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“Mal nos conhecemos 

Inaugurámos a palavra «amigo». 

«Amigo» é um sorriso 

De boca em boca, 

Um olhar bem limpo, 

Uma casa, mesmo modesta, que se oferece, 

Um coração pronto a pulsar 

Na nossa mão! 

«Amigo» (recordam-se, vocês aí, 

Escrupulosos detritos?) 

«Amigo» é o contrário de inimigo! 

«Amigo» é o erro corrigido, 

Não o erro perseguido, explorado, 

É a verdade partilhada, praticada. 

«Amigo» é a solidão derrotada! 

«Amigo» é uma grande tarefa, 

Um trabalho sem fim, 

Um espaço útil, um tempo fértil, 

«Amigo» vai ser, é já uma grande festa!” 

 

Alexandre O'Neill 
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Resumo 

 

A avaliação científica e experimental das propriedades das plantas, que os ancestrais 

utilizavam na medicina tradicional, conhece um grande desenvolvimento, nomeadamente na 

procura de novos compostos com propriedades antioxidantes e anti-microbianas. Os 

compostos com propriedades antioxidantes podem ser utilizados na medicina no tratamento 

de patologias, relacionadas com o stresse oxidativo, em alternativa à terapêutica habitual, ou 

pela indústria alimentar, na confeção de alimentos funcionais, ou como substitutos dos 

antioxidantes sintéticos. Os compostos anti-microbianos podem ser utilizados no tratamento 

de infeções por microrganismos resistentes aos antibióticos convencionais e na indústria 

alimentar na conservação dos alimentos. A área florestal portuguesa ascende aos 3,3 milhões 

de hectares, o que representa cerca de 38% do território, sendo uma importante fonte de 

matéria-prima com potencial atividade biológica. De entre o conjunto de constituintes ativos 

das plantas, os fenóis e os flavonoides têm sido estudados quanto às suas propriedades 

antioxidantes e de sequestração de radicais livres, assim como na inibição da peroxidação 

lipídica. As propriedades anti-microbianas destes compostos têm sido referidas, pois estes 

exercem nas plantas ação protetora contra microrganismos patogénicos. 

O objetivo geral deste trabalho foi melhorar o conhecimento sobre as atividades biológicas de 

extratos obtidos a partir de espécies vegetais existentes no ecossistema da Serra da Estrela 

(Echinospartum ibericum, Pterospartum tridentatum, Juniperus communis, Ruscus aculeatus, 

Rubus ulmifolius, Hakea sericea, Cytisus multiflorus, Crataegus monogyna, Erica arborea, 

Ipomoea acuminata e Ailanthus altissima), e de definir procedimentos para a sua extração e 

valorização como produtos naturais para uso terapêutico e/ou nutracêutico. Assim, com este 

trabalho pretendeu estudar-se as propriedades antioxidantes, anti-microbianas e citotóxicas 

de extratos das diversas partes aéreas (caules, folhas, flores e frutos) dos arbustos 

mencionados, e analisar o respetivo perfil fitoquímico, no que respeita a algumas classes de 

metabolitos secundários (fenóis, flavonoides, taninos e alcaloides). 

O método do reagente de Folin-Ciocalteu foi utilizado para a determinação do teor de fenóis 

totais e os taninos foram precipitados, a partir destes, com polivinilpolipirrolidona (PVPP); um 

método colorimétrico com cloreto de alumínio foi usado para a determinação dos flavonoides, 

e o método do reagente de Dragendorff foi utilizado para a estimativa dos alcaloides totais. O 

teste do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o sistema β-caroteno/ácido linoleico foram 

utilizados para avaliar a atividade antioxidante dos extratos. A identificação dos compostos 

fenólicos presentes nos extratos foi efetuada por cromatografia líquida de alta eficiência de 

fase reversa (RP-HPLC). A atividade anti-microbiana dos extratos metanólicos de Hakea 

sericea foi avaliada pelo método da difusão em disco e pela determinação da Concentração 

Mínima Inibitória (MIC). A atividade anti-biofilme foi avaliada através da quantificação da 
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biomassa total do biofilme utilizando o violeta de cristal, e pela avaliação da atividade 

metabólica do biofilme pelo método do 3′-{1-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium}-bis 

(4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic acid hydrate (XTT) . A citotoxicidade foi avaliada por 

ensaios de hemólise e pelo teste do 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT). 

A maioria dos extratos dos arbustos estudados apresentou um teor elevado de compostos 

fenólicos, bem como, propriedades antioxidantes significativas, que são provavelmente 

devidas à existência dos compostos fenólicos nos extratos, dado que se observou uma 

correlação linear positiva entre o Índice de Atividade Antioxidante (AAI) e teor de fenóis 

totais dos extratos. O procedimento de RP-HPLC mostrou que os compostos mais comuns eram 

os ácidos ferúlico e elágico e a quercetina. Destaca-se que para as espécies Echinospartum 

ibericum, Hakea sericea e Ipomoea acuminata, não existem estudos fitoquímicos anteriores e 

não se conhecem utilizações destas plantas na medicina tradicional. No geral, os extratos das 

folhas têm maior concentração de compostos fenólicos do que as outras partes aéreas dos 

arbustos.  

Resultados preliminares demonstraram as potenciais propriedades anti-microbianas da 

espécie Hakea sericea, que é um arbusto invasivo nas florestas Portuguesas. Neste trabalho 

foi avaliada a atividade anti-microbiana de extratos de Hakea sericea em várias espécies de 

microrganismos, incluindo a capacidade de inibição da formação de biofilmes. Adicionalmente 

foram avaliadas as propriedades citotóxicas destes extratos em células humanas. Para as 

bactérias Gram-positivas, os valores de MIC dos extratos metanólicos de Hakea sericea 

variaram entre 0.040 e 0.625mg/mL, enquanto para o extrato dos frutos se obtiveram os 

menores valores de MIC para várias espécies de microrganismos, nomeadamente, 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e estirpes clínicas de 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA). Os extratos dos caules e dos frutos 

(2.5mg/mL) erradicaram completamente os biofilmes das estirpes Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, SA 01/10 e MRSA 12/08. Relativamente à toxicidade destes extratos, para as 

folhas, não foi observada hemólise, e no caso dos caules e dos frutos, apenas se verificou 

hemólise para concentrações muito elevadas, o que sugere a baixa toxicidade destes 

extratos. O extrato dos frutos não apresentou nenhum efeito tóxico para as células NHDF 

(Normal Human Dermal Fibroblasts), no entanto, para as concentrações de 0,017 e 

0.008mg/mL, este extrato diminuiu a viabilidade da linha de células cancerígenas MCF-7 

(human breast adenocarcinoma cells) em 60%, como os resultados do teste do MTT 

comprovaram.  

Após se ter verificado que o extrato metanólico bruto dos frutos de Hakea sericea 

apresentava significativa atividade biológica, procedeu-se ao seu fracionamento bioguiado, o 

que levou ao isolamento e identificação de um novo alquenilresorcinol, o ácido 9-(3,5-

dihidroxi-4-metilfenil)nona-3-(Z)-enóico, composto aqui pela primeira vez descrito. A 

estrutura deste novo composto foi comprovada por espetroscopia de ressonância magnética 
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nuclear (NMR), de infravermelho (FTIR) e por espetroscopia de massa de alta resolução 

(HRMS). As propriedades antibacterianas do novo alquenilresorcinol foram estudadas pela 

determinação dos seus valores de MIC contra várias bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, utilizando o método da resazurina. O alquenilresorcinol isolado e identificado 

inibiu o crescimento das bactérias, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e Bacillus 

cereus, com valores de MIC de 0.31, 0.02 e 0.16mg/mL, respetivamente. Baixos valores de 

MIC foram também obtidos contra as estirpes de Staphylococcus aureus (0.005-0.16mg/mL), 

incluindo os isolados clínicos (SA 01/10 e SA 02/10) e as estirpes de MRSA. 

Dado que foram identificados nos extratos das plantas estudadas, vários compostos fenólicos, 

nomeadamente os ácidos gálico, cafeico e clorogénico, e como este grupo de compostos 

possui diversas atividades biológicas, foram neste trabalho analisadas as suas potenciais 

propriedades anti-microbianas e anti-biofilme em estirpes de Staphylococcus aureus, bem 

como o seu mecanismo de ação. Concluiu-se que estes ácidos fenólicos têm propriedades 

antiestafilocócicas, por exemplo, o ácido gálico influenciou as propriedades de adesão das 

células de Staphylococcus aureus. A produção de α-hemolisinas por estes microrganismos 

também foi inibida pelos ácidos gálico e cafeico. Em relação ao seu mecanismo de ação, o 

ácido cafeico interfere na estabilidade da membrana e com a atividade metabólica das 

células de Staphylococcus aureus. 

Em suma, este trabalho, contribuiu para o melhor conhecimento das propriedades biológicas 

de diversas espécies vegetais, valorizando algumas para as quais não é conhecida nenhuma 

aplicação na medicina tradicional, nomeadamente Echinospartum ibericum, Ailanthus 

altissima, Hakea sericea. Por outro lado, permitiu isolar de uma espécie invasora, um novo 

alquenilresorcinol com propriedades anti-microbianas, permitindo deste modo contribuir para 

a valorização da biomassa florestal e para a descoberta de um potencial novo antibiótico.  

 

Palavras-chave 

Compostos fenólicos, atividade antioxidante, atividade anti-microbiana, biofilmes, Ailanthus 

altissima, Hakea sericea, ácido 9-(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3-(Z)-enóico 
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Abstract 

 

Fueled by the search for new compounds with antioxidant and antimicrobial activities, the 

scientific and experimental evaluation of the properties of plant already used by our 

ancestors in traditional medicine, as seen a great development in recent years. Such 

compounds can be used as an alternative or together with more traditional therapies to treat 

oxidative stress related pathologies or in the food industry, for the production of functional 

foods, or as a substitute for synthetic antioxidants. The antimicrobial compounds can be used 

to treat infections by microorganisms resistant to conventional antibiotics, or they can be 

used in the food industry, for food preservation. The Portuguese forest area amounts to 3.3 

million hectares, which represents about 38% of the territory, and can be seen as an 

important source of raw material with potential biological activity. Among the set of possible 

active plant constituents, phenols and flavonoids have been studied due to their antioxidant 

properties and ability to sequestrate of free radicals as well as for the inhibition of lipid 

peroxidation. In addition it is known that these compounds exert in plants a protective action 

against pathogenic microorganisms, thus indicating potential antimicrobial properties. 

The aim of this work was to improve the knowledge on the biological properties of plant 

extracts obtained from naturally occurring species in the Serra da Estrela ecosystem 

(Echinospartum ibericum, Pterospartum tridentatum, Juniperus communis, Ruscus aculeatus, 

Rubus ulmifolius, Hakea sericea, Cytisus multiflorus, Crataegus monogyna, Erica arborea, 

Ipomoea acuminata and Ailanthus altissima), and to define procedures for their extraction 

and recovery as natural products for therapeutic and/or nutraceutical use. This work focused 

then on studying the antioxidant, antimicrobial and cytotoxic properties of the extracts of 

various aerial parts (stems, leaves, flowers and fruits) of the mentioned shrubs, and to 

analyze their phytochemical profile, with respect to some classes of secondary metabolites 

(phenols, flavonoids, tannins and alkaloids). 

The method of Folin-Ciocalteu was used to determine the total phenols, and tannins were 

precipitated from these with polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). A colorimetric method with 

aluminum chloride was used for the determination of flavonoids and the Dragendorff's reagent 

method was used for the estimation of total alkaloids. The 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl 

(DPPH) method and β-carotene bleaching test were used to evaluate the antioxidant activity 

of the extracts. The identification of phenolic compounds present in the extracts was 

performed by reversed-phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC). The 

antimicrobial activity of methanolic extracts of Hakea sericea was evaluated by the disk 

diffusion method and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined. The anti-

biofilm activity was evaluated by measuring the total biomass of biofilms using the crystal 

violet assay, and the metabolic activity of the biofilm was assessed by the method of 3′-{1-
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[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium}-bis (4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic acid 

hydrate (XTT). Cytotoxicity was assessed by hemolysis assays and by the test of 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). 

Most of the studied shrubs extracts showed a high content of phenolic compounds, as well as 

significant antioxidant properties. Since a positive linear correlation between the Antioxidant 

Activity Index (AAI) and the total phenolic content of the extracts was observed, antioxidant 

properties are probably due to the presence of phenolic compounds in the extracts. The 

procedure of RP-HPLC showed that the most common compounds were ferulic and ellagic 

acids and quercetin. It is noteworthy that for the species Echinospartum ibericum, Hakea 

sericea and Ipomoea acuminata, there were no previous phytochemical studies and no known 

uses of these plants in traditional medicine. Overall, the extracts of the leaves had higher 

concentrations of phenolic compounds than other aerial parts of the shrubs.  

Preliminary results demonstrated the potential antimicrobial properties of Hakea sericea, 

which is an invasive shrub in Portuguese forests. In this study the antimicrobial activity of 

Hakea sericea extracts was evaluated against various species of microorganisms, including the 

ability to inhibit the formation of biofilms. In addition the cytotoxic properties of these 

extracts were evaluated in human cells. For Gram-positive bacteria, MIC values of Hakea 

sericea methanolic extracts ranged between 0.040 and 0.625mg/mL, whereas fruit extract 

showed the lowest MIC values for various species of microorganisms, including Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes and clinical methicillin-resistant strains of 

Staphylococcus aureus (MRSA). The stems and fruits extracts (2.5mg/mL) completely 

eradicated Staphylococcus aureus ATCC 25923, SA 01/10 and MRSA 12/08 biofilms. Regarding 

the toxicity of these extracts, for the leaves, no hemolysis was observed and in the case of 

stems and fruits, hemolysis was observed only at very high concentrations, suggesting the low 

toxicity of these extracts. The fruits extract did not show any toxic effect for NHDF cells 

(Normal Human Dermal Fibroblasts), however, for concentrations of 0.017 and 0.008mg/mL, 

it reduced the viability of cancer cell line MCF-7 (human breast adenocarcinoma cells) by 

60%, as the results of the MTT assay confirmed. 

Having noted that the crude methanolic extract of Hakea sericea fruits showed significant 

biological activity, we proceeded to its bioassay-guided fractionation, which led to the 

isolation and identification of a new alkenylresorcinol, the 9-(3,5-dihydroxy-4-

methylphenyl)nona-3(Z)-enoic acid, compound described here for the first time. The 

structure of this novel compound was confirmed by nuclear magnetic resonance spectroscopy 

(NMR), infrared spectroscopy (FTIR) and high resolution mass spectroscopy (HRMS). The 

antibacterial properties of the new alkenylresorcinol were studied, determining their MIC 

values against various Gram-positive and Gram-negative bacteria, using the method of 

resazurin. This alkenylresorcinol inhibited the growth of bacteria, namely, Enterococcus 

faecalis, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus, with MIC values of 0.31, 0.02 and 

0.16mg/mL, respectively. Low MIC values were also obtained against strains of 
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Staphylococcus aureus (0.005-0.16mg/mL) including clinical isolates (SA 01/10 and SA 02/10) 

and MRSA strains. 

Since several phenolic compounds, including gallic, caffeic and chlorogenic acids have been 

identified in the plant extracts studied in this work, and as this group of compounds have 

diverse biological activities, their potential antimicrobial and anti-biofilm properties against 

Staphylococcus aureus strains, as well as, their mechanism of action were analyzed. It was 

concluded that these phenolic acids have antistaphylococcal properties, for instance, gallic 

acid influences the adhesion properties of Staphylococcus aureus cells. The α-hemolysin 

production by these microorganisms was also inhibited by gallic and caffeic acids. Regarding 

its mechanism of action, caffeic acid interferes with membrane stability and metabolic 

activity of Staphylococcus aureus cells. 

In sum, this work has contributed to a better understanding of the biological properties of 

several plant species, giving value to some for which there was no known application in 

traditional medicine, including Echinospartum ibericum, Ailanthus altissima and Hakea 

sericea. In addition, it made possible to isolate from an invasive species, a new 

alkenylresorcinol with antimicrobial properties. Thereby raising interest in further studies of 

forest biomass and allowing the discovery of a potentially new antibiotic. 

