et al, 2015).

2.4.2.2. Quorum sensing

O quorum-sensing tem sido foco de estudo devido ao seu papel na regulacao de diversas
funcdes nas células, incluindo os fatores de viruléncia. Este € um processo que permite a
comunicacao de célula para célula através da difusdo de moléculas emissoras de um sinal
quimico, baseando-se na sintese e percecdo de sinais quimicos especificos que se acumulam
durante o crescimento bacteriano (Hossain, M. A. et al, 2015; Zhang, W e Li, C., 2016). Estes

sinais quimicos/moléculas sao denominados autoindutores e tém a capacidade de causar uma
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alteracao na expressao dos genes, provocando uma mudanca nas células, quando é atingida
uma certa densidade populacional (Zhang, W e Li, C., 2016; Kalia, M. et al, 2015). Os
autoindutores variam consoante o tipo de bactéria, nas bactérias Gram positivas, estas
moléculas sao péptidos autoinduzidos (AIP) e nas bactérias Gram negativas, sdo conhecidos
como homoserinas N-acil lactonas (AHLs) (Zhang, W e Li, C., 2016; Singh, B. N. et al, 2012)
(Chenia, H. Y., 2013). A principal diferenca entre estes dois tipos de moléculas é a sua
estrutura, sendo os AIP, oligopéptidos e os AHLs, pequenos lipidos. Outra diferenca é que os
AHLs sao produzidos, quando necessario, por membros de sintetases autoindutoras proteinas,
enquanto as Gram positivas contém, naturalmente, os oligopéptidos (AIP) no seu ambiente
(Federle, M.J. e Bassler, B. L., 2003).

O sistema de quorum sensing pode ser afetado de inUmeras formas, tais como pela
inibicdo da biossintese dos autoindutores, pela degradacdo dos autoindutores através de
acilases e lactonases bacterianas, ou através de pequenas moléculas que bloqueiam a ativacao
da proteina recetora do autoindutor (Chenia, H. Y., 2013).

A producao de fatores de viruléncia e secrecao de enzimas é potencialmente controlada
por este sistema, tal como a motilidade do tipo swarming ou desenvolvimento de biofilmes, o
que faz deste mecanismo um alvo para atenuacao da patogenicidade bacteriana (Zhang, W e
Li, C., 2016; Worthington, R. J. et al, 2012; Singh, B. N. et al, 2012).

Os inibidores ideais foram descritos como quimicamente estaveis, altamente efetivos e
de baixo peso molecular. Contudo, atualmente os Unicos compostos com origem nao bactericida
que bloqueiam este mecanismo sdo os compostos halogenados, furanonas. Estas tém origem
numa macroalga australiana, no entanto por serem halogenadas nao podem ser utilizadas em
seres humanos (Chenia, H. Y., 2013). Nao obstante, foram descobertas algumas plantas
medicinais, que conseguem interferir na sinalizacao célula-célula e também contém compostos
que mimetizam os autoindutores, o que provou ser uma alternativa valida as furanonas (Singh,
B. N. et al, 2012). Para além destas plantas, foram ainda encontrados compostos em frutos e
vegetais, com caracteristicas fitoquimicas antimicrobianas, que conseguem inibir o quorum

sensing apesar de nao inibirem o crescimento de microrganismos (Chenia, H. Y., 2013).

2.4.2.3. Motilidade

A motilidade é bastante importante para os microrganismos, pois consiste no
movimento dos mesmos, ou seja, bactérias sésseis numa superficie podem em conjunto
movimentar-se e colonizar uma superficie maior. Existem diversos tipos de motilidade:
“swimming” (motilidade de células individuais em meio liquido através de flagelos),
“twitching” (motilidade numa superficie através de pili de tipo IV), “gliding” (motilidade sem
ajuda de flagelos ou pili) e “swarming”. O “swarming” consiste no movimento rapido numa

superficie através da movimentacao de flagelos. Esta capacidade € importante na colonizacao
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de uma superficie, sendo que depende da densidade celular, da forma da célula e do mecanismo
flagelar (Kearns, D. B., 2011; Partridge, J. D. e Harshey, R. M., 2012).

A capacidade difere de bactéria para bactéria, pois cada uma adapta-se de forma
diferente a superficie e por consequéncia a falta de agua existente na mesma. Contudo, a
maioria utiliza o flagelo para ir ao encontro da superficie ligando-se a esta por meio de adesinas
bacterianas (Partridge, J. D. e Harshey, R. M., 2012).

Assim sendo, o “swarming” é essencial ndo s6 para o movimento bacteriano, mas
também para a colonizacao e distribuicdo sobre uma superficie. Este pode ser considerado um
alvo terapéutico, pois inibindo a colonizacdo consequentemente inibir-se-ia a infecdo. No
entanto, continua a de ser necessario encontrar compostos que consigam evitar a motilidade,

sendo esta uma area de bastante interesse (0’May, Che e Tufenkji, N., 2011).

2.3.4.1.4. Biofilmes

A formacao de biofilmes € um importante mecanismo de viruléncia, porque esta
estrutura mantém varias células altamente organizadas com diferentes fenotipos de
crescimento e expressao de genes, protegidas por uma matriz exopolimérica, o que contribui
para uma elevada patogenicidade e resisténcia dos microrganismos, sendo bastante dificeis de
eliminar através de antissépticos e microbiocidas (Worthington, R. J. et al, 2012). Os biofilmes
sdo comunidades de microrganismos aderidas a uma superficie, que pode ser biotica ou
abiotica, em que estas comunidades estao envoltas numa matriz polimérica extracelular a qual
€ constituida por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (O’Toole, G. et al, 2000;
Bakkiyaraj, D. et al, 2013).

A formacao dos biofilmes pode ser considerada um ciclo composto por fases, tais como
iniciacao/adesao, maturacao, manutencao e dispersao (figura 5). A primeira fase inicia-se com
a ligacao irreversivel de células planctonicas a uma superficie (adesao), sendo que esta depende
das caracteristicas da superficie, do substrato e da célula, ocorrendo como resposta a estimulos
ambientais como é o caso da disponibilidade de nutrientes (Ulrey, R. K. et al, 2014; Donlan, R.
M., 2001; O’Toole, G. et al, 2000).

Apds a adesdo inicia-se uma série de mudancas para os microrganismos se adaptarem

a superficie, mudancas essas que incluem a formacao de micro-colonias e a producao de
polissacarideos extracelulares os quais dao estrutura e formam a matriz extracelular que
protege o biofilme (Donlan, R. M., 2001; O’Toole, G. et al, 2000). A estrutura do biofilme nao
consiste apenas numa monocamada, mas em camadas heterogéneas com canais de comunicacao
entre si, que permitem a passagem de nutrientes e oxigénio, e onde as células que estdo no
interior do biofilme crescem mais lentamente devido a falta dos mesmos (Donlan, R. M., 2001;
Worthington, R. J. et al, 2012). Nesta fase é essencial o mecanismo de quorum sensing que
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permite a comunicacao de célula para célula e consequentemente o controlo do crescimento e
dos nutrientes (O’Toole, G.et al; 2000). Este processo é também importante devido as
mudancas que provoca nas células, nomeadamente a nivel da resisténcia que estas adquirem,
como por exemplo a resisténcia a antibidticos e luz ultravioleta (Donlan, R. M., 2001).
Seguidamente, o biofilme cresce com a adesdao de mais bactérias e com a continuacdo da
producao da matriz, sendo esta uma fase de maturacao e manutencao (Ulrey, R. K. et al, 2014).
A fase final de dispersao, ocorre quando a matriz é quebrada permitindo que as células no
biofilme dispersem, na sua forma plancténica ou em aglomerados, e que formem biofilmes
noutro local (Ulrey, R. K. et al, 2014).

Dispersao
. s L
Células planctonicas
s s
=~
)

Adesao Ry .

Maturacao/Manutencao

Figura 5 - Ciclo de formacdo de Biofilmes (adesdo, maturacdo/manutencdo, dispersdo) - adaptada de
O’Toole, G. et al, 2000

Dada a resisténcia adquirida durante a fase de maturacdo, os antibioticos apenas
conseguem eliminar bactérias que se vao libertando do biofilme, nao conseguindo destruir
células aderidas (Ulrey, R. K et al; 2014). Esta resisténcia dos microrganismos faz com que os
biofilmes sejam dificeis de eliminar e que estejam associados a doencas infeciosas. Atualmente
existe uma correlacao entre a formacao de biofilmes e doencas infeciosas de cerca de 80%
(Worthington, R. J. et al, 2012).

Logo, é bastante importante encontrar novos procedimentos terapéuticos dirigidos a
eliminacao dos biofilmes. Atualmente existem alguns componentes sintéticos promissores
antibiofilme, contudo a procura por compostos naturais € preferivel devido a aceitacao dos
mesmos (Bakkiyaraj, D. et al, 2013).

De entre os extratos naturais com propriedades antibiofilme, os mais estudados sao os

extratos de plantas ou frutos, com estudos em mirtilos, pertencentes a familia Rosaceae, que

.....

.....

(Worthington, R. J. et al, 2012).

25



Outro exemplo é o caso do alho que contém compostos com propriedades de
antimicrobianas, tendo sido comprovado que os seus compostos contribuem para a inibicao de
biofilmes. Um estudo in vitro provou que o tratamento de biofilmes com extratos de alho,
tornam os biofilmes mais suscetiveis ao tratamento por antibioticos, pois os extratos conseguem

modular o quorum sensing e assim afetar o biofilme (Worthington, R. J. et al; 2012).

Em suma, todos os métodos e resultados que irdo ser abordados nos proximos capitulos,
traduzem o estudo realizado para a determinacao da atividade antimicrobiana de extratos de

seis variedades de cereja do Fundao.
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3.Materiais e Métodos

3.1. Preparacao das amostras de cerejas

Neste trabalho foram utilizadas 6 variedades de cereja do Fundao, com diferentes tipos
de ocorréncia ao longo da época, sendo elas Brooks, Earlise, Primulat, Summit, Sweetheart e
Saco (figura 6). Dado que a variedade Saco é caracteristica da regiao do Fundao, foram
utilizados dois tipos desta variedade de cereja, uma tipologia de cereja colhida no inicio da

época de producao e outra tipologia, mais madura, colhida no final da época de producao.

Todas as variedades de cereja foram gentilmente cedidas pela empresa CerFundao e

foram conservadas a -20 °C até posterior utilizacao.

Figura 6 - Variedade de cereja utilizadas ao longo da dissertacdo

Inicialmente foram removidos os carocos as cerejas e estas foram cortadas em quartos
e colocadas em tubos que foram posteriormente guardados numa camara de congelacdo a -80
°C, com uma dupla camada de parafilme perfurada, onde permaneceram durante pelo menos
24 h. Estes foram posteriormente colocados em azoto liquido e num liofilizador (ScanVac Cool
Safe, Frilabo), durante 3 dias, com o intuito de remover toda a agua das cerejas (Bastos, C. et
al; 2014).

3.2. Extracao

A extracao dos componentes das diversas variedades de cereja foi realizada num banho
termostatizado (P-Selecta Unitronic-OR) a 35 °C durante 2 h, com agitacao de 64 rpm/min,
seguido de centrifugacdao (Beckman Coulter Allegra™ 25R Centrifuge) a 8000 rpm durante 20
minutos. O processo de extracao foi realizado 2 vezes para cada amostra, com remocao do

solvente (Oancea, S. et al, 2013). O solvente resultante das 2 extracées juntou-se no final.
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A proporcao massa-solvente utilizada foi de 1 g para 20 mL de solvente, sendo que o

solvente utilizado foi metanol a 100 %.
Para a extracao foram calculados os rendimentos através da utilizacdo da equacéo 3.

massa de extrato obtido
100 (3)

= X
1 massa de cereja liofilizada pesada

Para a caracterizacao das antocianinas foi realizada um outro tipo de extracao em que
o solvente utilizado foi metanol a 99, 9% com 0,1 % de HCl. Este solvente foi o selecionado,
porque contém um acido forte, ainda que adicionado em pequenas quantidades, permite
estabilizar as antocianinas auxiliando a sua extracao sem degradacao das mesmas (Hayaloglu,
A. A. e Demir, N., 2015).

Em ambos os casos, o solvente foi removido por evaporacao (Rotavapor R-215, Buchi
Switzerland) a pressao reduzida e a 35-40 °C, até obtencdo do extrato seco a 35-40 °C. Na
evaporacao do solvente metanol 99,9 % com HCL 0,1 %, foi efetuado um controlo mais rigoroso
da temperatura, dado que as antocianinas comecam a degradar-se a partir dos 35 °C (Oancea,
S. et al, 2013).