 

Keywords 

Phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, biofilms, Ailanthus 

altissima, Hakea sericea, 9-(3,5-dihydroxy-4-methylphenyl)nona-3(Z)-enoic acid 



 

xxiv 

 

 
 

 

 

 



xxv 

 

Índice 

 

Capítulo 1 – Introdução Geral 1 

1.1. Introdução 3 

1.2. Compostos bioativos 4 

1.2.1. Definição de compostos bioativos 4 

1.2.2. Funções dos compostos bioativos nas plantas 4 

1.2.3. Classificação e biossíntese de compostos bioativos 5 

1.2.4. Extração de compostos bioativos 7 

1.2.5. Métodos de determinação de compostos bioativos 9 

1.2.5.1. Determinação de fenóis, polifenóis e taninos 9 

1.2.5.2. Determinação de flavonoides 10 

1.2.5.3. Determinação de alcaloides 11 

1.3. Atividade antioxidante 12 

1.3.1. Radicais livres no corpo humano 12 

1.3.1.1. Peroxidação lipídica 14 

1.3.1.2. Oxidação de hidratos de carbono 14 

1.3.1.3. Oxidação de DNA 14 

1.3.1.4. Oxidação de proteínas 15 

1.3.2. Oxidação de produtos alimentares 15 

1.3.3. Compostos naturais como antioxidantes 15 

1.3.4. Métodos de determinação da atividade antioxidante 20 

1.3.4.1. Método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) 20 

1.3.4.2. Sistema β-caroteno/ácido linoleico 21 

1.4. Atividade anti-microbiana 22 

1.4.1. Resistência aos antibióticos 22 

1.4.2. Biofilmes 23 

1.4.2.1. Formação de biofilmes 24 

1.4.2.2. Mecanismos de resistência do biofilme 26 

1.4.3. Compostos naturais como anti-microbianos 27 

1.4.4. Métodos de avaliação in vitro da atividade anti-microbiana 28 

1.4.4.1. Teste da difusão em disco 29 

1.4.4.2. Métodos para a determinação da Concentração Mínima 

Inibitória (MIC) 
29 

1.4.4.3. Métodos de avaliação da atividade anti-biofilme 30 

1.5. Caracterização das plantas estudadas 31 

1.5.1. Echinospartum ibericum (E. ibericum) 31 

1.5.2. Pterospartum tridentatum (P. tridentatum) 32 



 

xxvi 

 

1.5.3. Juniperus communis (J. communis) 33 

1.5.4. Ruscus aculeatus (R. aculeatus) 34 

1.5.5. Rubus ulmifolius (R. ulmifolius) 35 

1.5.6. Hakea sericea (H. sericea) 36 

1.5.7. Cytisus multiflorus (C. multiflorus) 37 

1.5.8. Crataegus monogyna (C. monogyna) 38 

1.5.9. Erica arborea (E. arborea) 39 

1.5.10. Ipomoea acuminata (I. acuminata) 40 

1.5.11. Ailanthus altissima (A. altissima) 41 

1.6. Objetivos 42 

Capítulo 2 – Publicações 43 

2.1. Caracterização dos compostos bioativos com atividade antioxidante de 

extratos de alguns arbustos portugueses (Artigo 1) 
45 

2.2. Ailanthus altissima: uma fonte de compostos bioativos com atividade 

antioxidante (Artigo 2) 
57 

2.3. Propriedades anti-microbianas, anti-biofilme e citotóxicas de extratos 

de Hakea sericea (Artigo 3) 
75 

2.4. Um novo derivado da família dos alquenilresorcinóis com propriedades 

anti-microbianas, isolado a partir dos frutos de Hakea sericea (Artigo 4) 
85 

2.5. Isolamento, identificação e determinação da atividade anti-microbiana 

do ácido 9-(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3-(Z)-enóico (Pedido Provisório 

de Patente) 

91 

2.6. Atividade dos ácidos gálico, cafeico e clorogénico em células 

planctónicas e em biofilmes de S. aureus (Artigo 5) 
103 

2.7. Propriedades biológicas dos alquilresorcinóis: Mini-revisão (Artigo 6) 117 

Capítulo 3 – Discussão Geral 131 

Capítulo 4 - Conclusões 145 

Capítulo 5 – Perspetivas Futuras 149 

Capítulo 6 – Referências Bibliográficas 153 

Apêndice – Notas sobre a colheita, identificação e preparação das espécies 

vegetais para catalogação em Herbário 
169 

Colheita, identificação e catalogação das espécies vegetais 171 

Anexo 1 173 

Anexo 2 175 



xxvii 

 

Índice de Figuras 

 

Figura 1: Estruturas químicas gerais das diferentes categorias de compostos bioativos 

das plantas: alcaloides (a1 e a2); monoterpenos (b); sesqueterpenos (c); triterpenos, 

saponinas e esteroides (d); flavonoides (e); antraquinónicos (f) (adaptada de [5]). 

6 

Figura 2: Esquema simplificado das várias vias de síntese dos três principais grupos de 

compostos bioativos das plantas (adaptado de [5], [14]). 
6 

Figura 3: Fluxograma para o estudo integrado de plantas medicinais (adaptado de 

[5]). 
8 

Figura 4: Formação do complexo flavonoide-alumínio, em solução metanólica, com 

cloreto de alumínio (retirada de [21]). 
10 

Figura 5: Principais classes de compostos fenólicos (adaptada de [49], [51]). 19 

Figura 6: Reação entre o DPPH e a substância antioxidante, dadora de um átomo de 

hidrogénio (retirada de [54]). 
20 

Figura 7: Ciclo de crescimento do biofilme: A) células planctónicas; B) adesão 

reversível a uma superfície; C) Início da secreção de EPS pelas bactérias, tornando a 

adesão irreversível; D) o biofilme maduro adquire estrutura tridimensional; E) Biofilme 

completamente maduro; F) Dispersão de bactérias do biofilme para colonizarem 

outras superfícies distantes (retirada de [65]). 

25 

Figura 8: Diagrama conceptual dos mecanismos de resistência dos biofilmes (adaptado 

de [65]). 
26 

Figura 9: Presença de células ‘persistentes’ nos biofilmes (adaptada de [65]). 27 

Figura 10: Fotografia da caldoneira na época da floração. 32 

Figura 11: Pormenor das flores amarelas da carqueja. 33 

Figura 12: Fotografia do zimbro, mostrando as suas bagas. 34 

Figura 13: Fotografia da gilbardeira. 35 

Figura 14: Pormenor das flores (à esquerda) e dos frutos (à direita) da espécie R. 

ulmifolius. 
36 

Figura 15: Fotografia da espécie H. sericea. 37 

Figura 16: Giesta-branca florida. 38 



 

xxviii 

 

Figura 17: Flores (à esquerda) e frutos maduros (à direita) da espécie C. monogyna. 39 

Figura 18: Urze-branca em flor. 40 

Figura 19: Pormenor da flor da espécie I. acuminata. 40 

Figura 20: Fotografia da espécie A. altissima. 41 

 

Figuras 10 a 20: Fotografias tiradas por Ângelo Luís. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxix 

 

Índice de Tabelas 

 

Tabela 1: ROS e RNS de interesse biológico (adaptada de [27]). 13 

Tabela 2: Principais grupos de compostos antioxidantes presentes nos alimentos 

(adaptada de [27]). 
17 

Tabela 3: Doenças associadas a biofilmes (adaptada de [65]). 24 



 

xxx 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxxi 

 

Lista de Acrónimos e Abreviaturas 

 

%I / I% Percentagem de Inibição 

AAI Índice de Atividade Antioxidante (Antioxidant Activity Index) 

Abs Absorvência  

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 

ADP Adenosina difosfato  

AHLs Homoserina lactonas 

ATCC American Type Culture Collection 

ATP Adenosina trifosfato 

BHA hidroxi-anisol butilado (Butylated Hydroxyanisole) 

BHI Brain Heart Infusion Agar 

BHT hidroxi-tolueno butilado (Butylated Hydroxytoluene) 

BOX bis-1,3-dibutylbarbutiric acid 

CC Cromatografia em Coluna  

CFU Unidades Formadoras de Colónias (Colony-forming Units) 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

COX Cicloxigenase 

CTC 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium 

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO Dimetilsulfóxido  

DNA Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid) 

DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil  

DPPH-H 2,2-difenil-1-picril-hidrazina  

EB Brometo de Etídio (Ethidium Bromide) 

EPS Substância exopolimérica (Exopolymeric Substance)  

FBS Soro Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum) 

FSC Forward scatter 

FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy  

GAE Equivalentes de Ácido Gálico (Gallic Acid Equivalents) 

GPS Sistema de Posicionamento Global (Global Positioning System) 

HPLC 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (High Performance Liquid 

Chromatography) 

HRMS 
Espetrometria de Massa de Alta Resolução (High Resolution Mass 

Spectrometry) 

IC50 Concentração Inibitória 50% 

IR Infravermelho (Infrared) 

LOX Lipoxigenase 



 

xxxii 

 

MBC 
Concentração Mínima Bactericida (Minimum Bactericidal 

Concentration) 

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7 / Human breast adenocarcinoma cells  

MHA Müeller-Hinton Agar 

MHB Müeller-Hinton Broth 

MIC Concentração Mínima Inibitória (Minimum Inhibitory Concentration) 

MLC Concentração Mínima Letal (Minimum Lethal Concentration) 

MRSA 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (methicillin-resistant S. 

aureus) 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NHDF Normal Human Dermal Fibroblasts 

NMR Ressonância Magnética Nuclear (Nuclear Magnetic Resonance) 

O.D. / OD Densidade Ótica (Optic Density) 

PBS Tampão Fosfato Salino (Phosphate Buffer Saline) 

PG Galato de propilo (propyl gallate)  

PI Iodeto de Propídio (Popidium Iodide) 

PNE 
Equivalentes de Nitrato de Pilocarpina (Pilocarpine Nitrate 

Equivalents) 

PVPP Polivinilpolipirrolidona  

QE Equivalentes de Quercetina (Quercetin Equivalents) 

QS quorum-sensing 

RBC Glóbulos Vermelhos (Red Blood Cells) 

RNS Espécies Reativas de Azoto (Reactive Nitrogen Species) 

ROS Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species) 

RP-HPLC 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência de Fase Reversa (Reversed-

Phase-High Performance Liquid Chromatography) 

SA Staphylococcus aureus 

SDA Sabouraud Dextrose Agar 

SEM Microscopia Eletrónica de Varrimento (Scanning Electron Microscopy) 

SOD Superóxido Dismutase 

SSC Side scatter 

TBHQ tert-butil-hidroquinona 

TLC Cromatografia em Camada Fina (Thin Layer Chromatography)  

TSB Triptone Soya Broth 

UV Ultravioleta 

XTT 
3′-{1-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium}-bis (4-methoxy-6-

nitro)benzene-sulfonic acid hydrate 

 
 



xxxiii 

 

Lista de Publicações e Comunicações 
 

Artigos 

Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte – “Bioactive Compounds, RP-HPLC 

Analysis of Phenolics, and Antioxidant Activity of Some Portuguese Shrub Species Extracts”, 

Natural Product Communications, Vol. 6, No. 12, 1863 – 1872, 2011; 

 

Ângelo Luís, Nuno Gil, Maria Emília Amaral, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte – 

“Ailanthus altissima (Miller) Swingle: A Source of Bioactive Compounds with Antioxidant 

Activity”, BioResources, 7 (2), 2105 – 2120, 2012; 

 

Ângelo Luís, Carla Cruz, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues – “An Alkenylresorcinol 

Derivative from Hakea sericea Fruits and their Antimicrobial Activity”, Natural Product 

Communications, Vol. 8, No. 10, 1459 – 1462, 2013; 

 

Ângelo Luís, Filomena Silva, Sónia Sousa, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues – 

“Antistaphylococcal and biofilm inhibitory activities of gallic, caffeic, and chlorogenic acids”, 

Biofouling, Vol. 30, No. 1, 69 - 79, 2014; 

 

Ângelo Luís, Luiza Breitenfeld, Susana Ferreira, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues – 

“Antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic activities of Hakea sericea Schrader extracts”, 

Pharmacognosy Magazine, Volume 10, Issue 37 (Supplement), S6 - S13, 2014; 

 

Ângelo Luís, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues – “Biological Properties of 

Alkylresorcinols”, submetido à revista Phytochemistry na categoria de “Short Review – 

Molecules of Interest”. 

 

Patente 

Ângelo Luís, Carla Cruz, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues – “An Alkenylresorcinol 

Derivative from Hakea sericea Fruits and their Antimicrobial Activity”, Pedido Provisório de 

Patente N.º 107033 (PT). 

 



 

xxxiv 

 

Comunicações Orais 

Simpósio UMTP 2010: Materiais e Processos Inovadores, 2 e 3 de dezembro de 2010, 

Universidade da Beira Interior, Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte, 

“Antioxidant activity and bioactive compounds of methanolic extracts of some Portuguese 

shrub species”, Livro de Atas pág. 43-46, ISBN: 978-989-654-074-6; 

 

Simpósio UMTP 2011: Transferência de Conhecimento e Tecnologia, 15 e 16 de dezembro de 

2011, Universidade da Beira Interior, Ângelo Luís, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, 

“Biological activities of Hakea sericea Schrader”, Livro de Atas pág. 53-56, ISBN: 978-989-654-

084-5; 

 

RRB8 – Eighth International Conference on Renewable Resources, Toulouse, France, 4-6 June 

2012, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, Ângelo Luís, “Bioactive Compounds from 

Hakea sericea Schrader Extracts: Antioxidant and Antimicrobial Activities”; 

 

IV Simpósio de Farmácia – 1st International Symposium of Pharmacy: “Biotecnologia e 

Farmácia”, 6 de julho de 2012, Escola Superior de Saúde, Instituto Politécnico da Guarda, 

Ângelo Luís, Luiza Breitenfeld, Susana Ferreira, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, 

“Propriedades antimicrobianas e citotóxicas de extratos metanólicos de Hakea sericea 

Schrader”, Guia do Simpósio pág. 48-54, ISBN: 978-972-8681-44-9; 

 

Simpósio UMTP 2012: Materiais e Processos Sustentáveis, 6 e 7 de dezembro de 2012, 

Universidade da Beira Interior, Ângelo Luís, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, 

“Antibacterial properties of some naturally occuring phenols against Staphylococcus aureus”, 

Livro de Atas; 

 

VI ENEBIOQ: Encontro Nacional de Estudantes de Bioquímica – “Todos os caminhos vão dar à 

Bioquímica”, 22 a 24 de março de 2013, Universidade de Aveiro, Ana Paula Duarte, Fernanda 

Domingues, Ângelo Luís, “Bioactivity of Some Portuguese Shrub Species Extracts. Hakea 

sericea Schrader extracts – Antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic activities”; 

 

ICEUBI2013 – International Conference on Engineering UBI 2013 – Engineering for Economic 

Development, 27-29 de novembro de 2013, Faculdade de Engenharia, Universidade da Beira 

Interior, Ângelo Luís, Carla Cruz, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, “New antibacterial 



xxxv 

 

alkenylresorcinol derivative from Hakea sericea fruits”, Conference Program ISBN: 978-989-

654-20-0. 