3.3. Purificacao cromatografica dos extratos

Os compostos fenolicos existentes nos extratos de cereja foram purificados através da
utilizacdo de uma coluna C-18 Sep-Pak, Waters de troca anionica (Bastos, C. et al, 2015). Os
compostos fenodlicos ficam retidos e os compostos interferentes, os aclicares, eluem com a

passagem de uma fase movel.

Para obter um rendimento elevado em compostos fenolicos, foi necessario realizar uma
optimizacao do processo, e para tal, foram testadas 2 quantidades de amostra distintas a
aplicar na coluna, 1 g e 500 mg de cada extrato, de forma a avaliar a capacidade de retencao
da matriz da coluna. A dissolucdo das amostras foi também testada com diferentes solventes,
nomeadamente metanol a 5 % e agua destilada acidificada. No caso da agua destilada foi
necessario proceder ao ajuste do pH das amostras para 2,5 (Metrohm, modelo 744) recorrendo
a uma solucao de acido sulfarico (H,SO,;) a 0,5 M. O ajuste de pH é um requerimento da
constituicdo da matriz, pois matrizes baseadas em silica tém um pH entre 2 e 7,5, sendo
importante ter um pH dentro desta gama, caso contrario corre-se o risco de a fase solida se
dissolver (Zwir-Ferenc, A. e Biziuk, M., 2006). Um outro motivo para ajuste de pH tem a ver

com a carga das moléculas que se pretende separar, pois os compostos fenoélicos a pH acido
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ficam carga global negativa permitindo a sua retencao na matriz. A dissolucao dos extratos foi

realizada na proporcao 1/10, 1 g de extrato para 10 mL de solvente.

A coluna foi acondicionada, primeiro pela passagem de 5 mL de metanol puro e depois
com 3 mL de agua destilada (figura 7) (Bastos, C. et al, 2015). Antes da adicdo da amostra, foi
realizada uma purga de cerca de 2-3 mL de ar com a ajuda de uma seringa. Purga necessaria

para a remocao de todas as impurezas e vestigios do acondicionamento.

Apos adicao da amostra, realizou-se a recolha de fracoes de 2 mL, estas foram lidas no
UV no espectrofotometro com construcao do respetivo cromatograma. De seguida, efetuou-se
a eluicaio dos compostos interferentes, com 3 mL de agua destilada, neste caso
maioritariamente os acUcares (figura 7) (Bastos, C. et al, 2015). Foi novamente realizada uma
purga para evitar que os compostos interferentes pudessem sair nas proximas fracoes, as quais

passaram a ser recolhidas de 1 em 1 mL.

Os compostos fendlicos foram eluidos utilizando 15 mL de metanol (figura 7) (Bastos,
C. et al, 2015). A coluna foi posteriormente regenerada usando acetona pura, cerca de 3-4 mL
para remoc¢ao de todos os pigmentos (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010). A eluicao de compostos

foi seguida espetofotometricamente a 270 nm.

A elaboracao dos cromatogramas, com o intuito de comparacao das amostras e eleicao
das melhores condicoes de purificacao. As leituras das fracoes recolhidas foram realizadas num
espectrofotometro a 270 nm, comprimento de onda onde o acido galico, padrdo dos compostos
fenolicos, é absorvido (Teledyne ISCO, 2012).

A eficacia da purificacao foi avaliada através da quantificacao dos aglcares redutores
totais, assim como dos fendis totais nas fracdes recolhidas apos a passagem de metanol e
posterior comparacao com os resultados da caracterizacao dos extratos, nomeadamente os dos

acucares redutores totais.
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1-Acondicionamento 2-Adicdo da Amostra 3-Lavagem 4-Eluicao

Metanol Amostra com
N " X
5 composto fenélicos Agua Metanol
gua e aclcares

¢ y Y

Cl18 —»

Compostos
fenolicos

Figura 7- Esquema da purificacdo adaptada de Baskan, K. S. et al; 2015

3.4. Caracterizacao quimica dos extratos

3.4.1. Quantificacao dos fendis totais

A determinacao dos fenois totais presentes nos extratos foi efetuada utilizando o
método de Folin-Ciocalteau, um método colorimétrico.

Inicialmente, foi elaborada uma reta de calibracao (figura 8) usando acido galico como
padrao de referéncia, usando solucdes em metanol com diferentes concentracoes,
nomeadamente 50, 100, 150, 200, 275, 350, 400 e 500 mg/L.

Assim, para 50 pL de cada uma das concentracdes anteriores foi adicionado 450 pL de
agua destilada e 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,2 N, em tubos de ensaio. Deixaram-
se reagir as solucoes durante 5 minutos e de seguida adicionaram-se 2 mL de uma solucao de
carbonato de sédio (Na,COs;, 75 g/L). Posteriormente, colocaram-se os tubos de ensaio num
banho termostatizado a 30 °C, sobre agitacao intermitente, durante 1 h e 30 min. O branco foi

realizado de igual forma substituindo os 50 L de amostra por metanol.
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No final da reacao, foram efectuadas as leituras das solucdes num espectrofotometro
(Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech), num comprimento de onda de 765 nm. Todas as solucoes

e leituras foram realizadas em triplicados (Luis, A. et al, 2012).

Reta de Calibracao - Fendis Totais

0,8
0,7
0,6 y =0,0013x
0,5 R?=0,9912
0,4

0,3

Absorvancia 765nm

0,2

0,1

0 100 200 300 400 500 600

Concentracgdo de acido galico (mg/L)

Figura 8 - Reta de calibracdo para a quantificacéo de fendis totais nos extratos

Para a determinacao dos fenois totais nos extratos procedeu-se de igual forma como
para a reta de calibracao, usando 50 pL da solucdo de cada extrato para cada variedade de
cereja antes da evaporacao dos mesmos. A concentracao inicial das amostras de extrato foram
calculadas no final tendo por base, o peso de extrato apos a evaporacéo e o volume de amostra

evaporado. Também as solucdes e leituras das amostras foram realizadas em triplicado.

A equacéo da reta de calibracéo serviu para o calculo final de quantificacdo dos fenois
totais sendo os resultados apresentados em unidades de miligramas de equivalentes de acido

galico por 100 gramas de cereja fresca (mg GAE/100 g cereja fresca).

3.4.2. Quantificacao dos flavonodides totais

A determinacdo dos flavonodides totais foi realizada recorrendo a um método
colorimétrico. A quantificacao destes compostos foi realizada recorrendo a elaboracao de uma
reta de calibracao (figura 9). A quercetina foi utilizada como padrao de referéncia, sendo as
solucoes preparadas em metanol com diferentes concentracoes, nomeadamente 6, 12,5, 30,
50, 70, 100, 130, 150 e 200 mg/L.
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A reta foi realizada adicionando 500 pL de cada uma das solucdes anteriores a um tubo
de ensaio e acrescentando, de seguida, 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de cloreto de aluminio
(ALCL;5, 10%), 0,1 mL de acetato de potassio (CH;CO2K, 1 M) e 2,7 mL de agua destilada. Deixou-
se reagir durante 30 minutos, a temperatura ambiente, com agitacdo intermitente. O branco

foi preparado de igual forma, mas substituindo os 500 yL de amostra por metanol.

Procedeu-se a leitura das solugdes, num espectrofotometro (Ultrospec 3000 Pharmacia

Biotech), a 415 nm. Todas as solucdes foram preparadas em triplicado (Luis, A. et al, 2012).

Reta de Calibracao - Flavondides totais
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Concentracdo de quercetina (pug/mL)

Figura 9 - Reta de calibracdo para a quantificacéo dos flavondides totais nos extratos

Para a determinacéo dos flavonoides totais nos extratos procedeu-se do mesmo modo
como para as solucdes da reta de calibracao. Neste caso, os 500 pL de solucao de extrato foram
preparados, para cada variedade de cereja em metanol, com a concentracao de 30 mg/mL. As

solucodes e leituras das amostras foram realizadas em triplicado.

A equacdo da reta de calibracdo serviu para o calculo final de quantificacdo dos
flavonoides totais, sendo os resultados apresentados em unidades de miligramas de

equivalentes de quercetina por 100 gramas de cereja fresca (mg QE/100 g cereja fresca).

3.4.3. Quantificacao das antocianinas

Para determinar a quantidade de antocianinas presentes nos extratos foi utilizado o
método de pH diferencial. Para tal, utilizaram-se dois tampdes com diferente pH, 1 e 4,5. Para
o tampéo de pH 1 foi utilizado o cloreto de potassio (KCl) com uma concentracao de 0,03 M, e

para o de pH 4,5, foi utilizado acetato de sodio tri-hidratado (CHs;CO,Na.3H,0) com uma
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concentracdo final de 0,4 M. O acerto de pH dos tampdes foi realizando recorrendo a uma

solucao de acido cloridrico (HCl) a 5 M.

A quantificacao ocorreu adicionando 0,5 mL da solucao de extrato (15 mg/mL) a 2 mL
de cada um dos tampdes. Esta proporcao de 1:4 garante que os tampdes mantém o pH das
solucdes. De seguida, as solucoes foram homogeneizadas num vortex e procedeu-se a leitura
das absorvancias das solucdes num espectrofotémetro (Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech) a
520 nm e 700 nm para ambos os tampdées. A leitura das amostras a 700 nm permite eliminar a

interferéncia de quaisquer componentes. Neste caso, o branco utilizado foi agua destilada.

Para o calculo final da quantificacdo das antocianinas totais recorreu-se as equacoes 4

e 5.
A = (As20 nm — A700 nm)PH1 — (As20 nm — A700 nm)PH4A.5 4)
o . AxM=xFDx10?
Antocianinas Totais = ) (5)

Na equacdo 5, o parametro “A” refere-se ao resultado final obtido da equacao 4 que envolve
as absorvancias obtidas. O parametro “M” é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo, o
composto padrao das antocianinas e o mais abundante nas cerejas, “FD” refere-se ao fator de
diluicdo, que neste caso é 4 devido a proporcao 1:4, 10° é o fator de conversao de g para mg,
gg é o coeficiente de extincdo molar da cianidina-3-glucosideo e “[” refere-se a largura da
célula, neste caso é 1 cm. Os resultados sao apresentados em mg equivalente de cianidina-3-

glucosideo/ 100 g cereja fresca (mg Cy-3-glc E/100 g cereja fresca) (Lee, J., 2005).

3.4.4. Quantificacao dos acucares redutores totais

A quantificacdo dos acUcares redutores foi realizada recorrendo ao método de DNS
(acido dinitrosalicilico). Para tal foi necessaria a elaboracao de uma reta de calibracéo (figura
10) por utilizacdo de solucdes de glucose dissolvidas em agua destilada com diferentes
concentracoes, nomeadamente 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg/L. A glucose, sendo um

acUcar redutor, foi utilizada como padrao de referéncia (Baskan, K. S. et al; 2015).

Na realizacdao da reta de calibracao adicionou-se, em tubos de ensaio, 0,5 mL das
solucdes de glucose com diferentes concentracdes e para o branco 0,5 mL de agua destilada,
com 0,5 mL de reagente DNS. Os tubos de ensaio foram rolhados e colocados em agua a ferver,
onde ficaram durante 5 minutos para permitir a reaccao. Em seguida, procedeu-se a um choque-

térmico em agua fria. Adicionou-se 5 mL de agua destilada e homogeneizou-se a mistura
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reacional. As leituras foram realizadas num espectrofotometro a 540nm (Ultrospec 3000
Pharmacia Biotech) (Baskan, K. S. et al; 2015). Todas as determinacdes foram realizadas em

triplicados.

Reta de Calibracao - Acucares Redutores
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Figura 10 - Reta de calibragdo para a quantificacdo de actcares redutores nos extratos

Para a determinacédo dos aclcares redutores nos extratos procedeu-se de igual forma
como para as solucdes da reta de calibracao, substituindo os 0,5 mL iniciais por solucoes de
cada extrato para cada variedade de cereja, previamente preparadas em agua destilada, com

a concentragao de 1 mg/mL.

A equacdo da reta de calibracdo serviu para o calculo final de quantificacdo dos
acucares redutores totais, sendo os resultados apresentados em unidades de grama de

equivalentes de glucose por quilograma de cereja fresca (g /Kg cereja fresca).

3.5. Determinac¢ao da atividade bioldgica

3.5.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através do método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). Para tal foi necessaria a obtencdo de uma reta de calibracao (figura 11), sendo
preparadas diferentes solucdes de DPPH com diferentes concentracdes, nomeadamente 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. De seguida, estas solucoes foram lidas, num

espectrofotometro, em duplicado, a 515 nm. O metanol foi usado como branco.
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Figura 11 - Reta de Calibracdo para a determinacdo da atividade antioxidante nos extratos

Para a determinacao da atividade antioxidante nos extratos foram utilizados diferentes
tipos de extratos com o intuito de otimizar processo. Para tal foram preparadas solucées com
diferentes concentracdes, para a determinacao da atividade antioxidante de cada variedade
de cereja, a partir de extratos da extracao com metanol 100%, da extracao com metanol 99,9%

com 0,1% de HCL e finalmente com extratos obtidos apos a etapa de purificacao.

As diferentes concentracoes de extrato usadas foram 25, 50, 100, 200, 250 e 500 pg/mL.
Depois, foram colocados 300 pL de cada solucao em tubos de ensaio e foram adicionados 2,7
mL de uma solucao de DPPH com concentragao de 40 pg/mL. O branco foi realizado para cada
concentracao, ou seja, era constituido por 300 pL de cada concentracao com 2,7 mL de
metanol. De seguida fizeram-se leituras de 1 em 1 minuto durante 1 h, num espectrofotometro
a 515 nm (Thermo Spectronic, Hehios B). Para comparacao, procedeu-se de igual modo para
dois padrdes antioxidantes, nomeadamente o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
acido carboxilico) com as mesmas concentracdes das amostras e a quercetina com
concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL (Luis, A. et al, 2012).

3.5.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato de cereja foi avaliada apenas para o extrato de
cereja Saco Colheita Tardia. Este extrato foi selecionado apds quantificacdo dos compostos de

interesse e avaliacao da atividade antioxidante de todos os extratos em estudo.

Assim, para solubilizar o extrato apds o processo de purificacao, realizou-se a dissolucao

do mesmo em dimetilsufoxido (DMSO) de modo a obter uma concentracéao final de 250 mg/mL.
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3.5.2.1. Determinacéo da concentracdo minima inibitéria - Leveduras

A suscetibilidade de Candida albicans ATCC 90028 a anfotericina B e ao extrato
purificado de cereja foi analisada através do método de microdiluicdo em meio liquido para
leveduras, tal como recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) para a

determinacado da concentracdo minima inibitéria (CMI) na norma M27-A3 (CLSI, 2008).

Segundo a metodologia descrita o ensaio foi realizado em placas de 96 pocos em meio
de cultura RPMI1640. Assim, foram realizadas diluicGes sucessivas de 1:2 do extrato purificado
de cereja num intervalo de 10 - 0,078 mg/mL com um volume final de 100 pL. Considerando a
utilizacdo de DMSO para aumentar a solubilidade do extrato, a concentracao final maxima deste

solvente foi de 2% (v/v).

Para a preparacao do inoculo de levedura a adicionar, foi realizada uma suspensao
direta numa solucao salina de 0,85%, partindo de um cultura de 24 horas repicada em meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubada a 30 °C durante 24 h. Esta suspensao foi ajustada
para ter uma turbidez de cerca de 0,5 McFarland, o que corresponde a aproximadamente 10°
Unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL).

Em seguida, procedeu-se a diluicao da suspensao anterior de 1:1000 em meio RPMI 1640
e adicionou-se 100 pL a cada poco, obtendo-se pocos com uma concentracao celular final de 2
x102UFC/mL.

Como controlos negativos foram usados controlos de esterilizadade do meio e do
extrato aos quais ndo foi adicionado indculo e como controlo de crescimento positivo foram
usados pocos sem extrato. A determinacao da CMI foi ainda efetuada para a anfotericina B, de

acordo com o descrito, usando concentracoes num intervalo de 16 - 0,03 pg/mL.

As placas foram posteriormente incubadas a 37 °C durante 48 h. Os ensaios foram
efetuados em duplicado realizando-se pelo menos trés ensaios independentes. A CMI foi
definida como a concentracdo minima de extrato necessaria para impedir o crescimento visivel

do microrganismo.

.....

As bactérias utilizadas nesta metodologia foram Listeria monocytogenes LMG 16775,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphyloccocus aureus ATCC 25923, Staphyloccocus aureus
resistente a meticilina MRSA de origem clinica, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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O procedimento para realizado para avaliar a CMI dos extratos para as bactérias
referidas segue o descrito na norma M7-A9 do CLSI, sendo idéntico ao descrito no ponto anterior
com algumas alteragdes (CLS/, 2012). O meio utilizado para repicagem em meio sélido das
bactérias foi Muéller-Hinton Agar (MHA) e o meio utilizado para o ensaio de microdiluicao foi
Muéller-Hinton Broth (MHB), a excecao da bactéria Listeria monocytogenes, para aqual os meios
Tryptone Soya Agar (TSA) e Tryptone Soya Broth (TSB) foram usados para o favorecimento do

crescimento deste microrganismo.

Para a preparacdo do indculo de bactérias a adicionar, foi realizada uma suspensao
direta numa solucao salina de 0,85 %, partindo de um cultura em meio so6lido de 24 h repicada
e incubada a 37 °C. Esta suspensao foi ajustada para ter uma turbidez de cerca de 0,5
McFarland, o que corresponde a aproximadamente 108 UFC/mL.

Em seguida, procedeu-se a diluicdo da suspensdo anterior de 1:100 em meio e
adicionou-se 50 pL a cada poco.

Como controlos negativos foram usados controlos de esterilidade do meio e do extrato
aos quais nao foi adicionado indculo e como controlo de crescimento positivo foram usados
pocos sem extrato. A determinacao da CMI foi ainda efetuada para a tetraciclina, de acordo

com o descrito, usando concentra¢des num intervalo de 32 - 0,03 pg/mL.

As placas foram posteriormente incubadas a 37 °C durante 24 h. Os ensaios foram

efetuados em duplicado realizando-se pelo menos trés ensaios independentes.

3.5.2.3. Ensaios de avaliacdo da potenciacdo da atividade de um antibiético

A potenciacao da atividade da tetraciclina pelo extrato purificado de cereja foi avaliada
pela metodologia de checkerboard, sendo realizado para duas bactérias: Staphyloccocus aureus

e Pseudomonas aeruginosa.

Assim, o ensaio foi realizado em placas de 96 pocos em meio MHB procedendo-se a
diluicdes sucessivas de 1:2 do extrato purificado de cereja com um volume final de 50 pL. Numa
outra placa de 96 pocos foram realizadas diluices sucessivas de 1:2 do antibiotico tetraciclina
com inicio a uma concentracao final no ensaio de 4 ug/mL para S. aureus e 64 ug/mL para P.

aeruginosa. As diluicdes do antibidtico foram adicionadas as diluicdes do extrato.

Para a preparacdo do indculo a adicionar, foi realizada uma suspensdo direta numa
solucao salina de 0,85%, partindo de um cultura de 24 horas repicada em MHA e incubada a 37
°C. Esta suspensao foi ajustada para ter uma turbidez de cerca de 0,5 McFarland, o que
corresponde a aproximadamente 108 UFC/mL. Em seguida, procedeu-se a diluicdo da suspensao

anterior de 1:67 em meio MHB e adicionou-se 50 pL a cada poco. Com a adicao do antibidtico
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e do indculo ao extrato, o volume final de cada poco foi de 150 pL. Como controlo foram ainda
incluidos um poco de controlo positivo e um de controlo negativo.

A CMI do antibiotico foi confirmado por visualizacao do crescimento, enquanto o efeito
combinatério foi registado no primeiro poco onde antibidtico e extrato se cruzavam sem que

existisse crescimento (Wang, S. et al, 2013).

3.5.2.4. Avaliacao do papel de bombas de efluxo na resisténcia ao extrato de
cereja

O papel das bombas de efluxo na resisténcia ao extrato purificado de cereja foi testado
inibidor de bombas de efluxo, verapamil. Assim, a CMI de extrato, de verapamil e CMI de extrato
na presenca de 400 pg/mL de verapamil foram determinados de acordo com o descrito no ponto
3.5.2.2. Para a determinacao da CMI de verapamil usou-se um intervalo de concentracoes de
800- 6,25 pg/mL.

No caso da determinacao do CMI do extrato em presenca de verapamil, procedeu-se a diluicées
sucessivas de extrato num volume de 25 pL num intervalo de concentracao final de 10-0,078
mg/mL e a cada poco adicionou-se 25 pL de verapamil a 1,6 mg/mL. Por fim, foi adicionado 50
pL de indculo preparado como descrito no ponto 3.5.2.2. As placas foram posteriormente
incubadas a 37 °C durante 24 h. O ensaio foi feito em duplicado realizando-se pelo menos trés

ensaios independentes (Noumedem, J. AK et al, 2013).

3.5.2.5. Avaliacao da inibicdo do processo de Quorum-sensing (QS)

3.5.2.5.1. Avaliacao qualitativa

A avaliacao da inibicdo do processo de “quorum sensing” foi realizada usando
primeiramente uma metodologia qualitativa de difusao em agar com discos, de acordo com o
previamente descrito, usando a estirpe biossensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472,

produtora de um pigmento plrpura, a violaceina (Chenia, H. Y., 2013).

A estirpe C. violaceum ATCC 12472 foi inoculada em meio de cultura Luria-Bertani (LB)
agar durante cerca de 24 horas a 30 °C, e usada para preparar uma cultura de C. violaceum em
meio LB incubada por 15 horas a 30 °C a 250 rpm. A esta cultura foi medida a densidade 6tica
a 600 nm (DOgoonm) € @ mesma foi ajustada com meio LB a uma DOy, de 1. De seguida inoculou-
se com uma zaragatoa uma placa por trés vezes procedendo a rotacdes da placa de cerca de
45°, de modo a garantir que toda a placa ficou inoculada.
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Relativamente aos discos, foram preparados com 5, 15, 20 e 40pL de extrato a 250 mg/mL
dissolvido em DMSO, correspondendo a 1,25 mg/disco, 3,75 mg/disco, 5 mg/disco e 10
mg/disco. Apds a secagem da placa e dos discos, os mesmos foram colocados na superficie da
placa inoculada com a ajuda de uma pinca esterilizada. Como controlo foram utilizados discos
com a mesma quantidade de DMSO, e o resveratrol a 64 pg/disco foi usado como inibidor de
quorum sensing conhecido. As placas foram incubadas numa estufa, a 30 °C, durante 24 horas

para posterior visualizacao dos resultados.

3.5.2.5.2. Avaliacdo quantitativa

.....

foi efetuada tomando em consideracéo a inibicdo da producao da violaceina por C. violaceum
ATCC 12472.

A preparacao da cultura de C. violaceum foi realizada de acordo com o descrito na
subsecao 3.5.2.5.1. em meio LB. O ensaio foi realizado em tubos de vidro com um volume final
de 2 mL, sendo preparadas solucdes de extrato a concentracodes finais de 0,625, 0,313, 0,156 e
0,078 mg/mL com meio LB e adicionando a suspensao celular a uma DOg;o,m, final de 0,1. Como
controlos foi usado DMSO na mesma concentracdo existente nos ensaios com extrato e um tubo
em que nao foi adicionado extrato ou solvente. De seguida, os tubos foram incubados durante
24 h, a 30 °C,150 rpm.

Apos a incubacao, foi homogeneizado o contelido dos tubos e recolhido 1 mL de cultura,
que foram centrifugados a 11000 rpm durante 10 min. Ao depdsito celular, foi adicionado 1 mL
de DMSO para remocao do pigmento, apés uma centrifugacao de 11000 rpm durante 10 min, foi
recolhido o sobrenadante. A absorvancia foi lida em placas de 96 pocos num volume de 100 pL

a 595 nm. Foram realizados trés ensaios independentes.

Para o calculo final da percentagem de inibicdo da formacao de pigmento foram
utilizadas as absorvancias obtidas e aplicadas na equacdo 6 por forma a obter a percentagem
de inibicdo da producéo de violaceina (Luis, A. et al, 2016). A analise estatistica dos resultados
foi efetuada por aplicacao do teste t-student.

(Controlo — Ensaio)

% inibigdo = Controlo x 100 (6)
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3.5.2.6. Avaliacao da producao de piocianina e de pioverdina

Apos o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 em meio MHA durante 24 h a
37 °C, suspendeu-se uma colonia isolada em 15 mL de meio LB e incubou-se durante 15 h, a 37
°C e 250 rpm. Apartir desta cultura foi medida a densidade 4tica a 600 nm, sendo a suspensao

celular ajustada para uma DOgggnm de 0,4.