 

Comunicações em Painel 

IMBEFI 1 - 1st Iberian Meeting on Natural Bioactives Entrapment for the Food Industry – 

Challenges and Perspectives, from Nanotechnology to Bioavailability, May 12-13, 2011, 

Instituto Superior de Agronomia, Lisboa, Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte, 

“Extraction and characterization of bioactive compounds with antioxidant activity from some 

Portuguese shrub species”,  Poster 6 (P6); 

 

COIFFA – Lisboa 2011 – Conferência Ibero-Americana de Faculdades de Farmácia, 19 a 23 de 

junho de 2011, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, Ângelo Luís, “Compostos Bioativos de 

Extratos de Espécies Arbustivas Portuguesas – Atividade Antioxidante e Análise dos Polifenóis 

por RP-HPLC”, Revista Portuguesa de Farmácia, P-E-09; 

 

XXII Encontro Nacional da Sociedade Portuguesa de Química, 3 a 6 de julho de 2011, Braga, 

Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte, “Extração e Caracterização dos 

Compostos Bioativos com Atividade Antioxidante de Espécies Arbustivas”, Livro de Resumos 

pág. 97, QA CP 18, ISBN: 978-989-8124-08-1; 

 

5th International Conference on Polyphenols and Health, 17 a 20 de outubro de 2011, Sitges, 

Barcelona, Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte, “Bioactive Compounds From 

Extracts of Some Portuguese Shrub Species – Antioxidant Activity and RP-HPLC Analysis of 

Phenolics”, Final Programme pág. 154, Poster 110 (P110); 

 

CESAR 2012 - Central European Symposium on Antimicrobials and Antimicrobial Resistance, 

Primošten, Croatia, 23-26 September 2012, Ângelo Luís, Ana Paula Duarte, Fernanda 

Domingues, "Antimicrobial activities of Juniperus communis L. and pure compounds", Book of 

Abstracts pág. 64, P7, ISBN: 978-953-7778-04-0; 

 

CEF 2012 - Conferência do Centro de Estudos Farmacêuticos, Faculdade de Farmácia, 

Universidade de Coimbra, 25 de setembro de 2012, Joana Fernandes, Ângelo Luís, Ana Paula 

Duarte, "Anti-inflammatory and antioxidant activities of methanolic extracts of Pterospartum 

tridentatum", Vencedora do 3º Prémio de Comunicação na Categoria de Drug Discovery; 

 



 

xxxvi 

 

ICAR 2012 – II International Conference on Antimicrobial Research, 21-23 de novembro de 

2012, Lisboa, Ângelo Luís, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, “Antistaphylococcal 

activity of naturally occuring phenols”, T20; 

 

FEMS 2013 – 5th Congress of European Microbiologists, July 21-25 2013, Leipzig, Alemanha, 

Ângelo Luís, Sónia Sousa, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, “The activity of gallic, 

caffeic and chlorogenic acids in biofilm prevention and control of Staphylococcus aureus”, 

Program Book pág. 80, Poster 87; 

 

ISANH2014 Polyphenols: 8th World Congress on Polyphenols Applications, June 5-6, 2014, 

Lisboa, Ângelo Luís, Carla Cruz, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues, “A new antibacterial 

alkenylresorcinol derivative isolated from Hakea sericea fruits”, aceite para comunicação em 

painel; 

 

EWLP2014 – 13th European Workshop on Lignocellulosics and Pulp, June 24-27 – 2014, Seville, 

Ângelo Luís, Carla Cruz, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte, “Hakea sericea Schrader: a 

source of bioactive compounds”, aceite para comunicação em painel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxxvii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xxxviii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 1 – Introdução Geral  

 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 – Introdução Geral 



Capítulo 1 – Introdução Geral 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 1 – Introdução Geral  

 

3 

 

1.1. Introdução 

Desde há mais de 5000 anos que a medicina se apoia na utilização de plantas com fins 

terapêuticos, pelas suas numerosas propriedades, designadamente, analgésicas, diuréticas, 

antioxidantes e antissépticas [1]. Atualmente, a avaliação científica e experimental das 

propriedades das plantas, que os ancestrais utilizavam na medicina tradicional, conhece um 

grande desenvolvimento, nomeadamente na procura de novos compostos com propriedades 

antioxidantes e anti-microbianas [1]. Os compostos com propriedades antioxidantes podem 

ser utilizados na medicina no tratamento de patologias, relacionadas com o stresse oxidativo, 

em alternativa à terapêutica habitual, ou pela indústria alimentar, na confeção de alimentos 

funcionais, ou como substitutos dos antioxidantes sintéticos [1]. Os compostos anti-

microbianos podem ser utilizados no tratamento de infeções por microrganismos resistentes 

aos antibióticos convencionais e na indústria alimentar na conservação dos alimentos [1]. 

A floresta portuguesa é um ecossistema muito antigo, inicialmente com árvores de folha 

caduca no norte do país e árvores de folha perene a sul [2]. Atualmente, a área florestal 

portuguesa ascende aos 3,3 milhões de hectares, o que representa cerca de 38% do território, 

sendo uma importante fonte de matéria-prima com potencial atividade biológica [2]. De entre 

o conjunto de constituintes ativos das plantas, os fenóis e os flavonoides têm sido estudados 

quanto às suas propriedades antioxidantes e de sequestração de radicais livres, assim como 

na inibição da peroxidação lipídica [3]. As propriedades anti-microbianas destes compostos 

têm sido referidas, pois estes exercem nas plantas ação protetora contra microrganismos 

patogénicos [4]. 
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1.2. Compostos bioativos 

A história da utilização de plantas pelos Homens é tão antiga quanto o início da humanidade 

[5]–[7]. Inicialmente, as pessoas usavam as plantas devido aos seus benefícios nutricionais, 

mas após a descoberta de propriedades medicinais, a flora natural tornou-se útil para o 

tratamento de doenças e para a melhoria da saúde das comunidades [5]–[7]. Alguns registos 

em papiros egípcios descrevem que os óleos de rícino e de coentros eram utilizados em 

diversas aplicações medicinais, cosméticas e também como conservantes. Durante o período 

grego e romano, foram descritas várias utilizações terapêuticas de plantas e ervas, por 

Hipócrates, Teofrasto, Celso, Dioscorides, entre outros [5]–[7]. Experiências in vitro e in vivo 

têm demonstrado os efeitos benéficos para a saúde humana, de alguns compostos com origem 

nas plantas, normalmente designados por compostos bioativos [8].  

 

1.2.1. Definição de compostos bioativos 

Todos os organismos vivos, desde as bactérias até aos milhares de células constituintes das 

plantas, biossintetizam diversos compostos químicos necessários para o seu desenvolvimento 

e sobrevivência. Estes compostos são divididos em duas categorias: os metabolitos primários, 

que são as substâncias químicas destinadas ao crescimento e desenvolvimento, tais como os 

hidratos de carbono, os aminoácidos, as proteínas e os lípidos, e que provêm do metabolismo 

primário; e os metabolitos secundários, que são o grupo de compostos que aumentam a 

capacidade global de sobrevivência, levando, no caso das plantas, à interação das mesmas 

com a vizinhança [9]. Portanto, os metabolitos secundários das plantas são muitas vezes 

produzidos numa fase subsequente ao crescimento, não desempenhando por isso funções no 

crescimento (embora possam ajudar na sobrevivência), e têm por isso, estruturas químicas 

invulgares e por vezes são formados como misturas ou como derivados de uma determinada 

família de compostos [9], [10]. A produção destes metabolitos é regulada pelas necessidades 

específicas de cada espécie, por exemplo, a produção de compostos voláteis pelas flores, 

para atração de insetos polinizadores, e a síntese de compostos tóxicos no sentido de afastar 

patogéneos e herbívoros, e para suprimir o crescimento de plantas vizinhas [9], [10]. Alguns 

metabolitos secundários têm efeito sobre os sistemas biológicos e por isso são considerados 

bioativos. Assim, uma definição simples para compostos bioativos, provenientes de plantas, é: 

metabolitos secundários que exercem efeitos farmacológicos e/ou toxicológicos em humanos 

e/ou animais [5]–[7].  

 

1.2.2. Funções dos compostos bioativos nas plantas 

Os mecanismos de defesa das plantas no combate a herbívoros e patogéneos envolvem 

diferentes estratégias que vão desde as barreiras físicas, tais como, camadas de cera, 

espinhos, produção de resina, até à resistência química que é atribuída aos metabolitos 
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secundários [8], [11]–[13]. Estes compostos das plantas exercem proteção contra macro- e 

microrganismos, e incluem os alcaloides, terpenos, esteroides e compostos fenólicos [8], [11]–

[13]. Está descrito que, fenóis simples, como o ácido clorogénico ou o ácido cafeico, ou fenóis 

mais complexos, como os taninos, podem ser diretamente tóxicos para muitos 

microrganismos. Além de forneceram proteção contra estes stresses bióticos, os compostos 

fenólicos também protegem as células e tecidos das plantas contra os danos oxidativos 

induzidos por stresses abióticos, atuando como antioxidantes [8], [11]–[13]. Como os 

compostos fenólicos possuem todas estas propriedades nas plantas, podem também ser 

utilizados, devido a esta bioatividade, em humanos, quer na prevenção e controlo de algumas 

doenças crónicas, quer na conservação de alimentos [8], [11]–[13]. 

 

1.2.3. Classificação e biossíntese de compostos bioativos 

A classificação dos compostos bioativos em diferentes categorias não é consensual e depende 

dos autores. Por exemplo, as classificações biossintéticas baseiam-se na origem natural dos 

compostos e são independentes das suas ações farmacológicas [5]–[7]. Neste sentido, os 

compostos bioativos podem ser divididos em três categorias principais: terpenos e 

terpenoides, alcaloides e compostos fenólicos [9], [10]. As estruturas químicas gerais das 

diferentes categorias de compostos bioativos encontram-se representadas na Figura 1. A 

maioria dos compostos bioativos pertence a uma destas famílias, cada uma com as suas 

características estruturais particulares, decorrentes da forma como são sintetizados 

naturalmente (biossíntese) [5]–[7], [9], [10]. Existem quatro vias principais de síntese dos 

metabolitos secundários ou compostos bioativos: a via do ácido chiquímico, a via do ácido 

malónico, a via do ácido mevalónico e a via não-mevalonato [5]–[7]. 

Os alcaloides são produzidos a partir de aminoácidos aromáticos (via do ácido chiquímico) e 

de aminoácidos alifáticos (provenientes do ciclo do ácido tricarboxílico) [5]–[7]. Os compostos 

fenólicos são sintetizados através da via do ácido chiquímico e da via do ácido malónico [5]–

[7]. Os terpenos provêm da via do ácido mevalónico e da via não-mevalonato [5]–[7]. 

Encontra-se na Figura 2 uma representação simplificada das várias vias de síntese dos três 

grupos principais de compostos bioativos das plantas. 
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Figura 1: Estruturas químicas gerais das diferentes categorias de compostos bioativos das plantas: 

alcaloides (a1 e a2); monoterpenos (b); sesquiterpenos (c); triterpenos, saponinas e esteroides (d); 

flavonoides (e); antraquinónicos (f) (adaptada de [5]). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema simplificado das várias vias de síntese dos três principais grupos de compostos 

bioativos das plantas (adaptado de [5], [14]). 
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1.2.4. Extração de compostos bioativos 

Considerando-se a grande variedade de compostos bioativos e o grande número de espécies 

de plantas, é necessário implementar uma abordagem padronizada e integrada de modo a 

analisar estes compostos. Encontram-se descritas diversas metodologias e ‘marchas de 

análise’ que se baseiam numa abordagem sequencial integrada do estudo de plantas 

medicinais, começando no nome da planta até à industrialização de todo o processo [5]–[7]. 

Está exemplificado na Figura 3 um fluxograma para o estudo de plantas medicinais. Este 

estudo deve começar por uma revisão da literatura sobre as plantas que se pretendem 

estudar, tendo em conta as suas utilizações na medicina tradicional. Depois devem 

considerar-se as propriedades tóxicas das plantas em estudo, e escolher um método de 

extração adequado. De seguida, analisa-se o perfil fitoquímico dos extratos, no que respeita 

aos compostos bioativos, e avaliam-se as propriedades biológicas dos mesmos. A fase seguinte 

consiste em demonstrar a ação dos extratos in vivo, para que no final todo o processo possa 

ser industrializado [5].  

O estudo e posterior caracterização, separação e identificação dos compostos bioativos, só é 

possível empregando um método de extração adequado [5]–[7]. São conhecidas várias 

técnicas de extração dos compostos bioativos, algumas das quais permaneceram inalteradas 

ao longo dos séculos, nomeadamente a decocção [5]–[7]. No entanto todas elas têm como 

objetivos a extração dos compostos bioativos da amostra de planta, aumentar a seletividade 

dos métodos analíticos subsequentes, aumentar a sensibilidade dos bioensaios (aumentando a 

concentração de compostos específicos), tornar os compostos bioativos detetáveis e 

constituírem métodos reprodutíveis, independentes das variações da amostra [5]–[7].  

Os compostos bioativos podem ser extraídos de plantas por técnicas de extração 

convencional, as quais se baseiam na capacidade de extração dos diferentes solventes 

utilizados e na aplicação de calor e/ou agitação. As técnicas de extração convencional mais 

utilizadas são: extração com extrator de Soxhlet, maceração, decocção e hidrodestilação [5]. 

Apesar destas técnicas continuarem a ser as mais empregues na extração de compostos 

bioativos, apresentam algumas desvantagens, nomeadamente, longos tempos de extração, 

necessidade de evaporação de grandes quantidades de solventes, baixa seletividade de 

extração e, em alguns casos, a decomposição térmica de compostos termolábeis [5]. Para 

superar estas dificuldades, têm sido introduzidas novas técnicas de extração, referidas como 

não-convencionais, por exemplo: extração assistida por ultrassons, enzimas, micro-ondas e 

campos elétricos, extração por fluidos supercríticos e extração por líquidos pressurizados [5].  
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Figura 3: Fluxograma para o estudo integrado de plantas medicinais (adaptado de [5]). 
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1.2.5. Métodos de determinação de compostos bioativos 

Após a obtenção dos extratos de plantas, é necessário analisar o seu perfil fitoquímico, 

avaliando, deste modo, a sua composição em compostos químicos, eventualmente bioativos. 

Para isso determinam-se as concentrações das diferentes classes de compostos do 

metabolismo secundário das plantas.  

 

Expõe-se de seguida, os métodos para a determinação das classes de compostos estudadas 

neste trabalho. 

 

1.2.5.1. Determinação de fenóis, polifenóis e taninos 

A quantificação espetrofotométrica de compostos fenólicos é realizada através de diversas 

técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as mais 

extensivamente utilizadas [15]. Este reagente consiste numa mistura dos ácidos 

fosfomolíbdico e fosfotúngstico (designados em conjunto por ácido fosfomolíbdico-túngstico) 

[16], no qual o molibdénio e o tungsténio se encontram no estado de oxidação +6 (com a cor 

amarela), porém, na presença de certos agentes redutores, como os compostos fenólicos, e 

em meio alcalino, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a 

média do estado de oxidação dos metais está entre 5 e 6, e cuja coloração permite a medição 

colorimétrica e a determinação da concentração das substâncias redutoras, que não precisam 

necessariamente de possuir natureza fenólica [16], [17]. Estes pigmentos azuis têm uma 

absorção máxima que depende da qualidade e/ou composição quantitativa das misturas de 

fenóis e do pH das soluções, usualmente obtido adicionando carbonato de sódio [17]. 

Apesar do método do reagente de Folin-Ciocalteu ser amplamente utilizado na determinação 

dos fenóis totais em diferentes tipos de amostras, apresenta algumas limitações, visto que 

mede a capacidade redutora total de uma amostra. Esta determinação correlaciona-se com a 

capacidade redutora e antioxidante dos compostos fenólicos. A dissociação do protão dos 

fenóis leva à formação do anião fenolato, que é capaz de reduzir o reagente de Folin-

Ciocalteu. Muitos compostos não-fenólicos, presentes em frutas e plantas, principalmente o 

ácido ascórbico e os açúcares redutores, também podem reduzir o reagente de Folin-

Ciocalteu [16], [17]. 

A quantificação dos taninos baseia-se na sua precipitação, na presença de um agente de 

precipitação (como o pó-de-pele, a caseína ou albumina e a polivinilpolipirrolidona (PVPP)), e 

nas propriedades redutoras destes compostos, uma vez que são determinados através do 

reagente de Folin-Ciocalteu, pela diferença entre os fenóis totais e os fenóis livres, após 

precipitação [18]–[20]. 
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1.2.5.2. Determinação de flavonoides 

A dosagem dos flavonoides é difícil de efetuar devido ao diferente comportamento dos 

heterósidos e dos constituintes aglicónicos; além disso, não existe um método eficaz na 

eliminação de outras substâncias de natureza química diferente, que em geral acompanham 

os flavonoides, e que podem interferir nos métodos de dosagem [21]. Não se conhecem 

técnicas capazes de dosear em conjunto os diversos flavonoides contidos na mesma planta; 

muitas vezes, adaptam-se a grupos mais ou menos amplos de constituintes que revelam igual 

comportamento. Os métodos físico-químicos utilizados são colorimétricos, fluorimétricos, 

espetrofotométricos, cromatográficos e polarográficos. O problema inicial provém da 

dificuldade de isolar os derivados flavónicos das matérias-primas vegetais na sua totalidade e 

num estado de pureza conveniente para tal efeito [21]. 