Para os ensaios de avaliacdo da inibicao de producao de piocianina e pioverdina
prepararam-se em tubos de vidro solucées de extrato de cereja purificado em meio LB, para
obter concentracdes finais de 0,625, 0,313, 0,156 e 0,078 mg/mL, num volume final de 1,5 mL.
Os tubos foram inoculados com 15 pL da suspensao celular anterior. Dado que nestas
concentracdes o extrato diluido em meio apresentou coloracao, embora ligeira, foi necessario
realizar controlos preparados da mesma forma que o ensaio mas sem adicao de microrganismos.
Também neste ensaio, a influéncia do DMSO foi avaliada pela introducdo dos respetivos
controlos de solvente (DMSO em meio LB nas mesmas concentracdes que os ensaios) e foi
introduzido um controlo positivo com meio e indculo. De seguida, os tubos de vidro foram
incubados durante 48 h, a 37 °C, 250 rpm.

Apds a incubacao, procedeu-se a centrifugacao a 10000 rpm durante 10 min apos a qual
foi recolhido o sobrenadante e medida a absorvancia a 691 nm (piocianina) e a 400 nm
(pioverdina) (Musthafa, K.S. e Voravuthikunchai, S.P., 2015). A analise estatistica dos

resultados foi efetuada por aplicacao do teste t-student.

3.5.2.7. Avaliagao da influéncia na motilidade de tipo “swarming”

O crescimento da estirpe P. areuginosa ATCC 27853 e preparacao da cultura usada para
inoculac@o dos ensaios foi realizada de acordo com o descrito para o ensaio de avaliacao da

producao de pioverdina e piocianina.

Para a realizacao desta metodologia, o extrato foi dissolvido em meio LB para eliminar
possiveis interferéncias do solvente, DMSO. Assim, para os ensaios de swarming prepararam-se,
em tubos de vidro, solucbes de extrato de cereja purificado em meio LB, para obter
concentracodes finais de 0,625, 0,313, 0,156 e 0,078 mg/mL, num volume final 2 mL. Os tubos
foram inoculados com 20 pL da suspensao celular ajustada a uma DOggo,m de 0,4. Como controlo
foi utilizado um tubo com meio e células. De seguida, os tubos foram incubados a 37 °C, 250

rpm durante 24 horas.

40



Para avaliar o efeito do extrato na motilidade do tipo “swarming” de P. aeruginosa
usaram-se placas de meio LB com 0,5% (p/v) de agar, as quais foram secas durante 1 h numa
camara de fluxo laminar. As culturas anteriores foram ajustadas a uma DOggg,m de 0,6 nm e foi
colocada uma gota de 5 pL no centro de cada. De seguida foram incubadas numa estufa durante
48 h, a 37 °C (Ulrey, R.K. et al; 2014). As placas foram fotografadas e o diametro de motilidade

foi medido em duas direcdes.

3.5.2.8. Formacao de biofilmes

A inibicao da formacao de biofilmes pelo extrato purificado de cereja foi avaliada sobre

dois microrganismos modelo: P. aeruginosa e S. aureus.

O crescimento das estirpes P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 ocorreu
em meio MHA durante 24 h a 37 °C, suspendeu-se uma colonia isolada em 15 mL de meio LB e
10 mL de meio TSB, respetivamente, e incubou-se durante 15 h, a 37 °C e 250 rpm. Apartir

desta cultura foi medida a densidade 6tica a 600 nm, a qual se ajustou a 0,01.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos em meio LB e TSB, no caso de P. aeruginosa
e S. aureus, respetivamente. Assim, foram realizadas diluicdes sucessivas de 1:2 do extrato
purificado de cereja come¢ando numa concentragao final de 0,625 mg/mL com um volume final

de 100 pL. De seguida foi adicionado 100 pL de indculo aos pocos, com a densidade ja ajustada.

Como controlo foram realizados controlos do solvente DMSO, com as mesmas
concentracoes usadas para cada ensaio do extrato e foi efetuado um controlo negativo apenas
com meio de cultura e o controlo positivo com meio e células. As placas foram posteriormente
incubadas a 37 °C durante 24 h.

Decorrido este tempo, procedeu-se a revelacao dos biofilmes. Para tal, foi descartado
o conteldo dos pocos e foi efetuada uma lavagem cuidadosa com agua destilada por 3 vezes,
esta lavagem serviu para remocao de células planctoénicas e biofilme fracamente aderido aos
pocos. Posteriormente, adicionou-se metanol 100 % durante 15 minutos para fixacao dos
biofilmes. Apo6s o passo de fixacdo, corou-se o biofilme com o corante violeta de cristal 0,1 %
(p/v), durante 15 minutos, ocorrendo depois uma nova lavagem dos pocos com agua destilada
para remocao do excesso de corante. De seguida, foi colocado acido acético a 33 % (v/v)
durante 15 minutos, para dissolucao do corante. Posteriormente, transferiu-se 100 pL de cada

poco para uma nova placa, e a absorvancia foi lida a 570 nm.

Para o calculo da percentagem de inibicdo da formacao de biofilmes foram utilizadas

as absorvancias obtidas e aplicadas na equacao 7, por forma a obter a percentagem de inibicao
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da formacao do biofilme (Bakkiyaraj, D. et al, 2013; Ulrey, R.K. et al; 2014). A analise
estatistica dos resultados foi efetuada por aplicacao do teste t-student.
(Controlo de solvente 570nm — Ensaio 570 nm)

% inibicio = x 100 7
% intbicao Controlo de solvente 570nm @
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4.Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao Quimica

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados obtidos para a caracterizacao quimica,
para os extratos das diferentes variedades de cereja que foram obtidos através da extracao
com metanol a 100%. Como pode ser observado na tabela 3, verifica-se que a extracao
possibilita a obtencao de rendimentos elevados. Em termos de variedades de cereja, a
variedade com menor rendimento € a Earlise, ja os extratos com maior rendimento sdo as

variedades de cereja Summit e Brooks.

Tabela 3 - Rendimento das extracées realizadas+desvio padrdo

Extracao 100% Metanol
Rendimentos (%)

Brooks 94,21+0,58
Primulat 92,68+0,31
Summit 94,59+1,16
Saco 12 Colheita 91,61+2,33
Saco Colheita Tardia 86,76+6,57
Sweetheart 89,28+0,89
Earlise 85,53+3,00

4.1.1. Fenéis Totais

As cerejas contém compostos antioxidantes bastante importantes em termos de
reducao do risco de cancro, mas também de outras doencas, como artrite e inflamacao. Esta
atividade antioxidante das cerejas deve-se provavelmente a quantidade de fendis que contém,
mas também a outros compostos, como por exemplo a melatonina. A quantidade destes
compostos pode variar devido a varios fatores entre eles a luz e temperatura. Assim, é bastante

importante a sua quantificacao (Habib, M. et al, 2015).

A figura 12 regista os resultados obtidos relativamente a quantidade de fendis nesta
parte da caracterizacdo quimica. Através da observacao dos mesmos é possivel verificar que o
extrato da variedade Earlise tem uma menor concentracao deste tipo de compostos. A

variedade Saco Colheita tardia apresenta a maior concentracao de fenoéis mesmo quando
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comparada com a mesma variedade, mas de 1% Colheita. Estes Gltimos resultados poderao
dever-se ao processo de maturacao da cereja, o qual podera influenciar a quantidade de fenois
totais presente, sendo que quanto mais madura a cereja, maior quantidade podera ter. Os
resultados sdo similares ao referido por Habib, M. et al. (2015) que refere que o nivel de

maturacao das cerejas influencia a sua composicao quimica.

Estudos realizados por Hayaloglu, A. A. e colaboradores (2015) em diversas variedades
de cereja, incluindo Summit e Sweetheart demonstram que os resultados obtidos nesta tese
sdo superiores aos resultados de compostos fenolicos obtidos por estes autores, cujos valores
variaram num intervalo de 58,31-115,41 mg GAE/100 g cereja fresca. O facto de os resultados
serem diferentes, tendo em consideracao que duas das variedades testadas foram iguais, pode
dever-se ao grau de maturacao com que estas variedades foram colhidas, mas também as

condigcdes que estiveram sujeitas, nomeadamente condicées atmosféricas.

Fenois Totais
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Variedades de Cereja

Figura 12 - Fendis Totais presentes nos extratos de diversas variedades de cereja

4.1.2. Flavonoides Totais

Os flavonoides sao um dos grupos de compostos bioativos presentes nas cerejas mais

diversificados, sendo os polifendis mais presentes na nossa dieta (Dai, J. e Mumper, R. J., 2010).

Conforme é possivel observar na figura 13, os resultados relativos a quantificacao de
flavonoides totais nas diversas variedades de cereja variam entre 6,00 e 20,76 mg QE/100g
cereja fresca. Destes valores, o extrato que tem maior quantidade de flavonodides é o
correspondente a variedade Saco Colheita Tardia e o menor é o extrato da Sweetheart. Quando
comparando as variedades de cereja Saco, é possivel dizer que com a maturacao do fruto existe

uma maior acumulacdo de flavonodides. No entanto, € de destacar que a variedade Primulat
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apesar de apresentar um teor em compostos fenolicos relativamente baixo, é a variedade que
apresenta o segundo maior teor em flavonoides. Por outro lado, a variedade de cereja Saco 1°
Colheita, apesar do elevado teor em fenodis, a sua baixa maturacéo reflete-se num mais baixo

teor em flavonoides.

Os valores de flavonoides totais em cerejas brasileiras reportados por Souza, V. R. de
et al. (2014), para cerejas de espécie e variedade nao identificadas, rondam os 59,92 mg
QE/100 g cereja fresca, valores mais elevados que os encontrados neste trabalho, o que pode
estar relacionado com diferentes abordagens experimentais ou com a espécie e/ou variedade

de cereja utilizada.

Flavondides Totais
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Figura 13 - Flavonoides Totais presentes nos extratos de diversas variedades de cereja

4.1.3. Antocianinas Totais

As antocianinas sao os componentes responsaveis pela coloracdo das cerejas. Assim,
quanto maior a quantidade destes compostos, mais escura sera a cor da cereja. Para a
determinacao das antocianinas totais foram utilizados extratos obtidos com o solvente

acidificado, nomeadamente metanol 99,9% com 0,1 % de HCL.

Segundo o que é possivel observar na figura 14, a variedade com menor quantidade de
antocianinas € a variedade Earlise. Ja a variedade Saco Colheita Tardia é a variedade que
apresenta maior teor de antocianinas. Esta variacdo no teor de antocianinas totais esta de
acordo com o que pode ser visualizado na figura 6 onde se observam as varias cores das diversas

variedades de cerejas utilizadas ao logo desta tese.
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Comparando as variedades de cereja Saco colhidas em duas fases de maturacao
distintas, mais uma vez se pode referir que com a maturacao do fruto, existe um aumento da
concentracao das antocianinas totais, o que € consistente com o referido anteriormente, para

o caso dos flavonoides.

Antocianinas Totais
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Figura 14 - Antocianinas Totais presentes nos extratos das diversas variedades de cereja

Segundo Habib, M. et al. (2015) a quantidade de antocianinas nas cerejas deve variar
entre algumas mg/100 g cereja fresca em cerejas claras até 700 mg/100 g cereja fresca em
cerejas mais escuras. Assim, os resultados obtidos apesar de estarem dentro do intervalo obtido
pelos autores, nao atingem os valores mais elevados. Ja segundo o obtido no estudo efetuado
por Souza, V. R. de et al. (2014), as antocianinas variaram até 26,72 mg Cy-3-glc/100 g cereja

fresca.

4.1.4. Acucares Redutores

Os acUcares sao um dos maiores constituintes da cereja, sendo que os que estdo em
maior quantidade sao a glucose, a frutose, o sorbitol e por fim a sacarose. (Hayaloglu, A. A. e
Demir, N., 2015). A glucose e a frutose sao dois dos principais aclcares redutores, a sacarose e
o sorbitol por ndo serem acUcares redutores nao foram quantificados por este método (Kelebek,
H. e Selli, S., 2011).

Como ¢é possivel observar pela figura 15, os aclcares estao presentes em maior

quantidade no extrato da variedade Sweetheart, sendo na variedade Earlise onde estao em
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menor quantidade. Entre as variedades Saco de 1% Colheita e Colheita Tardia existe uma
pequena diferenca embora esta ndo seja consideravel. Contudo permite referir que com a

maturacao do fruto existiu um aumento da quantidade de acglcares presentes.

Determinagdo de aglcares
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Figura 15 - Agucares redutores presentes nos extratos das diversas variedades de cereja testadas

Segundo Habib, M. et al. (2015), os valores de aclcares presentes na cereja,
determinado por HPLC, varia entre 125-265 g/kg cereja fresca. Os valores obtidos encontram-
se dentro deste intervalo, apesar do método ser diferente e muito dificilmente comparaveis,
exceto a variedade Earlise cujo resultado se encontra fora do intervalo. Os resultados
apresentados por Hayaloglu, A. A. e Demir, N. (2015), também obtidos por determinacao por
HPLC, tém um intervalo inferior ao referido pelos autores anteriores, com resultados entre
105,55-152,39 g/kg cereja fresca.

4.2. Atividade Bioldgica

4.2.1. Atividade antioxidante

Para a determinacdao da atividade antioxidante foi necessario eliminar a maior
quantidade possivel de interferentes, nomeadamente aclcares, os quais interferem na
avaliacao da atividade antimicrobiana, mas também na avaliacdo da atividade antioxidante,

razao pela qual foi realizada uma etapa de purificacdo da amostra.

Para otimizar esta fase de purificacdo foram necessarias realizar algumas etapas.

Assim, foi necessario testar qual a quantidade de extrato a adicionar a coluna e qual o solvente
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a utilizar na dissolucao do extrato, de modo a conseguir obter uma maior recuperacao de
compostos fenolicos. Como tal foram testadas diferentes quantidades de extrato de cereja a
aplicar na coluna (1 g e 500 mg de extrato), bem como diferentes solucdes para dissolver a
amostra antes da purificacdo, nomeadamente agua acidificada com pH=2,5 e metanol a 5%, tal

como esta descrito na literatura (Chirinos, R et al, 2007).

O extrato usado para a otimizacao foi o de cereja Saco Colheita Tardia, cujos
cromatogramas se podem observar nas figuras 16 a 19. As leituras espetofotométricas foram
efetuadas sem diluicao das solucoes, para uma melhor visualizacao do pico inicial e em qual

cromatograma existiria, inicialmente, maior perda de amostra.

Cromatograma - Amostra 1 g acidificada
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Figura 16 - Cromatograma da purificacdo do extrato de cereja Saco Colheita Tardia - 1 ¢ em dgua
acidificada pH= 2,5

Cromatograma - Amostra 1 g em 5% MeOH
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Figura 17 - Cromatograma da purificagdo do extrato de cereja Saco Colheita Tardia - 1 g em 5% metanol
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Cromatograma - Amostra 500 mg acidificada
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Figura 18 - Cromatograma da purificacdo do extrato de cereja Saco Colheita Tardia - 500 mg em dgua
acidificada pH=2,5

Cromatograma - Amostra 500 mg em 5%MeOH
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Figura 19 - Cromatograma da purificacdo do extrato de cereja Saco Colheita Tardia - 500 mg em 5%
metanol

Observando os varios cromatogramas € possivel verificar que quando a quantidade de
amostra adicionada a coluna é maior, existe uma menor perda inicial de compostos, tal pode
dever-se a uma sobressaturacao da matriz e nao conseguindo a mesma reter os compostos
fenolicos. Quanto aos diferentes solventes, observando as figuras 18 e 19 nota-se claramente
uma diminuicao do pico inicial quando o solvente € agua acidificada com pH=2,5. O solvente
agua destilada acidificada com pH=2,5 foi escolhido com o intuito de manter um pH entre 2 e
7,5 devido as caracteristicas da matriz, mas também para fornecer carga negativa aos
compostos fenoélicos, uma vez que o processo de separacdo é baseado numa cromatografia de
troca anionica. Apesar do carater acido da amostra dissolvida em metanol a 5 %, a utilizacao
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da agua acidificada como solvente do extrato a aplicar na coluna demonstrou permitir uma
maior recuperacao de compostos fendlicos associado provavelmente ao aumento das cargas
negativas dos mesmos a este pH, o que favorece a sua ligacdo a matriz e assim uma diminuicao
da perda inicial de compostos fenolicos. Assim, as condicoes utilizadas para a purificacdo dos
restantes extratos de cereja foram 500 mg de amostra adicionada a coluna dissolvidas em agua
acidificada de pH=2,5.

A titulo de exemplo, apresenta-se o cromatograma da purificacao do extrato de Saco
Colheita Tardia (figura 20) com as leituras das fracoes, sendo que os restantes cromatogramas

sao apresentados na seccao de anexos.

Cromatograma - Saco Colheita Tardia 500mg
acidificada
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Figura 20 - Cromatograma da purificacdo do extrato de cereja Saco Colheita Tardia - 500 mg de amostra
em dgua acidificada pH=2,5

Para avaliar a eficacia das purificagcdes foram quantificados os acucares redutores e
fenois totais nas amostras de extrato de cereja antes e depois do processo de purificacdo. Os
fendis totais foram também quantificados nas fracdes recolhidas apos a etapa de eluicao final
com metanol a 100 %, ou seja, nas fracées que correspondem ao pico onde ocorre a eluicao de
fendis (tabela 4). Os acUcares redutores foram também determinados nas fracoes apds eluicao
dos acucares com agua destilada, ou seja, foram quantificados nas fracdes que correspondem

ao primeiro pico, onde ocorre eluicao dos acUcares redutores (tabela 5).
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Tabela 4 - Comparacdo dos fendis totais presentes nas cerejas antes da purificacGo e nas fracoes
recolhidas relativas ao pico correspondente a eluicdo dos fenodis apds a purificacdo

Fendis totais (mg GAE/mL)
Variedade Antes da purificacao Apds a purificacao
Brooks 170,00 95,77
Primulat 194,62 93,08
Summit 190,00 113,846
Saco 1? Colheita 269,23 207,69
Saco Colheita Tardia 276,15 214,17
Sweetheart 120,00 110,00
Earlise 132,31 94,62

Por observacao da tabela 4 pode verificar-se que existe uma diferenca entre os
resultados de fenois obtidos antes e apos a purificacdo. Esta diferenca pode dever-se a
quantidade inicial de interferentes, aclcares, que os extratos de cereja continham, os quais
iriam influenciar o método de determinacdao dos fendis totais, sendo os fenois totais
quantificados em excesso por acao dos interferentes. A diversidade de resultados pode ainda
estar associada a capacidade de retencdo da matriz, uma vez que pode existir perda de fenois
aquando da etapa de purificacao, no entanto os resultados demonstram que os extratos

purificados obtidos sao ricos em compostos fenolicos.

Tabela 5 - Comparacdo dos acticares redutores totais presentes nas cerejas antes da purificacdo e nas
fracées recolhidas correspondentes a eluicdo dos aglicares redutores apos a purificac@o

AcUcares Redutores totais (g/kg de cereja fresca)

Variedade Antes da purificacao Apos a purificacao
Brooks 138,02 101,40
Primulat 127,57 85,53
Summit 139,36 94,03
Saco 12 Colheita 140,56 95,58
Saco Colheita Tardia 157,87 94,69
Sweetheart 161,66 99,14
Earlise 78,91 50,32

51



Tabela 6 - Média dos rendimentos/eficdcia da etapa de purificacGo para os vdrios tipos de extratos
+desvio padréo

Média dos Rendimentos (%)+desvio padrao
, ) Aculcares redutores totais ap6s purificagio
(% agtcares removidos = —; - ——— x 100
Acglcares redutores totais antes da purificacdo
Brooks 71,06+3,41
Primulat 63,03+2,84
Summit 65,21+3,19
Saco 12 Colheita 67,50+0,71
Saco Colheita
59,98+1,63
Tardia
Sweetheart 61,30+0,05
Earlise 61,59+1,55

Relativamente aos acglcares redutores totais, na tabela 5, observa-se a diminuicao de
aclcares presentes nos extratos, tendo os extratos purificados uma quantidade menor de

;

aclcares, o que era o objetivo desta etapa. No que diz respeito as quantidades relativas aos

5

;

acucares redutores nas diferentes variedades de cereja, existem ligeiras alteracdes quando
comparadas com as quantidades obtidas inicialmente, uma vez que a variedade de cereja que
tinha uma maior quantidade de aclcares redutores era a variedade Sweetheart e apos a
purificacdo passou a ser a variedade Brooks. Esta alteracao podera dever-se com as diferentes
ligacbes dos aclcares aos compostos fenolicos, nomeadamente as antocianinas, os quais, na
variedade Sweetheart, poderao ficar mais retidos do que na variedade Saco Colheita Tardia.
Estas ligacoes poderao ainda influenciar a eficacia da purificacao, assim como a quantidade de
reutilizacées das colunas, pois quanto mais vezes a amostra passa por uma coluna mais ira
influenciar a quantidade de acgucares removidos apds a purificacdo. Quanto aos valores dos
rendimentos de purificacao, tabela 6, estes estao acima de 50%, sendo que a variedade Brooks
foi a que obteve o maior rendimento de purificacao. A variedade Saco Colheita Tardia foi a que
teve menor rendimento, podendo estar associado ao facto de esta ter sido uma das Gltimas

cerejas a serem purificadas e como tal a coluna poderia nao estar nas melhores condicoes.

No entanto, é possivel verificar que a introducdo deste passo de purificacdo permite
remover interferentes para as determinagées seguintes e enriquecer os extratos em compostos

fenolicos.

Para a determinacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de cereja foi
calculada, para cada concentracao e para cada minuto em que as absorvancias foram lidas, a
concentracao de DPPH no momento, a partir da recta de calibracdo. Depois foi calculado o

DPPH remanescente (%), para tal foi utilizada a equacao 8, onde T corresponde ao tempo em
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minutos. Sendo que quando t=0 min a concentracdo de DPPH é igual a 40 pg/mL e quando T=t
depende de t sendo t=1, 2, 3 até 60min.

[DPPH],_, (8)
0, _—
6DPPH, g = [ -

De seguida procedeu-se a representacao grafica para cada variedade de cereja do DPPH
remanescente em funcao do tempo. Para a determinacao da atividade antioxidante em EC50
(concentracao eficiente necessaria para diminuir em 50 % a concentracao inicial de DPPH),
obtiveram-se os valores finais de DPPH,., para t=60 min e representaram-se em funcao da
concentracao de extrato. Do grafico obteve-se uma equacdo da qual se determinou uma
concentracao que corresponde a DPPH,.,=50 %. Esta concentracao sera o EC50 e tera de

unidades mg/L.

A titulo de exemplo, a figura 21 representa o DPPH,., em funcdo do tempo para a

variedade Saco Colheita Tardia, do extrato bruto de 100 % metanol, para as diferentes

concentracoes.
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Figura 21 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato bruto da variedade de

cereja Saco Colheita Tardia

Como é possivel observar, pela figura 21 e 22, nenhuma das concentracées consegue
atingir a percentagem de diminuicdo de 50 %, sendo que todas as concentragdes tém um
comportamento cinético semelhante, nao se notando diferencas significativas. Assim e apds o
calculo do EC50, a partir da equacao, conclui-se que seria necessaria uma concentracao de
704,52 mg/L para diminuir em 50 % a concentracao de DPPH inicial. Contudo, tal concentracao
para além de nao era consistente com o descrito na literatura, pois a cereja é considerado um
fruto com um elevado poder antioxidante, este valor encontra-se fora das concentracées de
extrato testadas. Foi ainda observado que para as outras variedades também nao era possivel

o calculo do EC50, o que fez abandonar o uso destes extratos para este estudo.
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Figura 22 - Percentagem de DPPH remanescente em fungdo da concentracéo do extrato bruto de cereja

Saco Colheita Tardia

O passo seguinte foi tentar obter um extrato com menos interferentes, ou seja, com os
compostos fendlicos em estado mais puro. Por isso, procedeu-se a uma extracdo com solvente
acidificado para tentar eliminar uma maior quantidade de aclicares e uma maior extracao de
antocianinas, compostos fenolicos considerados como fortes antioxidantes (Teixeira, L.N. et al,
2008). Este processo foi realizado com 99,9 % metanol e 0,1 % HCl. A figura 23 e 24 foi o

resultado do extrato de cereja, também para a variedade Saco Colheita Tardia.
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Figura 23 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato bruto da variedade de

cereja Saco Colheita Tardia

Mais uma vez pelas figuras 23 e 24 é possivel visualizar que ndo se atinge a diminuicao

de 50 % de DPPH pretendida. Existe, contudo, uma maior diferenca entre as varias
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concentracdes, a nivel de atividade. Apds os calculos com a equacao fornecida pela figura 24,
obteve-se um EC50 de 921,81 mg/L, a qual continua a ser uma concentracao elevada para um
fruto descrito com alta capacidade antioxidante e é um valor que continua for das

concentragdes testadas.
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Figura 24 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo do extrato bruto de cereja
Saco Colheita Tardia

0 passo seguinte desenvolveu-se mais uma vez, no sentido de eliminar, o mais possivel,
interferentes que os extratos brutos pudessem conter, concentrando ao mesmo tempo os
compostos fenolicos. Este passo consistiu numa separacdo cromatografica por troca anionica

descrita anteriormente.