Um dos processos mais usado nos métodos quantitativos consiste em precipitar os flavonoides 

com cloreto de alumínio (AlCl3) em meio alcalino. Este precipitado, adquire cor, sendo assim 

possível, a sua dosagem colorimétrica. Os flavonoides na presença do cloreto de alumínio 

possuem uma fluorescência amarela intensa, quando observados no ultravioleta [21]. A 

utilização de cloreto de alumínio na análise da presença de alguns compostos químicos foi 

pela primeira vez empregue para as antocianinas. Atualmente é um método amplamente 

aceite e utilizado para a determinação de flavonoides [22]–[25]. Neste método, o catião 

alumínio forma complexos estáveis com os flavonoides (em solução metanólica) (Figura 4), 

ocorrendo na análise espetrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e 

uma intensificação da absorção. Assim, é possível determinar a quantidade de flavonoides, 

evitando-se as interferências de outras substâncias fenólicas, principalmente os ácidos 

fenólicos, que invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais [21]. O 

complexo flavonoide-alumínio formado absorve num comprimento de onda superior ao do 

flavonoide sem a presença do agente complexante (AlCl3). Os ácidos fenólicos, mesmo os que 

formam complexos com o cloreto de alumínio, absorvem em comprimentos de onda muito 

inferiores, evitando-se deste modo, interferências nas leituras das absorvências [21]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Formação do complexo flavonoide-alumínio, em solução metanólica, com cloreto de alumínio 

(retirada de [21]). 
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A utilização do cloreto de alumínio na determinação da quantidade de flavonoides totais não 

é, no entanto, um procedimento isento de limitações. O método é preciso, isto é, é um 

método reprodutível, fornecendo desvios muito pequenos, ou quase nulos, entre um ensaio e 

outro com a mesma amostra. No entanto, pode ser pouco exato, ou seja, o valor que fornece 

pode ser diferente (geralmente inferior) em relação à quantidade de flavonoides totais 

realmente presentes na amostra analisada. O valor medido e o valor real são tanto mais 

próximos entre si quanto maior a proporção de flavonóis na amostra, e tanto mais distantes 

quanto maior a proporção de flavonas. Isto porque, o comprimento de onda selecionado (415-

425nm) corresponde à banda de absorção do complexo quercetina-alumínio. Os complexos de 

outros flavonóis com alumínio absorvem bem próximo da banda 415-425nm, mas os complexos 

derivados de flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que causa uma 

subestimativa nas determinações de misturas muito ricas em flavonas [21]. 

 

1.2.5.3. Determinação de alcaloides 

Para a quantificação dos alcaloides presentes em extratos vegetais, tem-se recorrido ao 

reagente de Dragendorff, que consiste numa mistura de nitrato de bismuto, ácido acético e 

iodeto de potássio [26]. Segundo este método, os alcaloides são precipitados na forma do 

complexo (BiI3)(Alcaloide•HI), pelo reagente de Dragendorff (KBiI4). O bismuto forma um 

complexo amarelo ({Bi[CS(NH2)3]}(NO3)3), em meio acidificado pelo ácido nítrico e na 

presença de tiureia [26]. A manutenção do pH é muito importante na precipitação dos 

alcaloides pelo reagente de Dragendorff; se o meio estiver muito ácido, o precipitado é 

dissolvido. Após formação do complexo alcaloidico, o bismuto formado é libertado pelo 

sulfureto de sódio [26]. Se a concentração de bismuto for muito elevada, a precipitação 

ocorre após adição da solução de tiureia, por outro lado, se a concentração de tiureia for 

elevada, a precipitação dos alcaloides também ocorre [26]. 
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1.3. Atividade antioxidante  

Os radicais livres estão na origem de diversas doenças, uma vez que modificam várias 

moléculas biológicas cruciais, levando a alterações funcionais ou à perda da sua função [27]. 

Os antioxidantes podem proteger contra os danos induzidos pelos radicais livres. Estudos 

recentes têm mostrado várias estratégias para proteger os tecidos e órgãos contra os danos 

oxidativos induzidos pelos radicais livres, uma das quais inclui a utilização de antioxidantes 

[27]–[30]. As plantas constituem a maior fonte de antioxidantes naturais e uma maior ingestão 

de alimentos funcionais, que incluam substâncias antioxidantes, é outra estratégia que tem 

ganho importância nos países desenvolvidos [27]. 

 

1.3.1. Radicais livres no corpo humano 

Os radicais livres, e as Espécies Reativas de Oxigénio e de Azoto (ROS e RNS), têm ganho 

grande relevância devido aos seus efeitos adversos no organismo humano [31]. O termo 

‘radical livre’ é por vezes utilizado com um amplo sentido, incluindo também as espécies 

reativas relacionadas com os radicais livres, tais como os estados excitados que levam à 

formação de radicais livres, e as substâncias que resultam de reações com radicais livres [31]. 

Na Tabela 1 encontram-se sumariadas algumas características de radicais livres 

biologicamente importantes. Tem-se considerado que os radicais livres estão na etiologia de 

várias doenças e também no processo natural de envelhecimento. No entanto, também se 

tem destacado que as ROS e RNS são produzidas de forma regulada, mantendo a homeostase 

celular nos tecidos saudáveis e exercendo um papel importante, atuando como moléculas 

sinalizadoras [31]. Como consequência dos processos biológicos da célula há a produção de 

anião superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogénio (H2O2) e óxido nítrico (NO), nomeadamente, 

durante a produção de ATP, a partir de ADP, nas mitocôndrias (fosforilação oxidativa); na 

destoxificação de xenobióticos pelo citocromo P450 (enzimas oxidantes); durante a apoptose 

de células defeituosas; na eliminação de microrganismos e células cancerígenas por 

macrófagos e linfócitos citotóxicos [27]. Os radicais livres também são formados após 

exposição a agentes físico-químicos como as radiações ionizantes (raios-X e raios-γ, além da 

luz visível ou UV, que interagem com compostos endógenos ou fármacos, na presença de 

oxigénio), poluentes atmosféricos, fumo do cigarro e químicos tóxicos [27], [31]–[33]. 

A relação entre radicais livres e o estado de doença pode ser explicada pelo conceito de 

stresse oxidativo. O stresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre os sistemas de defesa 

antioxidante e a formação de moléculas pró-oxidantes, o que pode levar a danos em 

biomoléculas, como DNA, RNA, proteínas, enzimas, hidratos de carbono e lípidos, através da 

modificação oxidativa, contribuindo, deste modo, para o surgimento de algumas patologias 

como a diabetes, cancro, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas e estar relacionado 

com os problemas associados ao envelhecimento [27], [34]–[38]. 
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Tabela 1: ROS e RNS de interesse biológico (adaptada de [27]). 

Espécies Reativas Símbolo Meia-vida (s) Reatividade/Observações 

ROS 

Anião Superóxido O2
•- 10-6 

Gerado nas mitocôndrias e 

no sistema cardiovascular, 

entre outros. 

Radical Hidroxilo •OH 10-9 

Altamente reativo, 

produzido durante uma 

sobrecarga de ferro no 

organismo humano. 

Peróxido de Hidrogénio H2O2 Estável 

Formado no organismo por 

um grande número de 

reações e origina •OH. 

Radical Peroxilo ROO• s 

Reativo e formado a partir 

de lípidos, proteínas, DNA e 

açúcares. 

Hidroperóxido Orgânico ROOH Estável 

Reage com metais de 

transição, formando outras 

espécies reativas. 

Oxigénio Singleto 1O2 10-6 

Muito reativo, formado 

durante a fotossensibilização 

e em reações químicas. 

Ozono O3 s 

Poluente presente na 

atmosfera, pode reagir com 

várias moléculas, produzindo 

1O2. 

RNS 

Óxido Nítrico NO• s 

Neurotransmissor e regulador 

da pressão arterial, pode 

gerar oxidantes potentes em 

estados patológicos. 

Peroxinitrito ONOO- 10-3 

Formado a partir do NO• e do 

anião superóxido, muito 

reativo. 

Ácido Peroxinitroso ONOOH Bastante estável 
Obtido a partir da 

protonação do ONOO-. 

Dióxido de Azoto NO2 s  
Formado na poluição 

atmosférica. 
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1.3.1.1. Peroxidação lipídica 

Os lípidos de membrana presentes nos organelos sub-celulares são altamente suscetíveis a 

danos provocados por radicais livres. Quando os radicais livres reagem com os lípidos, estes 

sofrem as reações em cadeia, designadas por peroxidação lipídica, com consequências, 

diretas e indiretas, prejudiciais para o funcionamento das células [27], [39]. Este processo é 

mediado por radicais livres e inicia-se devido ao ataque, por qualquer espécie, que pode 

abstrair um átomo de hidrogénio de um grupo metileno (CH2), deixando um eletrão 

desemparelhado no átomo de carbono (•CH) [27], [39]. O radical de carbono resultante é 

estabilizado por um rearranjo molecular, produzindo um dieno conjugado, o qual pode reagir 

com uma molécula de oxigénio para formar um radical peroxil lipídico (LOO•). Estes radicais 

podem promover a subtração de átomos de hidrogénio de outras moléculas lipídicas, 

formando hidroperóxidos lipídicos (LOOH) e simultaneamente propagar a peroxidação lipídica 

[27], [39]. Esta pode ser terminada pela reação entre o radical LOO• ou o radical lipídico (L•) 

com uma molécula antioxidante, como a vitamina E (α-tocoferol), formando o radical fenoxil 

tocoferol, mais estável, e que não está envolvido nas reações em cadeia da peroxidação 

lipídica. Este radical pode ser convertido por outros antioxidantes celulares como a vitamina 

C (ácido ascórbico) ou a glutationa [27], [38], [39]. Durante as reações da peroxidação 

lipídica, além dos radicais lipídicos, formam-se ainda um grande número de subprodutos 

tóxicos muito reativos, nomeadamente o dialdeído malónico, 4-hidroxinonenal e vários 2-

alquenais, que podem exercer os seus efeitos noutros locais, afastados da área onde foram 

produzidos [27], [38], [39]. 

 

1.3.1.2. Oxidação de hidratos de carbono 

Os radicais livres como o •OH reagem com as moléculas de hidratos de carbono, abstraindo 

aleatoriamente um átomo de hidrogénio a um dos átomos de carbono, produzindo um radical 

de carbono [27], [40]. Isto leva à quebra da cadeia de moléculas importantes como o ácido 

hialurónico, o que, no líquido sinovial, em conjunto com a acumulação e ativação de 

neutrófilos durante a inflamação, produz quantidades significativas de radicais de oxigénio, o 

que está implicado na artrite reumatoide [27], [40].  

 

1.3.1.3. Oxidação de DNA 

Os danos oxidativos nas moléculas de DNA são o resultado da interação entre as ROS e RNS e 

as próprias moléculas de DNA. Os radicais livres como •OH, reagem com o DNA pela adição às 

bases ou abstraindo átomos de hidrogénio à pentose [27], [41]. A ligação dupla C4-C5 da 

pirimidina é particularmente sensível ao ataque de radicais livres como o •OH, gerando vários 

produtos oxidados. Do mesmo modo, a interação do radical •OH com purinas gera produtos de 

degradação oxidativa [27], [41]. Conhecem-se várias vias de reparação do DNA, no entanto os 

produtos que resultam da oxidação de moléculas de DNA estão envolvidos na carcinogénese, 
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por causarem mutações nos proto-oncogenes, ativando-os, e nos genes supressores de 

tumores, levando à sua inativação [27], [41]. A inibição da apoptose, poderá também estar 

associada com a oncogénese e com alterações ao nível do DNA e poderá surgir em 

consequência do aumento da concentração do cálcio citoplasmático após a ação de radicais 

livres como as ROS e RNS [42]. 

 

1.3.1.4. Oxidação de proteínas 

A alteração das propriedades das proteínas, e a formação de peróxidos de aminoácidos podem 

levar à degradação das proteínas, por fragmentação e formação de ligações cruzadas (cross-

linking), o que pode resultar na sua polimerização e inativação, especificamente em 

proteínas que contêm grupos sulfídricos (-SH) e grupos aromáticos [42]. A oxidação de 

proteínas provoca ainda alteração da sua estrutura terciária que leva a agregação proteica e 

formação de amiloide. A oxidação de aminoácidos por radicais livres induz alteração na 

atividade enzimática, havendo também um comprometimento do potencial antioxidante de 

células e tecidos [42]. Apesar de serem removidas rapidamente, a maioria das proteínas 

oxidadas, que funcionalmente fiquem inativas, podem acumular-se gradualmente com o 

tempo e, assim, contribuir para os danos associados ao envelhecimento, assim como com 

várias doenças neurodegenerativas [27], [30].  

 

1.3.2. Oxidação em produtos alimentares 

A oxidação também afeta os produtos alimentares, sendo uma das principais causas de 

deterioração, devido à rancificação, o que leva a alterações nutricionais, de qualidade, cor, 

sabor, odor e textura. Os mecanismos de defesa contra os efeitos da oxidação excessiva são 

fornecidos pela adição de compostos antioxidantes sintéticos como o hidroxi-anisol butilado 

(BHA, E-320), hidroxi-tolueno butilado (BHT, E-321), tert-butil-hidroquinona (TBHQ, E319) e o 

galato de propilo (PG, E-310) [38], [43]. Estes antioxidantes são utilizados a nível industrial, 

mas conhecem-se os seus efeitos colaterais graves como, danos hepáticos e carcinogénese 

[38], [43]–[45]. Por isso têm sido aplicadas restrições cada vez mais severas sobre o seu uso, 

levando a substituí-los por antioxidantes naturais [46].  

 

1.3.3. Compostos naturais como antioxidantes 

As substâncias antioxidantes definem-se como, qualquer composto, que mesmo presente em 

menores concentrações que o substrato oxidável, atrase ou previne a sua oxidação [33]. As 

células possuem mecanismos de proteção específicos contra quaisquer danos provocados 

pelos radicais livres, nomeadamente, algumas enzimas, como, superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase, glutationa redutase, tioredoxina, entre outras [34]. A vitamina E é um 
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nutriente essencial com atividade antioxidante e que funciona como quebra de cadeia, 

prevenindo a propagação de reações sucessivas com radicais livres em todas as células do 

corpo humano. A vitamina C também faz parte do mecanismo normal de proteção 

antioxidante. Outras substâncias antioxidantes não-enzimáticas incluem os carotenoides, 

flavonoides e polifenóis, ácido α-lipóico, glutationa, etc [27], [34] que também desempenham 

um papel fulcral na prevenção e eliminação de radicais livres [47].  

Os compostos antioxidantes também podem ser divididos em duas classes, antioxidantes 

primários ou de quebra de cadeia e antioxidantes secundários ou preventivos [38]. Os 

antioxidantes primários, quando presentes em quantidades vestigiais, podem atrasar ou inibir 

o passo de Iniciação da peroxidação lipídica, através da reação com radicais lipídicos ou da 

inibição do passo de Propagação, pela reação com radicais peroxil ou alcoxil [38]. Os 

antioxidantes secundários ou preventivos são compostos que retardam a taxa de oxidação, o 

que pode ser conseguido de várias formas, incluindo a remoção do substrato ou a eliminação 

de oxigénio singleto [38].  

Os compostos naturais, especialmente derivados de alimentos, possuem um grande número de 

antioxidantes (Tabela 2). Algumas bebidas, como o chá ou café, também são fontes de 

compostos com atividade antioxidante [27], [47], [48]. As especiarias e as plantas medicinais, 

com elevados níveis de vitaminas essenciais e nutrientes, por exemplo, vitamina E, licopeno, 

vitamina C, selénio, bioflavonoides e tioredoxina, constituem uma base de compostos 

antioxidantes [27], [47], [48]. Além dos alimentos, geralmente todas as plantas possuem 

compostos com atividade antioxidante. Estima-se que cerca de 80% da população dos países 

desenvolvidos ainda dependem, em grande parte, da medicina tradicional baseada nas 

plantas, para os seus cuidados primários de saúde [27], [47], [48]. A ideia de cultivar plantas 

para beneficiar a saúde ao invés de as cultivar com o objetivo de obter alimentos ou fibras 

está a mudar áreas como a biotecnologia vegetal e a medicina [27], [47], [48]. A redescoberta 

da importância das plantas na saúde humana é responsável pelo aparecimento de uma nova 

geração de terapias botânicas, que incluem produtos farmacêuticos derivados de plantas, 

medicamentos botânicos, suplementos alimentares, alimentos funcionais e proteínas 

recombinantes produzidas em plantas [27], [47], [48].  

Nos últimos anos tem-se verificado um interesse aumentado nos alimentos funcionais, isto é, 

alimentos que satisfazem não só as necessidades nutricionais e energéticas básicas, mas 

também fornecem benefícios fisiológicos adicionais [38], [43]. Normalmente a funcionalidade 

de um alimento está relacionada com alguns dos seus ingredientes e os consumidores 

preferem, cada vez mais, componentes de origem natural (isto é, não-sintéticos), que podem 

ser extraídos de plantas, subprodutos alimentares ou outras fontes naturais [38], [43]. A 

incorporação de antioxidantes naturais nos alimentos tem sido uma estratégia utilizada por 

forma a proteger os alimentos da oxidação e que também os pode converter em alimentos 

funcionais [38], [43]. 
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Tabela 2: Principais grupos de compostos antioxidantes presentes nos alimentos (adaptada de [27]). 

Compostos Polifenólicos Fontes Alimentares 

Flavonoides com atividade antioxidante: 

antocianidinas, auronas, chalconas, flavanonas 

(naringenina), flavanóis (procianidina), flavan-3-ol 

(epicatequina e catequina), flavonas (apigenina, 

luteolina), flavonóis (isoramnetina, caempferol, 

miricetina, quercetina, glicósidos de quercetina, 

rutina), isoflavonoides (anisol, cumestrol, 

daidzeína, genisteína). 

Frutas: maçãs, amoras, mirtilos, citrinos, uvas, 

peras, romã, framboesas, morangos. 

Vegetais: beterraba, beringela, brócolos, aipo, 

endívias, alho-francês, alface, cebola, pimento, 

espinafre, tomate. 

Legumes: ervilhas, soja, feijão, grão. 

Especiarias: cardamomo, canela, cravinho, 

coentros, cominhos. 

Outros polifenóis: ácido cinâmico, cumarina, 

taninos condensados, ácidos hidroxibenzóicos 

(ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido 

vanílico), ácidos hidroxicinâmicos (ácido cafeico, 

ácido caftárico, ácido clorogénico, ácido 

cumárico, ácido ferúlico, ácido sináptico), 

proantocianidinas. 

Bebidas: cacau, chá, vinho. 

Azeite. 

Chocolates. 

Carotenoides com atividade antioxidante: 

astaxantina, bixina, cantaxantina, capsorubina, α-

caroteno, β-caroteno, γ-caroteno, crocina, β-

criptoxantina, luteína, licopeno, zeaxantina. 

Frutas: maçãs, alperce, banana, amoras, mirtilos, 

cerejas, toranja, uvas, kiwi, limão, manga, 

melão, laranja, papaia, pêssego, peras, ananás, 

ameixa, morangos, melancia. 

Vegetais: espargos, beterraba, beringela, 

brócolos, couve-de-bruxelas, couve, couve-flor, 

pepino, cenouras, aipo, alface, cogumelos, 

cebola, tomates, batatas, abóbora, espinafre. 

Cereais: milho. 

Legumes: feijão, ervilhas. 

Especiarias: pimenta, açafrão. 

Óleo de palma. 

Laticínios. 

Ovos e maionese. 

Vitaminas: vitamina C, vitamina E (α-tocoferóis e 

tocotrienóis), nicotinamida. 

Groselhas, limão, laranja. 

Óleo de amendoim, azeite, óleo de palma, caju, 

leguminosas germinadas. 

Outros compostos: curcumina, cafeína, 

clorofilina, sesamisol, zingerona. 
Café, cacau, legumes verdes, chá, açafrão. 
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Muitos compostos isolados a partir de plantas, têm sido estudados relativamente às suas 

propriedades antioxidantes, atuando na prevenção de vários tipos de cancro [27], [47], [48]. 

Entre estes compostos, os polifenóis e os flavonoides constituem os grupos mais importantes, 

tendo sido já identificados mais de 5000 compostos [27], [47], [48]. Calcula-se que as plantas 

possuam entre 100 000 a 200 000 metabolitos secundários, e que cerca de 20% do carbono 

fixado pela fotossíntese é canalizado para a via fenilpropanoide, produzindo assim a maior 

parte dos compostos fenólicos naturais, tais como os flavonoides e os estilbenos [49], [50]. 

Os fenóis vegetais têm a sua origem nos aminoácidos fenilalanina ou tirosina que são 

desaminados, originando os ácidos cinâmicos que entram na via fenilpropanoide [49], [50]. O 

passo chave na via biossintética dos compostos fenólicos é a introdução de um ou mais grupos 

hidroxilo no anel aromático. Como resultado, estes compostos são derivados de um esqueleto 

de carbono comum: a unidade fenilpropanoide C6-C3. A biossíntese produz uma grande 

variedade de fenóis vegetais: os ácidos cinâmicos (C6-C3) os ácidos benzoicos (C6-C1), os 

flavonoides (C6-C3-C1), as proantocianidinas [(C6-C3-C6)n], as cumarinas (C6-C3), os estilbenos 

(C6-C2-C6), as lignanas (C6-C3-C3-C6) e ligninas [(C6-C3)n] [49], [50]. As estruturas dos principais 

compostos fenólicos estão apresentadas na Figura 5.  

Os compostos fenólicos são capazes de atuar como antioxidantes de várias formas. Por 

exemplo, os grupos hidroxilo dos fenóis são bons dadores de átomos de hidrogénio, podendo 

reagir com ROS e RNS, nas reações de terminação que quebram o ciclo de produção de novos 

radicais. Após a interação com as espécies reativas iniciais é produzida uma forma radicalar 

do antioxidante, que tem uma estabilidade muito maior do que o radical químico inicial [49], 

[50]. A interação dos grupos hidroxilo dos compostos fenólicos com os eletrões-π do anel 

benzénico confere a estas moléculas algumas propriedades especiais, principalmente a 

capacidade de produzir radicais livres em que o radical é estabilizado por deslocalização [49], 

[50]. A formação destes radicais estáveis é capaz de modificar os processos de oxidação 

mediados por radicais. A ação antioxidante dos compostos fenólicos é também atribuída à sua 

capacidade de quelar iões de metais, envolvidos na produção de radicais livres [49], [50]. Os 

compostos fenólicos geralmente interagem fortemente com proteínas, devido aos seus anéis 

benzénicos hidrofóbicos e ao potencial de formar ligações de hidrogénio dos grupos hidroxilo 

neles presentes [49], [50]. Isto confere aos fenóis propriedades antioxidantes, também em 

virtude da sua capacidade para inibir algumas enzimas envolvidas na geração de radicais, tais 

como, diferentes isoformas do citocromo P450, lipoxigenase (LOX), cicloxigenase (COX) e 

xantina oxidase [49], [50]. Além disso, também têm sido descritos os efeitos sinérgicos dos 

compostos fenólicos com outros antioxidantes, nomeadamente a vitamina C, β-caroteno e 

vitamina E, assim como, a regulação dos níveis de glutationa intracelular [49], [50]. 
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Esculetina 
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Flavonas Flavonóis Flavanonas 

   

Flavan-3-óis Antocianidinas Isoflavonas 

 

Cianidina 
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Figura 5: Principais classes de compostos fenólicos (adaptada de [49], [51]). 

R = R’ = H; ácido p-hidroxibenzoico 
R = OH, R’ = H; ácido protocatecuico 
R = OCH3, R’ = H; ácido vanílico 
R = R’ = OH; ácido gálico 

R = R’ = OCH3; ácido siríngico 

R = R’ = H; ácido p-cumárico 
R = OH, R’ = H; ácido cafeico 
R = OCH3, R’ = H; ácido ferúlico 

R = R’ = OCH3; ácido sináptico 
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1.3.4. Métodos de determinação da atividade antioxidante 

Os métodos para avaliar o comportamento antioxidante podem ser agrupados em duas 

categorias, que refletem a importância da atividade antioxidante nos alimentos ou a 

bioatividade em humanos. No caso dos sistemas alimentares, a necessidade consiste em 

avaliar a eficácia dos antioxidantes em fornecer uma proteção para os alimentos contra a 

deterioração oxidativa [38]. Os antioxidantes podem atuar por vários mecanismos, por 

exemplo, sequestrando os radicais livres, decompondo os peróxidos e quelando os iões 

metálicos. Assim sendo, a atividade antioxidante deve ser medida e avaliada por vários 

métodos que contemplem diferentes mecanismos químicos de atividade antioxidante [52]. 

Um dos problemas na determinação da atividade antioxidante é que esta é variável em 

função do método utilizado, uma vez que um mecanismo antioxidante, nas diversas matrizes 

biológicas, é muito complexo e muitos outros fatores podem intervir nesse mecanismo. 

Perante esta complexidade, apenas um método de determinação da atividade antioxidante 

não é suficiente para se chegar a uma conclusão, logo, são aplicados diferentes métodos, 

sendo determinadas diferentes propriedades e características antioxidantes [52]. 

 

De seguida, descrevem-se os dois métodos de avaliação da atividade antioxidante utilizados 

neste trabalho. 

 

1.3.4.1. Método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) 

O método do DPPH baseia-se no estudo da atividade sequestradora do radical livre estável 

DPPH, de coloração púrpura, que absorve a um determinado comprimento de onda (515-

517nm) [53]. Por ação de um antioxidante (RH) ou uma espécie radicalar (R•), o DPPH é 

reduzido, formando 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 6), de coloração amarela, 

com consequente desaparecimento da absorção, podendo a mesma ser monitorizada pelo 

decréscimo da absorvência. A partir dos resultados obtidos determina-se a percentagem de 

atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a percentagem de DPPH 

remanescente no meio reacional [16], [38]. 

 

 

 

 

Figura 6: Reação entre o DPPH e a substância antioxidante, dadora de um átomo de hidrogénio (retirada 

de [54]). 
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A percentagem de atividade antioxidante corresponde à quantidade de DPPH consumido pelo 

antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessária para reduzir a concentração 

inicial de DPPH em 50% denomina-se por concentração inibitória 50% (IC50). Quanto maior o 

consumo de DPPH por uma amostra, menor será a sua IC50 e maior a sua atividade 

antioxidante [16], [38]. 

 

1.3.4.2. Sistema β-caroteno/ácido linoleico 

O sistema β-caroteno/ácido linoleico, que consiste na descoloração (oxidação) do β-caroteno 

induzida pelos produtos da degradação oxidativa do ácido linoleico, estima a capacidade 

relativa de compostos antioxidantes presentes em extratos de plantas de sequestrar o radical 

peróxido do ácido linoleico (LOO•), que oxida o β-caroteno presente na emulsão [55]. Este 

método tem sido amplamente utilizado, com diferentes meios de extração dos antioxidantes, 

para avaliar a atividade antioxidante de matrizes alimentares [56]–[59]. Como não ocorre a 

altas temperaturas, permite a determinação do poder antioxidante de compostos termolábeis 

e a avaliação qualitativa da eficácia antioxidante de extratos vegetais [55]. O mecanismo do 

branqueamento do β-caroteno é um fenómeno mediado por radicais hidroperóxido resultantes 

da oxidação, pelo oxigénio, do ácido linoleico. O radical livre do ácido linoleico, formado 

após a abstração de um átomo de hidrogénio de um dos seus grupos metileno-dialílicos, ataca 

as moléculas do β-caroteno altamente insaturadas [55]. Assim que as moléculas do β-caroteno 

perdem as suas ligações duplas pela oxidação, na ausência de antioxidantes, o composto 

perde o seu cromóforo e a sua cor-de-laranja característica, que pode ser monitorizada 

espetrofotometricamente [55].  
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1.4. Atividade anti-microbiana  

Os microrganismos têm demonstrado uma grande flexibilidade e podem ser encontrados em 

todos os ambientes: desde os glaciares até às águas em ebulição, em ambientes com pH 

extremo e em locais onde a pressão é muito elevada. As suas populações numerosas e a sua 

plasticidade genómica permite-lhes trocar informações génicas entre espécies muito 

diferentes, conferindo-lhes uma elevada capacidade de adaptação [60]. Os microrganismos 

desenvolveram mecanismos que lhes permitem resistir a qualquer meio que o Homem 

desenvolva contra eles. Tornou-se claro, que o abuso e a utilização intensiva e prolongada de 

antibióticos, pela medicina convencional (humana e veterinária) e pela agricultura, 

provocaram o aparecimento e disseminação de estirpes de microrganismos patogénicos 

altamente resistentes aos fármacos antibióticos [60].  

As moléculas de origem natural, predominantemente os metabolitos secundários das plantas, 

estão na origem da maior parte dos medicamentos em utilização clínica atual. Isto é 

especialmente notório nos agentes anti-infeciosos. Os produtos naturais ou medicamentos à 

base de plantas, são responsáveis por mais de 75% das 97 novas moléculas anti-microbianas 

aprovadas e introduzidas no mercado, no período de 1981 a 2006 [61].  

 

1.4.1. Resistência aos antibióticos 

A resistência das bactérias aos antibióticos aumenta dia a dia, quer na comunidade, quer em 

ambientes hospitalares, crescendo, deste modo, a mortalidade e a morbilidade. Atualmente, 

o desenvolvimento contínuo de resistências bacterianas, e a sua posterior disseminação, leva 

a uma necessidade urgente de desenvolver novos compostos com propriedades anti-

microbianas [62]. A multirresistência é definida como a não-suscetibilidade a um ou mais 

compostos de três ou mais classes de anti-microbianos, enquanto as estirpes que não são 

suscetíveis a todos os anti-microbianos, são classificadas como resistentes extremas [62]. A 

resistência aos antibióticos é frequentemente considerada como sendo uma característica 

adquirida por bactérias que eram anteriormente sensíveis, e que pode ser atribuída à 

aquisição horizontal de novos genes, ou à ocorrência de mutações espontâneas dentro de 

genes localizados no cromossoma, e que são posteriormente transmitidas verticalmente às 

bactérias [63].  

O exemplo convencional da resistência intrínseca aos antibióticos é o fenótipo exibido por 

bactérias Gram-negativas resistentes a múltiplos antibióticos, incluindo a classes de 

antibióticos clinicamente eficazes em bactérias Gram-positivas [63]. A base molecular deste 

fenómeno é a presença da membrana externa nas bactérias Gram-negativas, que é 

impermeável a muitas moléculas, e à expressão de numerosas bombas de efluxo nas estirpes 

multirresistentes, que reduzem efetivamente a concentração intracelular do fármaco 

administrado [63]. Estão identificados pelo menos quatro tipos de mecanismos de resistência 
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das bactérias aos anti-microbianos: a alteração da estrutura do antibiótico, a alteração do 

alvo do antibiótico, o efluxo dos fármacos anti-microbianos e a redução da permeabilidade da 

parede celular [64]. 

As bactérias multirresistentes têm um impacto significativo sobre a mortalidade e o tempo de 

internamento, e nos respetivos custos associados. Os microrganismos principalmente 

associados ao processo de resistência são: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias 

[62]. O nível de resistência de A. baumannii ao imipenemo aumentou de 23,9% para 34,3% 

durante o período de 2007 a 2011. A resistência de K. pneumoniae, ao mesmo antibiótico, 

também cresceu, enquanto a taxa de resistência à meticilina de estirpes de S. aureus 

diminuiu no período de 2007-2011 [64]. A disseminação de bactérias resistentes aos 

carbapenémicos, por exemplo, membros da família Enterobacteriaceae, constitui um 

problema, devido ao facto dos carbapenémicos serem antibióticos de amplo espetro e que 

muitas vezes são os únicos eficazes em infeções de difícil tratamento, e que não são tratáveis 

por outros antibióticos [64]. 

A falta de compostos antibacterianos novos e eficazes deve-se a vários fatores. Antes de 

mais, é difícil encontrar novos compostos antibacterianos com bons perfis farmacológicos e 

baixa toxicidade para o hospedeiro [64]. Além disso, do ponto de vista económico, as 

empresas farmacêuticas estão mais interessados no desenvolvimento de medicamentos para 

doenças crónicas do que para tratamentos de curto prazo [64]. E ainda, as bactérias tendem a 

desenvolver resistência aos anti-microbianos, o que restringe a sua utilização, e 

consequentemente, provoca um declínio nas vendas desses fármacos [64]. Por fim, as 

estruturas químicas dos antibióticos, especialmente os que são derivados naturais, são muito 

complexas. Portanto, a descoberta, design e desenvolvimento de novos fármacos eficientes é 

muito exigente [64].  

 

1.4.2. Biofilmes 

A natureza ubíqua de bactérias no ambiente, e o papel que desempenham na doença 

infeciosa tem sido uma das áreas mais extensivamente estudadas, o que levou, a enormes 

avanços científicos que visam erradicar uma série de doenças e melhorar a qualidade de vida 

[65], [66]. No entanto, o aparecimento de biofilmes bacterianos é um importante fator na 

morbilidade e mortalidade da maioria das doenças infeciosas. Isto torna-se ainda mais 

significativo porque os biofilmes bacterianos são resistentes às abordagens terapêuticas 

comuns, que eliminariam as respetivas células planctónicas (células livres e em flutuação) 

[65], [66]. Os biofilmes são descritos como comunidades de microrganismos, associados a uma 

superfície, encapsulados numa matriz extracelular de proteção [65], [66]. Cerca de 80% da 

biomassa microbiana encontra-se no estado de biofilme, e estima-se que mais de 75% das 
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infeções microbianas que ocorrem no corpo humano sejam sustentadas pela formação e 

persistência de biofilmes [65], [66].  

Algumas doenças comuns associadas à formação de biofilmes incluem infeções pulmonares em 

indivíduos com fibrose quística, feridas e queimaduras infetadas, otite média, endocardite 

bacteriana e cárie dentária (Tabela 3) [65], [66].  