Assim, a titulo de exemplo, apresentam-se os graficos, figura 25 e 26, que mostram o
calculo da atividade antioxidante para o extrato purificado da variedade Saco Colheita Tardia
obtidas a partir dos extratos puros, os quais foram realizados do mesmo modo para o calculo

de todas as outras variedades.

Na figura 25 é possivel observar uma diminuicao gradual do DPPH conforme o tempo vai
passando, mas também em funcdo da concentracdo de extrato, existindo diferencas
significativas de concentracdo para concentracao. Neste grafico € ainda possivel observar que

¢ atingida a diminuicdo de 50 % da concentracéao inicial de DPPH.
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Figura 25 - Comportamento cinético do DPPH em funcéo do tempo para o extrato purificado da variedade

de cereja Saco Colheita Tardia

A figura 26 representa os valores de DPPH., quando t=60min em funcao da
concentracao dos extratos. Desta figura, obtém-se uma equacao polinomial a qual permite o
calculo do EC50.
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Figura 26 - Percentagem de DPPH remanescente em func¢do da concentracéo de extrato purificado de Saco
Colheita Tardia

Assim, para %DPPH,.,=50, obtém-se uma concentracdo de 42,34 mg/L, o qual sera o

EC50, a concentracao eficiente necessaria para reduzir em 50 % a concentracgao inicial de DPPH.
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Para as restantes variedades de cereja e padroes (trolox e quercetina), os calculos

foram efetuados da mesma forma. Os graficos e calculos sdo apresentados na secao de anexos.

Na figura 27 estdo presentes os varios resultados obtidos para os extratos e
padrdes,onde se pode observar que a variedade de cereja com maior atividade antioxidante é
a Saco Colheita Tardia e a que tem menos a Earlise, pois quanto maior o EC50 maior quantidade
de extrato é necessario para diminuir a concentracao de DPPH inicial em 50 %, logo menor sera

a capacidade antioxidante.

Comparando as variedades Saco, observa-se uma ligeira diferenca, nao sendo muito
significativa. Existe contudo uma relacdo entre estes resultados e os resultados dos fendis
totais, sendo que existe uma correspondéncia, pois a variedade de cereja que contém um maior
teor de fenois é a variedade com uma maior atividade antioxidante e a variedade de cereja
que contém um menor teor de fenois é a variedade com uma menor atividade antioxidante.
Esta relacdo nao existe com os outros compostos, nomeadamente os flavonoides e antocianinas.
No entanto, nas variedades Saco, esta correspondéncia entre a atividade antioxidante e
compostos fenolicos nao é significativa, pois apesar de quando comparadas com as outras
variedades, as cerejas Saco terem bastantes fenodis, a atividade antioxidante nao é muito

diferente das restantes.
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Figura 27 - Concentracéo eficiente (EC50) para cada variedade de extrato de cereja puro, sendo que ndo
foram efetuados replicados por escassez de amostra purificada
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Globalmente, a atividade antioxidante quando comparada com o padrao antioxidante
trolox apresenta valores muito proximos para quase todas as variedades, o que mostra a elevada
atividade antioxidante das cerejas. Os valores obtidos para os extratos de cereja, quando
comparados com o padrdo quercetina, tém valores mais altos o que pode ser explicado pelo
facto da atividade antioxidante nao se dever apenas aos flavonoides, como compostos
individuais, mas também pode dever-se ao sinergismo de varios compostos existentes no

extrato.

4.3. Atividade Antimicrobiana

O crescente aumento de resisténcias pelos microrganismos tem levado a procura de
novos compostos com intuito de encontrar terapéuticas alternativas as convencionais.
Considerando que tanto plantas e como frutos sdo fontes de diversos compostos quimicos
bioactivos, estes podem ser vistos como um alvo para a investigacao cientifica na busca de
novos substitutos dos agentes antimicrobianos sintéticos ja conhecidos. Assim, e no seguimento
desta dissertacao, nesta seccao encontram-se descritos os resultados obtidos no trabalho

realizado com o intuito de investigar a atividade microbioldgica dos extratos de cereja.

Nas metodologias aplicadas a avaliacdo do potencial antimicrobiano do extrato de
cereja foi testado apenas o extrato de cereja Saco Colheita Tardia purificado, ou seja, o extrato
recolhido ap6s a purificacao, no qual foram removidos a maioria dos compostos interferentes,
nomeadamente aclcares. O extrato Saco Colheita Tardia foi o extrato selecionado devido ao
seu elevado conteldo em compostos fenolicos, flavonoides, antocianinas, assim como maior

atividade antioxidante, quando comparado com os outros extratos testados.

4.3.1. Concentracdo minima inibitéria

A avaliacdo da concentracao minima inibitdria foi feita de acordo com a técnica de
diluicado em meio liquido que permitiu a determinacao de valores de CMI dos extratos, mas

também do antibidtico usado que atuou como controlo do método.

Considerando os resultados obtidos para a determinacdo das concentracées minimas
inibitorias (tabela 7), verificou-se que o extrato purificado de cereja utilizado apenas
apresentou atividade antimicrobiana, no intervalo testado, contra uma das bactérias testadas,
neste caso uma bactéria Gram negativa, Klebsiella pneumoniae. Considerando que, esta

bactéria € um agente patogénico oportunista, responsavel por cerca de 10 % das infecoes
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bacterianas hospitalares, apresentando uma taxa de mortalidade de cerca de 50 % (Huynh, D.
T. N. et al, 2015), a inibicao do seu crescimento pelo extrato de cereja apresenta relevancia,
nomeadamente a nivel hospitalar.

Os resultados indicam ainda que seriam necessarias concentracdes superiores de
extrato para inibir o crescimento visivel das restantes bactérias Gram positivas e Gram
negativas e da levedura em estudo. Assim, verificou-se que o extrato purificado de cereja
apresenta uma fraca atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados.

N&o é possivel comparar estes resultados com outros ja descritos na literatura, uma vez
qgue nao existem estudos efetuados em cerejas na area de microbiologia. Atualmente tem
existido um crescente interesse na atividade antimicrobiana de extratos de frutos,
especialmente dos frutos vermelhos, pois tém na sua constituicio compostos com elevada
atividade antioxidante. Assim diversos autores, cujos estudos se tém focado nesta area,
obtiveram resultados com frutos que demonstraram inibir diversos microrganismos. No caso da
roma em particular, este fruto consegue inibir o crescimento de S.aureus, MRSA e E. coli com
concentracoes de 250 pg/mL, enquanto para C. albicans nao conseguiram determinar a CMI,
tendo testado concentracdes até 1 mg/mL (Bakkiyaraj, D. et al, 2013). No presente trabalho,
verificou-se que possivelmente seriam necessarias concentracdes mais elevadas de extrato de
cereja para obter CMI para os mesmos microrganismos, sendo que foram testadas concentracoes
até 10 mg/mL e nao foram determinadas as CMI.

Quanto ao facto de o extrato de cereja conseguir inibir uma bactéria Gram negativa,
mas nao bactérias Gram positivas € compativel com estudos realizados em extratos de bagas
finlandesas cujos resultados sao semelhantes. No estudo realizado por Puupponen-Pimia, R. e
seus colaboradores, os resultados obtidos mostraram que os frutos arando, mirtilo, framboesa
e morango conseguem inibir o crescimento das bactérias Gram negativas testadas (varias
estirpes de Salmonella e E.coli), mas ndo das Gram positivas (varias estirpes de Lactobacillus).
Tais resultados demonstram que no geral as bactérias Gram negativas mostraram uma maior
sensibilidade para os extratos do que as bactérias Gram positivas (Puupponen-Pimia, R. et al,
2001).

Autores referem ainda que nao existe qualquer correlacao entre a categoria de Gram
positivas e Gram negativas e a suscetibilidade das mesmas a mirtilo e framboesa (Burdulis, D.
et al, 2009).

Relativamente aos resultados de controlo realizado com antibioticos, que se encontram
descritos na tabela 7, todos os microrganismos sao suscetiveis ao antibidtico tetraciclina,
encontrando-se os valores de acordo com os intervalos de valores estabelecidos pela norma M7-
A9. O resultado referente a C. albicans indica que esta é suscetivel ao antibiotico anfotericina-

B, encontrando-se o valor dentro dos resultados estabelecidos pela horma M27-A3.
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CMI (mg/mL) CMI (ug/mL)
Microrganismos Estirpes Extrato Antibiotico
Staphyloccocus aureus
>10 0,25
ATCC 25923
MRSA - S.aureus >10 0,5
Gram Positivas
Listeria
monocytogenes >10 0,5
LMG 16775
Klebsiella pneumoniae 5 5
ATCC 13883
Escherichia coli
>10 1
Gram Negativas ATCC 25922
Pseudomonas
aeruginosa >10 8
ATCC 27853
Candida albicans
Leveduras >10 0,5
ATCC 90028

ATCC - “American Type Culture Collection”

4.3.2. Ensaios avaliacao da potenciacao da atividade de um antibiético

0 sinergismo € um efeito combinatdrio entre duas substancias, onde o efeito das duas
€ maior do que a soma do efeito produzido por elas em separado. Neste caso, a metodologia
pratica usada para a avaliagao de sinergismo entre compostos na inibicdo de microrganismos,
é utilizada para verificar se existe um aumento do efeito da acdo do antibi6tico tetraciclina
pelo extrato. Para a plena eficacia desta metodologia € necessario conhecer a concentracao
CMI do extrato para a maioria dos microrganismos, esta metodologia serviu simplesmente para

avaliar o efeito do extrato sobre o CMI do antibiotico.

Tabela 8 - Concentracées minimas inbitdrias do antibiético e combinacdo para S.aureus e P.aeruginosa
pg/mL S. aureus ATCC 25923 P. aeruginosa ATCC 27853

CMI (antibidtico) 0,5 8

CMI (combinatorio -

) 0,125 4
Extrato+Antibiotico)

Como ¢é possivel observar na tabela 8, existe um efeito do extrato na CMI do antibiotico,

tal significa que, em conjunto com o extrato, o antibidtico consegue exercer o seu efeito de
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inibicao do crescimento sobre o microrganismo em concentragdes mais baixas, ocorrendo assim
uma potenciacao da atividade da tetraciclina pelo extrato. O efeito sinérgico de compostos
fenolicos, nomeadamente os flavonoides, com antibioticos foi descrito anteriormente. Tal
verifica-se num estudo realizado por Wang e co-autores (2013), onde se observou que os
flavonoides de uma planta (Sophora moorcroftiana) atuavam com antibioticos, como a

gentamicina e norfloxacina, num efeito sinérgico contra estirpes de S. aureus.

Segundo Venter, H. et al. (2015) estes resultados significam que o extrato de cereja
cumpre um dos requisitos para poder ser um bom inibidor de bombas de efluxo, uma vez que

podera atuar sinergicamente com o antibiotico tetraciclina.

4.3.3. Avaliacado do papel de bombas de efluxo na resisténcia ao extrato de

cereja

As bombas de efluxo sdo um dos principais mecanismos de resisténcia das bactérias,
uma vez que estas retiram as substancias tdxicas das células. Considerando a baixa acao do
extrato sobre as bactérias em estudo, de seguida procedeu-se a avaliacao do papel de bombas
de efluxo na resisténcia ao extrato de cereja. Como tal, efetuou-se o método de diluicoes
sucessivas para a determinacao da CMI do extrato na presenca de um conhecido inibidor de

bombas de efluxo, verapamil.

S. aureus ATCC 25923 P. aeruginosa ATCC 27853
CMI (verapamil) 800 pg/mL >800 pg/mL

>10 mg/mL extrato >10 mg/mL extrato

CMI (extrato+verapamil
( P ) +400pg/mL verapamil +400ug/mL verapamil

A tabela 9 resume os resultados obtidos nesta metodologia, sendo que foi determinada
a CMI de verapamil com o intuito de selecionar uma concentracao deste composto que nao
interferisse no crescimento das bactérias em estudo, e assim pudesse ser usada no ensaio
inibindo as bombas de efluxo sem interferéncia no crescimento. Durante a realizacao do ensaio
confirmou-se, ainda, que para concentracoes inferiores a 800 pg/mL de verapamil, nao ocorria

inibicao visivel de crescimento quando comparado com o controlo positivo de crescimento.