 

Tabela 3: Doenças associadas a biofilmes (adaptada de [65]). 

Microrganismo Doença 

Pseudomonas aeruginosa Infeções pulmonares (fibrose quística) 

Burkholderia cepacia Infeções pulmonares (fibrose quística) 

Acinetobacter baumannii Queimaduras e feridas infetadas 

Helicobacter pylori Infeções gastrintestinais 

Escherichia coli Infeções urinárias (cateteres) 

Haemophilus influenzae Otite média 

Bordetella pertussis Infeções respiratórias 

Legionella pneumophila Doença do Legionário  

Staphylococcus aureus 
Queimaduras e feridas infetadas; Infeções 

urinárias (cateteres) 

Staphylococcus epidermidis Sepsis, infeções associadas a cateteres 

Staphylococcus mutans Gengivites e placa dentária 

Enterococcus resistentes à vancomicina  Infeções nosocomiais 

 

Os biofilmes formados em dispositivos médicos também são uma fonte contínua de infeção, 

necessitando, muitas vezes, da sua remoção completa do doente [65], [66]. As comunidades 

de bactérias organizadas em biofilme diferem das células planctónicas, uma vez que são 

entidades complexas e dinâmicas, representando uma tentativa de evolução pelas bactérias, 

para sobreviver face às pressões ambientais. Os biofilmes agravam o problema da resistência 

microbiana, sendo conhecidos por serem insensíveis aos antibióticos e microbicidas, que 

eliminariam as bactérias em suspensão [65], [66].  

 

1.4.2.1. Formação de biofilmes  

O processo que origina a formação de biofilmes é designado por quorum-sensing (QS) [65]–

[67]. Os fenómenos de QS explicam a forma como as bactérias comunicam umas com as 

outras, na tentativa de em conjunto, levar à alteração da expressão génica, no interior da 
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população [65]–[67]. Nas bactérias Gram-negativas, pequenas moléculas, como as homoserina 

lactonas (AHLs), são as responsáveis pela comunicação entre bactérias [65]–[67]. Nas 

bactérias Gram-positivas, os péptidos autoindutores, que se ligam aos recetores de cinase de 

histidina, são os responsáveis por essa comunicação [65]–[67]. 

Na primeira etapa da formação de biofilmes, as células planctónicas localizam um substrato 

adequado para se fixarem e iniciarem o ciclo de crescimento (Figura 7) [65]–[67]. Esta 

adesão, inicialmente reversível, torna-se irreversível, uma vez que as bactérias começam a 

produzir uma substância exopolimérica (EPS). Esta substância é fundamental para a 

sobrevivência do biofilme e é composta por várias biomoléculas provenientes das bactérias e 

do ambiente circundante, servindo como uma barreira de defesa dos microrganismos contra 

os microbicidas, proporcionando um espaço fechado para o biofilme consolidar [65]–[67]. A 

maturação do biofilme verifica-se quando esta estrutura se torna tridimensional no espaço. 

Com o desenvolvimento contínuo do biofilme, a sua morfologia e topografia tornam-se 

distintas [65]–[67]. De seguida, ocorre a projeção de unidades do biofilme, a partir da 

biomassa inicial, que permite a máxima adsorção de nutrientes e eliminação de resíduos [65]–

[67]. Além disso, a formação de cavidades ou canais ocos ao longo do biofilme vai-se tornando 

evidente. Estas características estruturais conferem ao biofilme, um sistema de transporte, 

necessário para canalizar água e células planctónicas para toda a comunidade [65]–[67]. A 

última fase do ciclo de desenvolvimento do biofilme é o desprendimento de bactérias do 

biofilme que vão colonizar outros locais, que podem ser distantes do local inicial, e assim 

repetir o ciclo de desenvolvimento do biofilme. A produção de biofilme pode estar associada 

a estados de stresse biótico ou ambiental [65]–[67].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Ciclo de crescimento do biofilme: A) células planctónicas; B) adesão reversível a uma 

superfície; C) Início da secreção de EPS pelas bactérias, tornando a adesão irreversível; D) o biofilme 

maduro adquire estrutura tridimensional; E) Biofilme completamente maduro; F) Dispersão de bactérias 

do biofilme para colonizarem outras superfícies distantes (retirada de [65]). 
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1.4.2.2. Mecanismos de resistência do biofilme 

Muitos dos mecanismos de resistência microbiana estão associados à formação de biofilmes, 

que proporcionam uma proteção para as bactérias em crescimento (Figura 8) [65], [66]. Os 

biofilmes são compostos por uma população heterogénea de células bacterianas que 

apresentam diferentes propriedades metabólicas [65], [66]. As células que são incorporadas 

nas camadas inferiores do biofilme podem crescer a um ritmo mais lento, devido à falta de 

nutrientes e oxigénio, em comparação com as células que se encontram à superfície do 

biofilme [65], [66]. A natureza do biofilme e a matriz de EPS podem intercetar alguns 

microbicidas, antes que estes possam efetivar os seus efeitos biológicos [65], [66]. Muitos dos 

agentes anti-microbianos não conseguem penetrar completamente o núcleo do biofilme, 

ficando presos na EPS ou por entrarem em contacto com as células resistentes, que impedem 

a penetração [65], [66]. A troca de material genético dentro do biofilme, através do processo 

de conjugação, pode ocorrer a taxas superiores a 100 vezes quando comparadas com 

populações de células planctónicas. Portanto, o desenvolvimento de mecanismos de 

resistência, tais como as bombas de efluxo, podem ser rapidamente propagadas a toda a 

comunidade do biofilme [65], [66]. Um dos problemas fundamentais no tratamento de 

infeções associadas a biofilmes é a alta taxa de infeções recorrentes, o que, muitas vezes 

resulta, num estado de doença mais agressivo (Figura 9) [65], [66]. Este problema é atribuído 

à existência de células ‘persistentes’, que se encontram na população de células do biofilme 

e também na população de células planctónicas, sendo inerentemente resistentes à ação de 

antibióticos ou microbicidas [65], [66]. No tratamento de doenças infeciosas, em que houve 

fixação de biofilme, verifica-se que os tratamentos iniciais, destinados a controlar a infeção, 

parecem ser bem-sucedidos com a eliminação de sintomas no doente [65], [66]. No entanto, 

quando as células ‘persistentes’ repovoam a comunidade, os métodos de tratamento são 

menos eficazes nas infeções subsequentes. Além disso, as células ‘persistentes’ não são 

erradicadas pela resposta imunitária do hospedeiro, porque se encontram protegidas pela 

matriz exopolimérica do biofilme [65], [66]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Diagrama conceptual dos mecanismos de resistência dos biofilmes (adaptado de [65]). 
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Figura 9: Presença de células ‘persistentes’ nos biofilmes (adaptada de [65]). 

 

1.4.3. Compostos naturais como anti-microbianos 

Tem-se verificado um aumento no estudo do potencial de fontes vegetais, microbianas e 

animais, para a produção de novas moléculas que possam ser a base para o desenvolvimento 

de fármacos antibacterianos [61]. As plantas têm recebido grande atenção como potenciais 

fontes de agentes antibacterianos, o que se traduz por um grande número de comunicações 

sobre a atividade antibacteriana in vitro de extratos de plantas, óleos essenciais e 

metabolitos secundários de plantas isolados e purificados, em conferências internacionais 

sobre Etnobiologia e Etnofarmacologia, e pelo elevado número de publicações nesta área 

[58], [68]–[76].  

As razões para a grande popularidade de materiais vegetais prendem-se com a enorme 

biodiversidade dentro do reino vegetal, com o elevado número de espécies de plantas com 

flor estimado em mais de 300 000; pela produção de um grande número de metabolitos 

secundários, de baixo peso molecular, pelas plantas, e, pelo facto dos medicamentos 

derivados de plantas terem sido usados durante séculos em muitas partes do mundo para 

tratar uma grande variedade de doenças, incluindo infeções, presumindo-se que os indivíduos 

não iriam continuar a fazê-lo se não obtivessem nenhum benefício [61].  

A elevada diversidade de compostos bioativos deve-se, em parte, aos mecanismos de defesa 

das plantas contra microrganismos, insetos, nematodes e até contra outras plantas [77]. O 

sistema de defesa das plantas previne eficazmente a maioria das infeções causadas por 

patogéneos bacterianos ou fitopatogéneos. Estes têm estratégias comuns para infetar e 

colonizar hospedeiros vegetais e animais, nomeadamente, a capacidade de administrar 

proteínas efetoras nas células do hospedeiro e também a capacidade de mimetizar, suprimir 

ou modular as vias de sinalização de defesa do hospedeiro, melhorando a aptidão do 

patogéneo [77]. Neste sentido, espera-se que algumas bactérias, que são normalmente 

patogénicas em animais, possuam suscetibilidade semelhante aos fitoquímicos, relativamente 

às bactérias patogénicas das plantas [77]. Os produtos químicos de defesa produzidos pelas 

plantas são geralmente classificados como fitoanticipinas, que são moléculas 

constitutivamente presentes numa forma inativa, ou como fitoalexinas, cujos níveis 



Capítulo 1 – Introdução Geral 

28 

 

aumentam fortemente em resposta à invasão microbiana ou são sintetizadas em resposta a 

uma infeção [77]. As fitoanticipinas são produtos de baixo peso molecular que se encontram 

presentes nas plantas, antes do ataque por microrganismos, ou são produzidas a partir de 

componentes pré-existentes após ataque microbiano [77]. Estes fitoquímicos, tais como, os 

glucosinolatos, os glicósidos cianogénicos e os saponósidos, são normalmente armazenados 

como glicósidos menos tóxicos, nos vacúolos ou nas paredes celulares das células da planta 

[77]. Se a integridade da célula for quebrada, quando penetrada por um microrganismo, o 

glicósido entra em contacto com enzimas hidrolíticas, presentes noutros compartimentos da 

célula, libertando agliconas tóxicas [77]. As fitoalexinas são produtos de baixo peso molecular 

que são produzidas em resposta a ofensivas microbianas, ambientais ou de herbívoros [77]. 

Após a deteção de patogéneos pelas plantas, é produzida uma mistura complexa de 

metabolitos secundários, de modo a controlar o invasor [77]. As fitoalexinas são 

quimicamente diferentes e incluem várias classes, tais como derivados fenilpropanoides 

simples, alcaloides, glicocorticoides, flavonoides, isoflavonoides, vários produtos de enxofre, 

terpenos e antraquinonas [77]. 

Os fitoquímicos com atividade antibacteriana reconhecida pertencem principalmente às 

seguintes classes estruturais de compostos: fenóis, terpenoides e óleos essenciais, alcaloides, 

lectinas e polipéptidos, e poliacetilenos [77]. 

 

1.4.4. Métodos de avaliação in vitro da atividade anti-microbiana 

Do mesmo modo que a avaliação da atividade biológica é fundamental para a avaliação da 

suscetibilidade aos antibióticos, é igualmente necessária para o rastreio de novos agentes 

anti-microbianos [78]. Os produtos naturais, tais como, extratos de plantas, óleos essenciais 

ou compostos bioativos puros, constituem potenciais alternativas aos antibióticos 

convencionais. Por isso, encontram-se descritos vários métodos para a avaliação das suas 

propriedades anti-microbianas, sendo os resultados obtidos influenciados pelos 

microrganismos utilizados, pelos métodos de extração dos compostos bioativos e pelo grau de 

solubilidade dos mesmos [78]. Por forma a padronizar os procedimentos de avaliação da 

atividade anti-microbiana, o laboratório Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

elaborou protocolos normalizados para os métodos de diluição em agar e de microdiluição 

para a determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) das amostras em estudo [78], 

[79]. Os métodos colorimétricos são uma abordagem alternativa, usando sais de tetrazolium 

como indicadores, uma vez que as bactérias os convertem em derivados de formazano com 

cor, que pode ser quantificada [78]. Apesar destes compostos serem bons indicadores do 

crescimento microbiano, apresentam algumas limitações, tais como, a autofluorescência, a 

redução dos sais de tetrazolium pelos compostos bioativos, especialmente no caso do XTT (3′-

{1-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium}-bis (4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic acid 

hydrate), TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride) e resazurina [78]. 
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1.4.4.1. Teste da difusão em disco 

O teste da difusão em disco é relativamente barato, fácil de usar e flexível, é um método 

baseado na difusão em agar, e que fornece resultados qualitativos. No entanto, o teste da 

difusão em disco é baseado na utilização de um gradiente de concentração do composto anti-

microbiano relativamente instável, gerado a partir de uma fonte de difusão pontual central, 

ou seja, o disco [79]. Muitas variáveis in vitro, tais como, a densidade do inóculo, a fase de 

crescimento, e as variações na placa de agar (por exemplo, a profundidade) podem 

influenciar directamente os tamanhos da zona de inibição e portanto, dar resultados pouco 

fiáveis. Serão obtidas zonas de inibição maiores com o crescimento lento dos organismos 

fastidiosos em comparação com rápido crescimento de bactérias aeróbias [79]. 

 

1.4.4.2. Métodos para a determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

A Concentração Mínima Inibitória (MIC) é definida como a menor concentração dos compostos 

em estudo que inibe o crescimento visível dos microrganismos testados [79], [80]. A 

Concentração Mínima Letal (MLC), que no caso das bactérias se designa por Concentração 

Mínima Bactericida (MBC) é a menor concentração de um composto que mata a maioria 

(99,9%) do inóculo [79], [80]. Como a MIC se refere à capacidade de inibição, é possível que, 

caso o composto anti-microbiano seja removido, o microrganismo comece a crescer 

novamente [79], [80]. Para determinar a capacidade do composto anti-microbiano matar o 

microrganismo, pode ser realizado um ensaio de crescimento [79].  

A determinação do valor de MIC pode ser realizada em agar ou em meio liquido. O método 

tradicional de determinação da MIC é utilizando a técnica de diluição em meio líquido, onde 

várias diluições do composto anti-microbiano são incorporadas no meio líquido, utilizando 

para isso os poços de microplacas ou tubos de ensaio. Cada tubo ou poço da microplaca 

contém uma concentração diferente do agente anti-microbiano e é inoculada com um valor 

fixo do microrganismo a ser testado. Após incubação adequada, a menor concentração que 

não revele crescimento visível é considerada como o valor de MIC [79]. O teste de diluição em 

agar é utilizado para a determinação do valor de MIC de um agente anti-microbiano 

necessária para inibir o crescimento de um microrganismo. Tal como acontece com técnica de 

diluição em meio liquido, o método de diluição em agar fornece um resultado quantitativo, 

sob a forma do valor de MIC, em contraste com os testes de suscetibilidade, baseados na 

difusão em disco, que resultam numa medida indireta de suscetibilidade e proporcionam um 

resultado qualitativo interpretativo. O método de diluição em agar é o que se encontra 

melhor estabelecido para determinar a suscetibilidade anti-microbiana e é comummente 

utilizado como padrão ou método de referência para a avaliação de novos agentes anti-

microbianos [79].  

Têm surgido, vários métodos de determinação dos valores de MIC, que utilizam corantes 

vitais, de modo a facilitar a interpretação dos resultados. Destes, destacam-se os que 
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utilizam a resazurina [81]. A resazurina é um corante redox de cor azul, que as bactérias 

metabolicamente ativas reduzem a resorufina (cor-de-rosa), e por fim a dihidroresorufina 

(incolor) [81]. 

 

1.4.4.3. Métodos de avaliação da atividade anti-biofilme 

Os sistemas de formação de biofilmes baseados em microplacas estão entre os mais 

frequentemente usados [82]. Nestes sistemas, os biofilmes, ou são formados no fundo e nas 

paredes da microplaca (geralmente numa placa de 96 poços), ou são formados na superfície 

de um cupão colocado no fundo dos poços da microplaca (comummente em placas de 6 , 12 

ou 24 poços) [82]. Após o crescimento do biofilme, a extensão da formação do mesmo ou a 

inibição da sua formação, por um determinado composto, pode ser medida por vários 

métodos [82]. O número de células cultiváveis pode ser determinado usando métodos de 

contagem em placa convencionais e, para isso, as células devem ser removidas da superfície 

por raspagem e/ou ultrassons (quando os biofilmes são formados na parte inferior e nas 

paredes da microplaca), ou podem ser separadas da superfície através da aplicação de ciclos 

de sonicação e vortex (quando os biofilmes são formados em cupões nos poços da microplaca) 

[82]. Subsequentemente, as células em suspensão podem ser plaqueadas. No entanto, os 

métodos de plaqueamento convencionais não permitem a recuperação de células viáveis mas 

não cultiváveis [82]. Outas técnicas alternativas têm sido desenvolvidas para a quantificação 

de biofilmes, formados em microplacas, e incluem: técnicas para determinar a biomassa total 

do biofilme (matriz exopolimérica, células vivas e mortas), por exemplo, a coloração com 

violeta de cristal; métodos para determinar o número de células aderidas viáveis, utilizando a 

resazurina ou o XTT; e técnicas para avaliar a quantidade de polímeros extracelulares da 

matriz do biofilme (coloração com azul de dimetilmetileno) [82]. 
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1.5. Caracterização das plantas estudadas 

O Parque Natural da Serra da Estrela abrange uma área montanhosa, localizada no centro-

oeste do território português, repartida pelos concelhos de Celorico da Beira, Covilhã, 

Gouveia, Guarda, Manteigas e Seia, constituindo uma das mais extensas áreas protegidas 

nacionais [83]–[85]. O Parque foi criado em 16 de julho de 1976 (D.R. N.º 557/76), com uma 

área inicial de 52 000 hectares, tendo os seus limites sido redefinidos em revisões posteriores. 

Em 1979, a sua área foi ampliada para 101 060 hectares (D.R. N.º 167/79) e, mais 

recentemente, em 2007 (D.R. N.º 83/2007) sofreu uma redução para 88 850 hectares [83]–

[85].  

Pela sua posição latitudinal e pequena distância em relação ao oceano Atlântico, a Serra da 

Estrela está sujeita a influências climáticas mediterrânicas, atlânticas e continentais. Estes 

aspetos, em conjunto com a complexidade orográfica e geológica e com a ação do homem ao 

longo dos últimos séculos, determinam uma diversidade biológica elevada a nível da flora 

[83]–[85]. A variação altitudinal considerável desta montanha tem como consequência uma 

zonação bem marcada da vegetação. Assim, é possível definir três grandes andares de 

vegetação, basal, intermédio e superior, que podem ser caracterizados pela sua vegetação 

atual, potencial e respetivas etapas de substituição [83]–[85]. 

Da flora da Serra da Estrela fazem parte um pouco mais de 900 taxa de plantas vasculares, 

que representam cerca de um terço da fitodiversidade nacional, alguns deles endémicos da 

Serra tais como: Festuca henriquessii, Silene foetida foetida e outros de ocorrência restrita 

em Portugal, correspondentes a elementos florísticos Mediterrânicos, Atlânticos, 

Continentais, Alpinos e Boreais [83]–[85]. No Parque Natural da Serra da Estrela existem 32 

habitats incluídos no Anexo I da Diretiva Habitats e cerca de um quarto das espécies de 

plantas descritas nesta área fazem parte da lista preliminar para o Livro Vermelho das plantas 

vasculares de Portugal [83]–[85].  

 

Descrevem-se a seguir algumas espécies vegetais que ocorrem no Parque Natural da Serra da 

Estrela, e que foram objeto de estudo neste trabalho, no contexto da procura de novas 

substâncias com atividades antioxidante e anti-microbiana, assim como, as suas utilizações na 

medicina popular e as propriedades biológicas que se encontram estudadas. 

 

1.5.1. Echinospartum ibericum (E. ibericum) 

A espécie E. ibericum (Figura 10), conhecida vulgarmente por caldoneira, pertence ao género 

Echinospartum, da família Fabaceae. Esta espécie é endémica da Península Ibérica e cresce 

normalmente acima dos 1000 metros de altitude. São conhecidas outras espécies de 

caldoneira, tanto em Portugal como em Espanha, mas não se conhecem aplicações na 

medicina tradicional nem a sua composição química ou propriedades biológicas [86].  
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Figura 10: Fotografia da caldoneira na época da floração. 

 

1.5.2. Pterospartum tridentatum (P. tridentatum) 

A carqueja (Figura 11), cujo nome científico é P. tridentatum, é uma espécie autóctone que 

ocorre no norte da Península Ibérica e em Marrocos [87], [88]. Este pequeno arbusto cresce 

em solos ácidos até cerca de 100cm, e as suas flores amarelas características e de odor típico 

são tradicionalmente colhidas na primavera, de março a junho [87], [88]. As folhas e os 

caules são normalmente utilizados em culinária, para aromatizar arroz e carne assada [87], 

[88]. Os caules secos são também utilizados como combustível nos fornos de lenha 

tradicionais, dando um agradável aroma ao pão [87], [88]. Além disso, estudos recentes 

demonstraram a possibilidade deste arbusto ser utilizado como alternativa aos combustíveis 

fósseis, como fonte de açúcares convertíveis em bioetanol [89]. As flores da carqueja são 

utilizadas na medicina tradicional sob a forma de infusões, sozinhas ou em misturas de ervas, 

no tratamento de irritações da garganta, no controlo da glicémia (em casos de diabetes tipo 

2), da hipertensão e da hipercolesterolemia [87], [88]. A infusão das flores está também 

indicada no alívio de problemas do fígado, bexiga, rins e reumatismo [88]. Este arbusto é 

também conhecido pelas suas propriedades diuréticas, laxantes, purgativas, emolientes e 

digestivas [90]. O óleo essencial das partes aéreas desta espécie, colhidas durante a fase de 

floração, é constituído maioritariamente por cis-theaspirane (13%), trans-theaspirane (12%) e 

octen-3-ol (11%) [88]. O extrato aquoso das flores de carqueja possui atividade antioxidante 

demonstrada pelos métodos do ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) 

e do β-caroteno/ácido linoleico, possuindo também grandes concentrações em fenóis totais 

[87]. Este extrato é constituído por uma mistura de compostos incluindo o ácido poliolquínico 

e derivados de ácidos gordos como sulfato de 12-hidroxijasmonato, ácido 5’-hidroxijasmónico 

e 5’-O-glucósido e outros compostos fenólicos [87]. Isto sugere que as flores da espécie P. 

tridentatum possuem fenóis de diferentes classes, nomeadamente, ácidos fenólicos, flavonas, 

flavonóis e isoflavonas [87]. 
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Figura 11: Pormenor das flores amarelas da carqueja. 

 

Relativamente às propriedades biológicas da carqueja, mostrou-se que o extrato aquoso das 

flores desta espécie, não afeta a fosforilação oxidativa nas mitocôndrias [87]. Além disso, 

estudaram-se as propriedades tóxicas destes extratos e verificou-se que os mesmos não 

apresentavam toxicidade para células hepáticas [87]. Outro estudo, com o objetivo de 

caracterizar a decocção de carqueja que é utilizada tradicionalmente, permitiu concluir que 

os principais constituintes do extrato aquoso são três derivados da genisteína (4’,5,7-

trihidroxi-isoflavona): as isoflavonas sissotrina, genistina e prunetina; a isoflavona 5,5’-

dihidroxi-3’-metoxi-isoflavona-7’-O-β-glucósido também está presente [91]. Mostrou-se que as 

flores da carqueja têm atividade antioxidante em ambiente celular, para concentrações 

superiores a 0.3mg/mL, sendo o extrato desprovido de toxicidade para as células endoteliais 

[91], [92]. Verificou-se que existe uma relação entre a capacidade antioxidante dos extratos 

de carqueja com os potenciais efeitos benéficos nos doentes com diabetes, uma vez que o 

extrato aquoso desta espécie previne os danos oxidativos nas células endoteliais e assim 

atrasa o desenvolvimento de complicações vasculares [91], [92]. A atividade antioxidante 

deste arbusto foi amplamente estudada e relaciona-se com a sua composição em compostos 

fenólicos [90], [93]. 

 

1.5.3. Juniperus communis (J. communis) 

A espécie J. communis, conhecida vulgarmente por zimbro (Figura 12), é uma gimnospérmica 

pertencente à família Cupressaceae, e corresponde a um arbusto que ocorre a alta altitude 

[94]. É o segundo género mais diverso das coníferas, com 67 espécies e 34 variedades. Todos 

os táxons estão restritos no hemisfério norte, exceto a espécie J. procera Hochst. Ex Endl., 

que também cresce ao longo das montanhas do rifte da África oriental, no hemisfério sul [95]. 

O zimbro prospera nas pastagens e nas falésias nas zonas montanhosas da Europa, Ásia, e 

América do Norte [95].  
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Figura 12: Fotografia do zimbro, mostrando as suas bagas. 

 

Estão bem documentadas as propriedades medicinais desta espécie em casos de diarreia, 

dores abdominais, tumores, hemorroidas, bronquites e indigestão [94]. As bagas maduras do 

zimbro são tradicionalmente utilizadas como aromatizantes na confeção de alguns alimentos 

e na preparação de bebidas alcoólicas [94]. De acordo com a regulamentação europeia (EEC 

1576/89), o sabor principal no tipo de gim mais comum e popular (London dry gin), que 

pertence à classe de “gins destilados”, provém das bagas do zimbro [96]. Estas contêm cerca 

de 2% de substâncias voláteis, juniperina, resinas (10%), proteínas, ácidos fórmico, acético e 

málico. Os frutos maduros secos contêm óleo essencial, também conhecido por óleo de 

zimbro, constituído por pineno, cadinenos, canfeno e outros ácidos diterpénicos [94]. Em 

fitoterapia, o óleo de zimbro tem sido utilizado como carminativo, diurético, inalado 

juntamente com vapor de água em casos de bronquite, em doentes com artrite e também 

como antioxidante [94]. Os óleos essenciais das agulhas, dos frutos e da madeira do zimbro 

foram objeto de vários estudos e as suas propriedades biológicas, tais como, anti-microbiana 

e citotóxica foram amplamente descritas e comprovadas [95], [97]–[101]. As bagas são 

também recomendadas no alívio da tosse, no tratamento da tuberculose infantil (demonstrou-

se a atividade contra Mycobacterium tuberculosis [102], [103]) e na terapia de doentes 

diabéticos [94]. Estudou-se a atividade anti-microbiana de extratos desta espécie e verificou-

se que estes apresentavam propriedades inibitórias em diversas estirpes que causam algumas 

doenças em humanos e em plantas [30], [94], [104]. Os extratos aquosos e etanólicos das 

folhas e das bagas do zimbro apresentaram atividade antioxidante medida por vários métodos 

e também capacidade de inibição da acetilcolinesterase [25], [30], [104].  

 

1.5.4. Ruscus aculeatus (R. aculeatus) 

A gilbardeira (R. aculeatus) (Figura 13) pertence à subfamília Asparagoideae da família 

Liliaceae (Ruscaceae) e é uma espécie amplamente distribuída pela Europa [105].  
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Figura 13: Fotografia da gilbardeira. 

 

O extrato alcoólico dos rizomas desta espécie é normalmente utilizado no tratamento de 

problemas venosos ou como tónico e/ou preventivo vascular em casos de hemorroidas e 

fragilidade capilar [106], [107]. O extrato de R. aculeatus aumenta a circulação venosa 

periférica, causando contrações, pela ativação dos adrenorecetores α1 e α2, levando à 

libertação de norepinefrina endógena das terminações nervosas adrenérgicas, e pela ação 

direta na musculatura lisa venosa [108]. Além disso, os extratos também possuem atividade 

anti-elastase e são componentes de fármacos com atividade anti-inflamatória e 

vasoconstritora [109]. O efeito anti-edema de alguns heterósidos esteroides desta espécie foi 

também demonstrado em fenómenos edematosos [109]. A análise química permitiu verificar a 

presença de uma série de sapogeninas esteroides, saponinas, esteróis e triterpenos [105]. No 

geral, os compostos bioativos desta espécie são as saponinas esteroides, principalmente do 

tipo espirostano, incluindo as agliconas neoruscogenina e ruscogenina [110]. Estes compostos 

provêm da ciclização do 2,3-oxidosqualeno [111]. A atividade citostática de alguns compostos 

presentes nos rizomas desta espécie foi estudada em células de leucemia (HL-60) [105]. 

 

1.5.5. Rubus ulmifolius (R. ulmifolius) 

A espécie R. ulmifolius, vulgarmente conhecida por silvas (Figura 14), pertence à família 

Rosaceae e tem sido utilizada para fins terapêuticos [112]. As folhas e os rebentos desta 

espécie são usados na medicina tradicional Italiana, devido às suas propriedades biológicas, 

nomeadamente, anti-inflamatória, antiodontálgica e espasmolítica gastrointestinal [112]; os 

rebentos jovens esmagados são aplicados em feridas e em picadas de insetos infetadas [112]. 

As folhas jovens esmagadas são aplicadas no tratamento de abcessos, furúnculos e úlceras; as 

decocções das folhas são utilizadas externamente na vermelhidão dos olhos, em lavagens 

vaginais, e internamente em casos de diarreia, hemorroidas e inflamações intestinais [113]. 

Na medicina popular Chilena, as silvas são utilizadas devido à sua atividade hipoglicemiante, 
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experimentalmente demonstrada em ratos [113]. Também se comprovaram as propriedades 

anti-microbianas de extratos metanólicos brutos das silvas em diversas bactérias e fungos 

[112], [114]. A atividade anti-microbiana de extratos de elevada polaridade, como por 

exemplo extratos metanólicos, de R. ulmifolius foi demonstrada em várias bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e leveduras, enquanto os extratos com n-hexano, clorofórmio, 

clorofórmio/metanol (9:1) são menos ativos [112]. A máxima atividade foi conseguida pelas 

frações contendo fenóis e taninos. As partes aéreas das silvas contêm compostos fenólicos, 

incluindo flavonoides (quercetina, caempferol, ácido cafeico e ácido clorogénico), ácidos 

gordos saturados e insaturados, e mostraram ter atividade antifúngica [112], [114]. Foram 

também identificados nesta planta, compostos como o ursano, oleanano, triterpenos e 

glicósidos de flavonoides; além disso a atividade anti-microbiana destes compostos puros e de 

frações ativas foi comprovada em diversos microrganismos, particularmente em estirpes de S. 

aureus multirresistentes [113], [114]. O estudo conduzido por Martini et al, 2009 [115] 

demonstrou a capacidade de extratos de R. ulmifolius inibirem o crescimento de estirpes de 

Helicobacter pylori, pela inativação das bombas iónicas, isto é, enzimas que regulam o fluxo 

de cobre e outros catiões de metais de transição através das membranas [115]. A atividade 

anti-microbiana dos extratos desta espécie em estirpes de patogéneos alimentares também 

foi estudada [116]. O trabalho de Quave et al, 2012 [117] permitiu concluir que o extrato das 

raízes de R. ulmifolius, rico em ácido elágico e outros derivados, pode ser utilizado na 

inibição da formação de biofilmes de estirpes de S. aureus, não exercendo atividade tóxica 

em células normais de mamíferos, o que sugere a possível aplicação deste extrato na 

prevenção e tratamento de infeções associadas a biofilmes de S. aureus [117], [118]. A 

atividade antioxidante de extratos de silvas e dos seus frutos, as amoras silvestres, encontra-

se bem explorada e fundamentada cientificamente [43], [119], [120]. Esta atividade está 

relacionada com a presença de ácido cafeico, ácido ferúlico, ésteres quínicos cafeicos e 

também quercetina-3-O-glucoronido e caempferol-3-O-glucoronido [119]. A espécie 

Portuguesa de silvas tem sido amplamente estudada e as suas propriedades biológicas 

descritas, nomeadamente atividade antioxidante [120]–[122]. 

 

 

 

 

Figura 14: Pormenor das flores (à esquerda) e dos frutos (à direita) da espécie R. ulmifolius. 

 

1.5.6. Hakea sericea (H. sericea) 

A espécie H. sericea (Proteaceae) (Figura 15), também conhecida por carapeteiro ou háquea-

picante, é uma espécie nativa do sudeste da Austrália, introduzida em Portugal para fins 
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ornamentais e que rapidamente se tornou numa espécie infestante. A sua capacidade de 

produzir raízes proteoides juntamente com a produção de um grande número de sementes, 

protegidas por folículos lenhosos que se acumulam pelos ramos durante toda a vida da planta, 

a eficiente dispersão das sementes pelo vento e a sua rápida germinação, permitiu que esta 

espécie se adaptasse a territórios sujeitos a incêndios e em solos pobres em fósforo. Estas 

vantagens tornaram a espécie H. sericea uma espécie invasora agressiva para a vegetação 

natural e autóctone da bacia do Mediterrâneo, à semelhança do que se observou na Nova 

Zelândia e na África do Sul [123], [124].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Fotografia da espécie H. sericea. 

 

O estudo de Barr et al, 1988 [125], levou ao isolamento de 5-alquilresorcinóis, a partir de 

extratos das espécies H. trifurcata e H. amplexicaulis (ambas do género Hakea), com a 

capacidade de clivar moléculas de DNA [125]. Recentemente a espécie H. sericea tem 

recebido maior destaque, verificando-se que extratos desta planta apresentavam grandes 

concentrações de fenóis e flavonoides [126]. Mostrou-se também que os extratos polares de 

espécies de Hakea (H. sericea e H. salicifolia) têm boa atividade anti-microbiana em diversas 

estirpes de S. aureus, incluindo algumas multirresistentes [126].   