Relativamente ao extrato, quando determinadas as CMI para o extrato, no caso do S.
aureus para a concentracao mais alta testada (10 mg/mL) verificou-se uma ligeira diminuicao
do crescimento, o que levaria a crer que no caso de ocorrer resisténcia ao extrato pelas bombas
de efluxo, por adicao de um inibidor destes sistemas, poder-se-ia determinar uma CMI. No

entanto, pelos resutados obtidos verifica-se que tal ndao ocorreu. Estes factos dificultam uma
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conclusao, no entanto, os resultados desta metodologia indiciam que as bombas de efluxo nao

tém um papel preponderante na resisténcia ao extrato.

Existem, no entanto, estudos com plantas ricas em antocianinas e flavondides,
realizados por Noumedem, J. AK. (2013), que na presenca do inibidor de bombas de efluxo
crescimento do extrato contra de Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, K.
pneumoniae, E. coli, Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae, uma vez que o inibidor

bloqueia as bombas de efluxo e estas nao conseguem remover os extratos das plantas.

4.3.4. Avaliacao da inibicao do processo de Quorum-sensing (QS)

A atividade do extrato sobre o mecanismo de viruléncia QS foi testado, pois apesar de
nao existir inibicao do crescimento, pode existir atividade do extrato sobre os mecanismos de
viruléncia (Chenia, H. Y., 2013). O microrganismo utilizado nas metodologias de avaliacao de
inibicdo do mecanismo de quorum sensing é a bactéria Chromobacterium violaceum. Esta é
uma bactéria biosensor de referéncia usada para detetar possiveis inibidores do quorum
sensing, dado que produz um pigmento de cor plrpura, chamado violaceina, cuja producao é

controlada por este sistema.

Para avaliacao do potencial de inibicao do mecanismo de QS pelos extratos em estudo

procedeu-se a uma metodologia qualitativa (figura 28 e 29) e uma quantitativa (figura 30).

Figura 28 - Controlo positivo de resveratrol e controlo negativo de DMSO
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Figura 29 - Ensaio com discos inoculados com extrato de cereja purificado: A - 5uL de extrato; B - 15 pL
de extrato; C - 20 uL de extrato; D - 40 uL de extrato

No ensaio qualitativo pretende-se observar se em torno do disco ha formacdo de um
halo, nao de inibicdo do crescimento, mas sim um halo de inibicdo da producao de pigmento,
sendo que quanto maior for este halo, maior sera a atividade de inibicdo do QS e
consequentemente inibicao da producao de violaceina. Como é possivel observar na figura 28,
para o controlo negativo de DMSO (solvente do extrato) nao se verifica a formacao de halo.
Quanto ao controlo positivo, onde se usou um descrito inibidor de QS, o resveratrol (Duarte, A.
D. et al, 2015), é possivel obervar a formacdo de dois halos, sendo o halo interior
correspondente a inibicdo do crescimento e o halo exterior um halo de inibicao da producao do
pigmento violaceina por C. violaceum. Assim, sendo é possivel afirmar que o resveratrol, um
componente natural proveniente de plantas, consegue inibir o mecanismo de quorum sensing

do microrganismo C. violaceum, tal como descrito anteriormente (Duarte, A. D. et al, 2015).

Observando a figura 29, é possivel referir que apenas quando é adicionado 20 e 40 pL
de extrato de cereja aos discos, existe a formacdo de um halo de diametro reduzido,
correspondente a um halo de inibicao do crescimento e nao de inibicao do pigmento. Assim
sendo, a partir da avaliacao qualitativa de inibicao do mecanismo de quorum sensing sugere-se
que o extrato nao tem atuacdo sobre este mecanismo. Este comportamento foi de seguida

avaliado através de uma metodologia quantitativa de producéo de violaceina.

O intervalo de concentracdes de extrato utilizado nesta metodologia de avaliacao da
inibicao do processo de QS e nas seguintes foi de 0,625 - 0,078 mg/mL. Estas concentracées
foram selecionadas com o intuito de diminuir ao maximo a interferéncia da cor do extrato nos
ensaios, mas também considerando que extratos de plantas tém sido descrito como inibindo a
expressao de fatores de viruléncia em concentracdes baixas mesmo sem capacidade de inibicao

de crescimento (Kim, H. e Park, H., 2013).
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Quantificacao de Violaceina

0,45 %
0,4
0,35 T
0,3 T
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorvancia (585 nm)

0,625 0,313 0,156 0,078 0

Concentragdo de Extrato (mg/mL)

Figura 30 - Quantificacdo dos efeitos do extrato purificado de cereja na producdo de violaceina por
C.violaceum. Os asteriscos demonstram diferencas significativas (P<0,05) quando comparando com o
ensaio com o respetivo controlo (0 mg/mL)

Os resultados obtidos estao apresentados na figura 30, verificando-se que quando
comparado com o controlo, somente para a menor concentracao de extrato de cereja existe
uma ligeira inibicao da producao de pigmento, no entanto, sem apresentar uma diferenca
significativa com o controlo. De referir ainda que para as maiores concentracoes de extrato

(0,625 e 0,313 mg/mL), existe um aumento significativo da producéo de violaceina (P<0,05).

Existem, no entanto, estudos com frutos com constituintes similares aos da cereja que
demonstraram ter atividade sobre o mecanismo de QS. Um exemplo é o estudo realizado por
Chenia, H. Y. (2013) com extratos do fruto Kigelia africana, o qual tem na sua constituicao
flavondides e outros compostos, e apresentou um efeito bastante acentuado sobre o este

mecanismo, inibindo a producao de violaceina com percentagens entre 5-98,28%.

Como tal, estes resultados mostram que o extrato de cereja purificado nao tem um

papel como inibidor do mecanismo de QS.
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4.3.5. Avaliacdo da producéo de piocianina e de pioverdina

O microrganismo P. aeruginosa é considerado um microrganismo modelo para avaliar a
inibicdo de mecanismos de viruléncia (Hossain, M. A. et al, 2015). Neste caso, a piocianina e a
pioverdina sao dois importantes fatores de viruléncia do microrganismo P. aeruginosa, os quais
tém um papel vital em infecdes e contribuem portanto para a sua patogenicidade. Estes fatores
sdo também bastante estudados pelo facto de serem pigmentos de cor verde e azul, o que

facilita o estudo da producao destes.

4 '
‘1 [

dhes

Figura 31 - Sobrenadantes antes da leitura no espetofotémetro (branco, controlo positivo, controlos de
extrato (0,313; 0,152; 0,078), ensaios com extrato de cereja (0,313; 0,152; 0,078); ensaio com DMSO
(0,313; 0,152; 0,078)
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Figura 32 - Avaliacdo dos efeitos do extrato purificado de cereja na producdo de piocinina por P.
aeruginosa. Os asteriscos demonstram diferencas significativas (P<0,05) quando comparando com o ensaio
com o respetivo controlo (0 mg/mL)
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Figura 33 - Andlise dos efeitos do extrato purificado de cereja na producdo de pioverdina por
P.aeruginosa. Os asteriscos demonstram diferencas significativas (P<0,05) quando comparando com o
ensaio com o respetivo controlo (0 mg/mL)

De acordo com os dados experimentais obtidos (figura 32 e 33), verifica-se que existe
um aumento da producdo tanto de piocianina como de pioverdina, sendo que existe um
aumento mais significativo de pioverdina do que de piocianina. A incubacao das células de P.
aeruginosa com as concentracdes testadas de extrato de cereja purificado nao demonstrou
levar a uma alteracao significativa da producao de piocianina quando comparado com o controlo
sem extrato. No entanto, quanto a producado de pioverdina, existe apenas uma diferenca
significativa quando a concentracao de extrato de cereja é de 0,313 mg/mL, o que significa
que a esta concentracao ou a concentracoes mais elevadas, o extrato de cereja, despoleta a
producao deste fator de viruléncia de modo significativo quando comparado com o controlo.
Isto esta de acordo com o obtido anteriormente no ensaio de avaliacao da inibicao do QS, dado
que a producdo destes fatores de viruléncia é regulado pelo QS (Kalia, M. et al, 2015).
Anteriormente outros compostos naturais, demonstraram ter capacidade de inibir a producao
destes pigmentos, como é presentado no estudo de Husain e seus colaboradores, onde o éleo
de Mentha piperita e o mentol demonstraram atividade sobre este mecanismo de viruléncia
(Husain, F. M. et al, 2015).

66



4.3.6. Avaliacao da influéncia na motilidade de tipo “swarming”

O microrganismo P. aeruginosa esta descrito como tendo motilidade e é um
microrganismo de referéncia para ensaios de “swarming”, sendo que este mecanismo de

viruléncia podera estar relacionado com a formacao de biofimes (Ulrey, R. K. et al, 2014).

Figura 34 - Ensaios de “swarming” - A: Controlo; B: Ensaio com extrato com concentracdo 0,08 mg/mL;
C: Ensaio com extrato com concentracdo 0,152 mg/mL; D: Ensaio com extrato com concentracéo 0,313
mg/mL; E: Ensaio com extrato com concentracéo 0,625 mg/mL

Na figura 34 e tabela 10 é possivel obervar os resultados obtidos através do método
usado para a avaliacdo da influéncia do extrato de cereja purificado na motilidade do tipo
“swarming” em P. aeruginosa, verificando-se que nao existe uma alteracao significativa no
“swarming”, independentemente da concentracao de extrato adicionado, quando comparado
com o controlo. Dado que, a motilidade do tipo “swarming” é regulada pelo mecanismo de
quorum sensing (Kazemian, H. et al, 2015), estes resultados apresentam-se como consistentes
com os anteriores, uma vez que o extrato ndo exibe influéncia sobre este mecanismo, nao se
verificando, no entanto, um aumento do “swarming” com o aumento da concentracao de

extrato.
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Tabela 10 - Diametros dos halos de “swarming”, medidos em duas direcoes, média+ desvio padrdo

Média do diametro do halo (cm) +
desvio padrao
Controlo 1,59+0,043
Extrato (0,078 mg/mL) 1,53+0,233
Extrato (0,152 mg/mL) 1,580,202
Extrato (0,313 mg/mL) 1,55+0,055
Extrato (0,625 mg/mL) 1,5+0,025

Apesar dos resultados obtidos neste estudo, segundo Ulrey e seus colaboradores, as pro-
antocianidinas presentes no fruto de arando diminuem a motilidade do tipo “swarming” tanto
na distancia como na complexidade do padrao de “swarming” (Ulrey, R. K. et al, 2014).
Também o mirtilo, a framboesa, a uva e o morango demonstraram atividade anti- “swarming”
contra P. aeruginosa (Vattem, D.A. et al, 2007). No entanto, tanto os extratos de arando, como
os extratos de mirtilo, framboesa, uva e morango, ndo tém na sua composicao quimica a mesma
quantidade aclcares que os extratos de cereja, o que pode ter influenciado negativamente os
resultados do extrato de cereja sobre a motilidade de tipo “swarming”. Isto podera ocorrer,
pois este tipo de motilidade é dependente do movimento flagelar e portanto dependente de
energia. Assim, os aclUcares ainda presentes nos extratos de cereja poderao atuar como fonte

de energia para o movimento da bactéria (Ben-Jacob, E. et al, 2016).

4.3.7. Formacao de biofilmes

Os biofilmes formados por agentes patogénicos, fungos e bactérias, sdo uma grande
preocupacdo a nivel hospitalar e ndo sd, devido a resiténcia que os biofilmes conferem aos
microrganismos. No entanto, terapia efetivas contra os biofilmes, como alvo, sao escassas
(Bakkiyaraj, D. et al, 2013).

Os microrganismos usados para esta metodologia foram S.aureus (Gram positiva) e
P.aeruginosa (Gram positiva), pois sao duas bactérias, cujas infecdes adquiridas a nivel
hospitalar e na comunidade, estao bem caracterizadas e tém sido apresentadas como modelos
de estudo de inibicao de formacao de biofilmes (Mabhiza, D. et al, 2015, Ulrey, R. K. et al,
2014).
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Figura 35 — Avaliagdo do efeito do extrato de cereja purificado sobre a formagéo de biofilmes de S. aureus. Os
asteriscos demonstram diferencas significativas (P<0,05) quando comparando com o ensaio com o
respetivo controlo (0 mg/mL)
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Figura 36 - Avaliagdo do efeito do extrato de cereja purificado sobre a formacéo de biofilmes de P. aeruginosa.
Os asteriscos demonstram diferencas significativas (P<0,05) quando comparando com o ensaio com o
respetivo controlo (0 mg/mL)
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A figura 35 e 36 contém os resultados obtidos para o ensaio de inibicao de formacao de
biofilmes por S. aureus e P. aeruginosa para concentracoes de extrato inferiores a 0,625
mg/mL. Estes resultados demonstram que o extrato de cereja apenas afeta a formacao dos
biofilmes, inibindo-a, quando as concentracées de extrato sao baixas (0,078 mg/mL para P.
aeruginosa e 0,078 - 0,156 mg/mL para S. aureus), no entanto sem diferenca significativa. Para
concentracoes mais elevadas (0,625 e 0,313 mg/mL), o extrato de cereja potencia
significativamente a formacao dos biofilmes (P<0,05). Estes resultados nao sdo satisfatérios, no
entanto tal pode dever-se a compostos presentes no extrato que sejam interferentes,
nomeadamente os aclcares, pois apesar de o extrato passar previamente por uma etapa de

purificacdo, os acUcares nao sdo removidos na sua totalidade.

A utilizacao de extratos de frutos tem demonstrado ter capacidade antibiofilmes, com
diversos estudos suportando este potencial. Bakkiyaraj e co-autores apresentaram estudos com
a roma, rica em compostos fendlicos, revelando que este fruto atua na formacao de biofilmes,
assim como na disrupcao de biofilmes pré-formados por S. aureus, MRSA, E. coli e Candida
albicans (Bakkiyaraj, D. et al, 2013). Também Ulrey e colaboradores demonstraram que o
arando, cuja constituicdo tem um elevado teor em antocianinas, atua eficazmente sobre

biofilmes produzidos por P. aeruginosa (Ulrey, R.K. et al, 2014).

Os varios resultados obtidos estdo em concordancia entre si (pontos 4.5.4., 4.5.5. e
4.5.6), isto pode ocorrer pois € o mecanismo de quorum sensing que regula os mecanismos de
viruléncia estudados, neste caso, a producao de piocianina e pioverdina, a motilidade de tipo
“swarming” e a formacao de biofilmes. Logo, dado que o extrato de cereja apenas atua sobre
0 quorum sensing em concentracdes mais baixas, é concordante que apenas concentragdes mais
baixas de extrato atenuem estes mecanismos, no entanto sem significancia. Relativamente a
concentracoes mais altas de extrato verificou-se que estas potenciam a formacao de pigmento
violaceina, e como tal, potenciam o quorum sensing, sendo concordante entdo que tenham a

mesma acao também na formacéo de biofilmes e na producao de piocianina e pioverdina.

Considerando, os estudos prévios realizados com frutos ricos em compostos fendlicos e
o perfil de composicao quimica obtido para a cereja seria de esperar que este fruto obtivesse
algum tipo de atividade na inibicao da formacao de biofilmes, no entanto, tal ndo se verificou.
Estes resultados podem dever-se a existéncia de compostos interferentes presentes no extrato

de cereja purificado, cuja atividade tenha um efeito antagonistico com os compostos fenolicos.
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5.Conclusdes e perspetivas futuras

0 trabalho desenvolvido teve como principal objetivo a caracterizacao fitoquimica e a
avaliacao bioldgica, através da determinacao das atividades antioxidante e antimicrobiana, de
extratos de cereja. Assim os estudos efetuados ao longo deste trabalho permitiram um melhor
conhecimento acerca da constituicao fitoquimica da cereja, nomeadamente a sua composicao
em fendis totais, flavonodides totais, antocianinas totais e aclcares redutores, e permitindo
ainda avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos de cereja, em particular
no caso da atividade antimicrobiana, testando as CMI para varios microrganismos e testando

varios mecanismos de viruléncia.

Assim, as conclusdes deste trabalho, quanto ao contelido de compostos fendlicos, foram
que a variedade de cereja Saco Colheita Tardia contém um maior teor de fendis e a variedade
Earlise tem um menor teor. Para os flavonodides, também a Saco Colheita Tardia tem um teor
mais elevado destes compostos, enquanto a Sweetheart é a variedade que tem menos
flavonoides. Relativamente as antocianinas, mais uma vez a variedade Saco Colheita Tardia é
a que tem um teor, destes compostos, mais elevado, sendo que a Earlise é a que tem o menor
teor. Nos acuUcares redutores, a variedade de cereja Sweetheart é a variedade com mais
acucares redutores enquanto a Earlise é a que tem menos. Estes resultados demonstram que
existe uma relacao entre o grau de maturacao da cereja e a quantidade de compostos bioativos
presentes na mesma, uma vez que o extrato de cereja com um grau de maturacao mais elevado

(Saco Colheita Tardia) foi o extrato de cereja com um teor mais elevado destes compostos.

Na avaliacdo da atividade biologica, nomedamente a atividade antioxidante pelo método
de DPPH, verificou-se que os varios extratos de cereja tém uma atividade antioxidante bastante
elevada e proxima do padrao trolox. Assim, para estes parametros (composicdo fitoquimica e
atividade antioxidante) o extrato de cereja que apresentou um maior teor de compostos e
atividade antioxidante foi o extrato de cereja Saco Colheita Tardia, razao pela qual este foi

escolhido para os testes de avaliacao de atividade antimicrobiana.

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi testada a suscetibilidade de sete microrganismos
diferentes ao extrato de cereja Saco Colheita Tardia, verificando-se que este apenas mostrou
atividade contra o microrganismo Klebsiella pneumoniae com uma CMI de 5 mg/mL, sendo que
para os restantes microrganismos, a CMI é > 10 mg/mL. Como tal procedeu-se entdo a avaliacao
de varios mecanismos de viruléncia para analisar a atividade do extrato sobre estes,
independentemente da inibicao de crescimento. O extrato de cereja purificado nao demonstrou
qualquer atividade contra mecanismos de viruléncia. Contudo, para concentracoes altas (0,625-
0,313 mg/mL), o extrato de cereja potenciava estes mecanismos. Para concentracdes mais
baixas (0,156-0,078 mg/mL), o extrato consegue ter alguma atividade, na inibicao da formacao
de biofilmes, no entanto, esta nao é significativa, o que torna estes resultados pouco

satisfatorios.
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Assim, conclui-se que o extrato de cereja apesar de nao demonstrar atividade
antimicrobiana, nem a nivel de inibicdo do crescimento nem dos mecanismos de viruléncia,
contém, no entanto, uma elevada quantidade de compostos fenolicos, o que tornam este fruto
bastante rico, a nivel nutricional, principalmente pela sua atividade antioxidante. Dado o forte
poder antioxidante dos varios extratos de cereja testados, seria importante avaliar outra
atividades biologicas relacionadas com esta atividade, nomeadamente a atividade anti-
inflamatéria. Atendendo ainda as caracteristicas antioxidantes encontradas seria interessante
que estudos futuros se centrassem nesta caracteristica procurando uma forma de utilizar os
compostos deste fruto, com o intuito de uma possivel aplicacdo nutracéutica ou a nivel da

indlstria alimentar.

Seria ainda importante em estudos futuros, realizar a caracterizacdo fitoquimica com
isolamento e identificacdo de compostos puros, os quais deveriam ser avaliados relativamente

a sua actividade antimicrobiana.
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7. Anhexos

7.1. Purificacao

No ponto 4.2 (Purificacdo) do capitulo 4 (Resultados), é exemplificado apenas um

cromatograma de uma variedade de cereja, Saco Colheita Tardia. De seguida serao

apresentados os restantes cromatogramas para as outras variedades.
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Figura 37 - Comatograma da purificacdGo do extrato de cereja Sweetheart - 500mg em dgua acidificada

em pH=2,5
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Figura 38 - Cromatograma da pruficac@o do extrato de cereja Brooks - 500 mg em dgua acidificada em

pH=2,5
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Figura 39 - Cromatograma da pruficacdo do extrato de cereja Summit - 500 mg em dgua acidificada

pH=2,5
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Figura 40 - Cromatograma da pruficacdo do extrato de cereja Primulat - 500 mg em dgua acidificada

pH=2,5
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Figura 41 - Cromatograma da pruficacdo do extrato de cereja Earlise - 500 mg em dgua acidificada em

pH=2,5
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Figura 42 - Cromatograma da pruficacdo do extrato de cereja Saco - 500 mg em dgua acidificada em pH=

2,5
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7.2. Atividade antioxidante

No ponto 4.4.1 (atividade antioxidante) do capitulo 4 (resultados), € exemplificada a

determinacao da actividade antioxidante da variedade de cereja Saco Colheita Tardia. De

seguida serao apresentados os restantes calculos e graficos necessarios para a determinacao da

atividade antioxidante das outras variedades de cereja.

7.2.1. Padroes
7.2.1.1. Trolox

Trolox
100 ©
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80
° 70 —8— 25 mg/L
60
£ ——50 mg/L
= 50
& 40 100 mg/L
2 30 200 mg/L
20 250 mg/L
10 500 mg/L
0
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Figura 43 - Comportamento cinético do DPPH na presenca do padrdo antioxidante trolox

Para t=60 min, obtém-se a figura 44:
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Figura 44 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo do padréo antioxidante trolox

Assim, para %DPPH,.,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 44.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para o padrdo antioxidante trolox de 41,99 de mg/L, o que

significa, que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracao de DPPH.

7.2.1.2. Quercetina

Quercetina
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Figura 45 - Comportamento cinético do DPPH na presenca do padrédo quercetina

Para t=60 min, obtém-se a figura 46:
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Figura 46 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo do padréo
quercetina

Assim, para %DPPH,.,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 46.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para o padrao antioxidante quercetina de 50,36 mg/L, o que

significa, que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracao de DPPH.

7.2.2. Sweetheart
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Figura 47 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato purificado da variedade
de cereja Sweetheart

Para t=60 min, obtém-se o figura 48:
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Figura 48 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo de extrato purificado de
Sweetheart

Assim, para %DPPH,.»,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 48.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Sweetheart de 87,20 mg/L, o que

significa que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracdo de DPPH.

7.2.3. Earlise
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Figura 49 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato purificado da variedade
de cereja Earlise

Para t=60 min, obtém-se a figura 50:
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Figura 50 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo de extrato purificado de
Earlise

Assim, para %DPPH,.»,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 50.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Earlise de 90,94 mg/L, o que

significa que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracdo de DPPH.

7.2.4. Summit
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Figura 51 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato purificado da variedade
de cereja Summit

Para t=60 min, obtém-se a figura 52:
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Figura 52 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo de extrato purificado de
Summit

Assim, para %DPPH,.»,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 52.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Sweetheart de 45,74 mg/L, o que

significa que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracdo de DPPH.

7.2.5. Brooks
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Figura 53 - Comportamento cinético do DPPH em funcdo do tempo para o extrato
purificado da variedade de cereja Brooks
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Para t=60 min, obtém-se a figura 54:
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Figura 54 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentrac@o de extrato purificado de
Brooks

Assim, para %DPPH,.,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 54.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Brooks de 48,04 mg/L, o que

significa que esta é a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracao de DPPH.

7.2.6. Saco 12 Colheita
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Figura 55 - Comportamento cinético do DPPH em funcéo do tempo para o extrato purificado da variedade
de cereja Saco 1° Colheita

Para t=60 min, obtém-se a figura 56:
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Figura 56 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentracdo de extrato purificado de
Saco 19 Colheita

Assim, para %DPPH,.»,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 56.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Saco 12 Colheita de 42,72 mg/L, o
que significa que esta é a concentracdo necessaria para diminuir em 50% a concentracao de

DPPH.

7.2.7. Primulat

Primulat

s —8— 25 mg/L
£ ———50 mg/L
e
T 100 mg/L
[a
o v 009660 SO BELL AKX A x
o 30 TIFORO000000000000080005¢ 200 mg/L
20 250 mg/L
10 500 mg/L
0
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 57 - Comportamento cinético do DPPH em funcéo do tempo para o extrato purificado da variedade
de cereja Primulat
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Para t=60 min, obtém-se a figura 58:
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Figura 58 - Percentagem de DPPH remanescente em funcdo da concentrac@o de extrato purificado de
Primulat

Assim, para %DPPH,.,=50, calcula-se o EC50 a partir da equacao da curva da figura 58.
Assim sendo, obtém-se um EC50 para a variedade de cereja Primulat de 46,43 mg/L, o que

significa que esta € a concentracao necessaria para diminuir em 50% a concentracao de DPPH.
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