 

1.5.7. Cytisus multiflorus (C. multiflorus) 

A giesta-branca (C. multiflorus) (Figura 16), Leguminosae-Cytiseae, é uma espécie presente 

em torno do Mediterrâneo, apesar de ser encontrada em regiões geográficas distintas como o 

norte e o sul de África, a Europa ocidental e central, o Mar Negro e a Turquia [127]. Esta 

espécie, abundante na Península Ibérica, cresce em solos pobres e ácidos, aparece 

frequentemente em áreas degradadas ou marginais. Apresenta um grande número de flores 

brancas com um sistema de apresentação de pólen tipo valvular. A giesta-branca é muito 

utilizada para fins ornamentais, mas também para alimentação de gado. Outras aplicações 

desta planta incluem a recolha do pólen para fins de apicultura e a fertilização da terra para 
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a agricultura [127]. Este arbusto, e outros do mesmo género botânico, são conhecidos pelas 

suas propriedades bioativas, nomeadamente, antioxidante, diurética, hipnótica, ansiolítica e 

antiparasitária [93], [127]–[129]. Esta bioatividade, e em particular a atividade antioxidante, 

está relacionada com a elevada concentração de compostos fenólicos e flavonoides nesta 

espécie [93], [128], [129]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Giesta-branca florida. 

 

1.5.8. Crataegus monogyna (C. monogyna) 

A espécie C. monogyna, vulgarmente designada por pilriteiro ou espinheiro (Figura 17), é uma 

das espécies mais recomendadas na medicina popular e as suas bagas são abundantemente 

consumidas por pastores, caçadores e crianças, por serem consideradas saudáveis e nutritivas 

[130], [131]. O género Crataegus (Rosaceae) originário das zonas temperadas do hemisfério 

norte é composto por 280 espécies. Encontra-se no oeste Asiático, na América do Norte e na 

Europa, onde estão descritas 21 espécies. Para além da sua vasta utilização hortícola como 

espécie ornamental, é considerada uma das plantas medicinais mais antiga do mundo 

ocidental, estando inscrita em diversas farmacopeias [132]–[136]. A utilização disseminada 

desta planta relaciona-se com as suas propriedades neuro- e cardio-sedativas e à baixa 

toxicidade. A sua bioatividade está associada à presença de catequinas ((+)-catequina, (-)-

epicatequina), proantocianidinas, flavonoides (hiperósido, vitexina-2’’-O-ramnósido, vitexina-

4’-acetil-2’-ramnósido, rutina e vitexina) e flavanóis [132], [133], [137].  

A característica mais importante dos extratos desta espécie é o seu efeito inotrópico positivo, 

isto é, a capacidade de ativação das células do músculo cardíaco, regulando o fluxo de 

sangue, atuando como dilatadores coronários [138], [139]. Está amplamente descrita a 

atividade antioxidante de extratos de pilriteiro, que se deve à presença de inúmeros 

compostos fenólicos [24], [133], [138].  
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Figura 17: Flores (à esquerda) e frutos maduros (à direita) da espécie C. monogyna. 

 

Em várias regiões de Portugal, o pilriteiro é considerado especialmente importante na 

prevenção de várias doenças relacionadas com a idade (doenças cardiovasculares, 

aterosclerose, artrite e hipertensão, por exemplo) [122]. Está também indicado no 

tratamento de constipações, infeções respiratórias superiores, pneumonias, bronquites e é 

utilizado como tranquilizante e no controlo das perturbações associadas à menopausa, 

obesidade e celulite [130]. As mulheres costumam reunir os frutos maduros outonais para 

darem às crianças, por acreditarem que são fortes suplementos vitamínicos [130]. Além disso, 

são também conhecidas aplicações das flores e dos frutos desta espécie no tratamento da 

insuficiência cardíaca crónica, na hipertensão arterial, em arritmias e em várias doenças 

gástricas bem como noutras aplicações geriátricas [130]. Os frutos do pilriteiro são por vezes 

utilizados, na confeção de compotas, doces, geleias, bebidas e licores [130]. Verificou-se que 

as flores desta espécie apresentam grandes teores de tocoferóis e ácido ascórbico. Os frutos 

maduros possuem maiores níveis de hidratos de carbono, β-caroteno e ácidos gordos 

saturados. Por sua vez, os frutos verdes, contêm maiores concentrações de ácidos gordos 

polinsaturados, assim como maiores quantidades de compostos fenólicos e melhor atividade 

antioxidante [130]. Mostrou-se a atividade anti-proliferativa de extratos das diferentes partes 

aéreas da espécie C. monogyna, devida essencialmente à presença de compostos fenólicos 

que modulam os eventos biológicos associados à progressão e desenvolvimento do cancro, tais 

como, proliferação celular, apoptose, diferenciação celular e neovascularização [140].  

 

1.5.9. Erica arborea (E. arborea) 

A espécie E. arborea, conhecida por urze-branca (Figura 18), pertence ao género Erica 

(Ericaceae), e encontra-se distribuída pela Europa, Médio Oriente e África. Esta espécie é 

nativa de uma série de países de África, Ásia e Europa; também é natural nas Ilhas Britânicas, 

Austrália e Nova Zelândia [141], [142]. Este arbusto pode atingir os 7 metros de altura e 

produz uma enorme quantidade de pequenas flores brancas. As suas folhas e flores têm sido 

utilizadas devido à sua ação adstringente, diurética, antisséptica urinária e laxante [141], 

[142]. Estão também indicadas na cicatrização de feridas e já Dioscorides indicava que um 

cataplasma preparado a partir das folhas de urze curava as mordidas de serpentes [142]. As 

espécies de Erica contêm inúmeros compostos bioativos, tais como, flavonoides, 

antocianidinas, cumarinas e triterpenoides [142]. Estudos fitoquímicos prévios levaram ao 
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isolamento de (-)-epicatequina, quercitrina e glicósidos flavónicos [141], [142]. As atividades 

farmacológicas desta espécie foram estudadas e demonstradas, tais como, anti-úlcera, anti-

microbiana, anti-inflamatória, hipolipidémica e citotóxica [142]–[144]. As propriedades 

antioxidantes de extratos desta espécie encontram-se também descritas e estão relacionadas 

com a presença de compostos fenólicos [93], [145], [146]. Além disso, o mel produzido a 

partir de pólen proveniente das flores de diferentes espécies de Erica possui atividades 

antioxidante e anti-microbiana [147], [148]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Urze-branca em flor. 

 

1.5.10. Ipomoea acuminata (I. acuminata) 

As flores popularmente chamadas por bons-dias ou glórias-da-manhã, de seu nome científico 

I. acuminata (Figura 19), pertencem ao género Ipomoea, a que também pertence a batata-

doce, da qual se conhecem algumas propriedades biológicas [149]–[152]. Não se conhecem, no 

entanto, utilizações na medicina popular ou estudos fitoquímicos para esta espécie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Pormenor da flor da espécie I. acuminata. 
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1.5.11. Ailanthus altissima (A. altissima) 

A espécie A. altissima (Simaroubaceae) vulgarmente designada por árvore-do-céu (Figura 20) 

é nativa da China e foi introduzida na Europa no século XVIII [153], [154]. Apesar de inodoras, 

quando se encontram na planta, as folhas e as flores apresentam um odor desagradável 

quando são esmagadas [153], [154]. A espécie A. altissima encontra-se hoje amplamente 

naturalizada e adaptada a uma vasta variedade de tipos de solo. Esta planta é muito difícil de 

controlar e/ou remover, após ter criado uma raiz principal [153], [154]. Várias características 

contribuem para o sucesso da árvore-do-céu, nomeadamente, a versatilidade dos seus 

métodos de reprodução, o seu crescimento extremamente rápido, a tolerância a condições 

desfavoráveis e a provável ausência de aleloquímicos [153]. Esta árvore de folha caduca tem 

a capacidade de se regenerar a partir de rebentos diretamente da raiz, por isso é capaz de 

rapidamente colonizar outras áreas e assim tornar-se invasora [155]. Esta espécie é utilizada 

na medicina tradicional Chinesa como aromatizante amargo e no tratamento de constipações 

e doenças gástricas [153]. Estudos fitoquímicos prévios demonstraram a presença de 

quassinoides e alcaloides indólicos nesta planta, assim como, terpenoides, triterpenoides 

tetracíclicos, esteroides, flavonoides, cumarinas terpeniladas, e óleos voláteis [153], [156], 

[157]. Foram isolados e identificados vários quassinoides citotóxicos para células do hepatoma 

humano nesta espécie [158]. Também foram caracterizados os lípidos, ácidos gordos, fenóis e 

os compostos voláteis das folhas de A. altissima [153]. Extratos de A. altissima e os seus 

compostos isolados apresentaram propriedades medicinais, tais como, antioxidante, anti-

malária, antiviral, antifúngica, inseticida, anti-tuberculose, anti-inflamatória, citotóxica, 

anti-proliferativa, anti-asmática e atividade inibitória da fosfodiesterase [153], [156]. As 

folhas desta espécie possuem elevada capacidade antioxidante, e antibacteriana em estirpes 

de bactérias Gram-positivas [156]. Os extratos metanólicos de A. altissima apresentaram 

atividade antibacteriana contra diferentes patogéneos alimentares e simultaneamente 

propriedades antioxidantes o que indica uma potencial utilização de extratos desta planta 

como conservantes alimentares [159]. Por outro lado, mostrou-se que extratos desta espécie 

induzem a apoptose em células cancerígenas [160] e além disso, inibem a expressão de 

citocinas inflamatórias, suprimindo a ativação do fator kappa-B nuclear, exercendo um efeito 

anti-anafilático [161]. O potencial papeleiro desta espécie, e a sua utilização como fibra 

alternativa para a produção de pasta para papel foi também avaliado [162], [163].  

 

 

 

 

Figura 20: Fotografia da espécie A. altissima. 
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1.6. Objetivos     

O objetivo geral deste trabalho foi melhorar o conhecimento sobre as atividades biológicas de 

extratos obtidos a partir de espécies vegetais presentes no Parque Natural da Serra da 

Estrela, e de definir procedimentos para a sua extração e valorização como produtos naturais 

para uso terapêutico e/ou nutracêutico. Assim, com este trabalho pretendeu-se: 

1. Selecionar espécies que ocorrem na Serra da Estrela, e recolher as suas diversas 

partes aéreas (caules, folhas, flores e frutos); 

2. Pesquisar a presença de compostos biologicamente ativos nas diferentes partes das 

espécies recolhidas: 

a. Preparar extratos brutos a partir das diferentes partes das plantas, usando 

diferentes condições de extração (decocção e extração com o extrator de 

Soxhlet) e diferentes solventes (metanol, etanol, acetona e mistura 

água/etanol); 

b. Estudar a composição química dos extratos, no que respeita a algumas classes 

de metabolitos secundários: fenóis, taninos, flavonoides e alcaloides; 

c. Avaliar a bioatividade dos extratos brutos obtidos: atividade antioxidante, 

atividade anti-microbiana e atividade anti-biofilme; 

d. Realizar testes de citotoxicidade para os extratos com melhores propriedades 

biológicas. 

3. Separar e identificar os compostos responsáveis pelas atividades biológicas: 

a. Separação cromatográfica através do fracionamento bioguiado dos extratos 

com melhores resultados, em termos de atividade biológica (maiores 

atividades antioxidante e anti-microbiana e baixa citotoxicidade), para 

obtenção de frações ativas e/ou para separar, isolar e identificar compostos 

puros; 

b. Elucidação estrutural do(s) composto(s) maioritário(s), isolado(s) nas frações 

ativas, por FTIR, HRMS e NMR; 

c. Avaliar as propriedades anti-microbianas do composto maioritário isolado e 

identificado. 

4. Estudar a atividade anti-microbiana e anti-biofilme de alguns compostos puros (ácidos 

gálico, cafeico e clorogénico), identificados nos extratos vegetais por RP-HPLC: 

a. Avaliar o mecanismo de ação, responsável pelas propriedades anti-

microbianas, por citometria de fluxo e microscopia eletrónica de varrimento; 

b. Analisar o efeito nas propriedades de adesão das bactérias ao polistireno. 
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2.1. Caracterização dos compostos bioativos com atividade 

antioxidante de extratos de alguns arbustos portugueses 

 

 

 

 

 

Artigo 1 

 

Bioactive Compounds, RP-HPLC Analysis of Phenolics, and 

Antioxidant Activity of Some Portuguese Shrub Species Extracts 

 

Ângelo Luís, Fernanda Domingues, Ana Paula Duarte 

 

Natural Product Communications, Vol. 6, No. 12, 1863 – 1872, 2011 
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2.2. Ailanthus altissima: uma fonte de compostos bioativos com 

atividade antioxidante 

 

 

 

 

 

Artigo 2 

 

Ailanthus altissima (Miller) Swingle: A Source of Bioactive 

Compounds with Antioxidant Activity 

 

Ângelo Luís, Nuno Gil, Maria Emília Amaral, Fernanda 

Domingues, Ana Paula Duarte 

 

BioResources, 7 (2), 2105 – 2120, 2012 
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2.3. Propriedades anti-microbianas, anti-biofilme e citotóxicas 

de extratos de Hakea sericea 

 

 

 

 

 

Artigo 3 

 

Antimicrobial, antibiofilm and cytotoxic activities of Hakea 

sericea Schrader extracts 
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Duarte, Fernanda Domingues 

 

Pharmacognosy Magazine, Volume 10, Issue 37 (Supplement), S6 - 

S13, 2014  
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2.4. Um novo derivado da família dos alquenilresorcinóis com 

propriedades anti-microbianas, isolado a parir dos frutos de 

Hakea sericea 
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An Alkenylresorcinol Derivative from Hakea sericea Fruits and 

their Antimicrobial Activity 

 

Ângelo Luís, Carla Cruz, Ana Paula Duarte, Fernanda Domingues 

 

Natural Product Communications, Vol. 8, No. 10, 1459 – 1462, 2013 
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2.5. Isolamento, identificação e determinação da atividade anti-

microbiana do ácido 9-(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3(Z)-

enóico 
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2.6. Atividade dos ácidos gálico, cafeico e clorogénico em 

células planctónicas e em biofilmes de S. aureus  
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2.7. Propriedades biológicas dos alquilresorcinóis: Mini-revisão 
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A área florestal portuguesa ocupa cerca de 3.3 milhões de hectares, o que representa cerca 

de 38% do território nacional. O ecossistema da Serra da Estrela suporta uma vasta cobertura 

vegetal, constituindo a principal rede ecológica do interior. Neste ecossistema crescem 

diversas espécies de árvores e arbustos que são potenciais fontes de compostos bioativos 

[164]. A produção e acumulação de metabolitos secundários nas plantas pode ter várias 

funções, tais como, auto-proteção, atração de polinizadores, estabelecimento de relações de 

simbiose e desenvolvimento das estruturas vegetais [153]. 

A oxidação é um processo essencial para a produção de energia no organismo humano, no 

entanto as ROS são, por vezes, produzidas em excesso sob condições patológicas, resultando 

em stresse oxidativo, o qual também pode estar associado a diversas patologias. A oxidação 

também afeta os produtos alimentares, sendo uma das principais causas de deterioração. No 

sentido de reduzir estes danos, na indústria são utilizados antioxidantes sintéticos no 

processamento alimentar, de modo a evitar a oxidação e degradação dos alimentos. No 

entanto, estes compostos podem ser responsáveis por efeitos colaterais graves, 

nomeadamente danos hepáticos e carcinogénese [165]. Neste contexto, surge o interesse pela 

descoberta de novas substâncias antioxidantes, que possam proteger o corpo humano dos 

radicais livres e atrasar o progresso das várias doenças crónicas associadas e, por outro lado, 

prevenir a degradação oxidativa dos alimentos. Os antioxidantes naturais ganham assim 

relevância, por serem mais facilmente aceites pelas pessoas, pela perceção da sua segurança 

e eficácia [30]. Verifica-se atualmente um aumento de interesse nos compostos bioativos de 

origem natural, cujas propriedades podem exceder as dos antioxidantes sintéticos, de modo a 

identificar novos antioxidantes para fins industriais, nomeadamente, para a indústria 

alimentar, farmacêutica e cosmética. De entre os compostos com atividade antioxidante de 

origem vegetal, destacam-se os compostos fenólicos [58]. 

As plantas são normalmente ricas em compostos fenólicos, tais como, flavonoides, ácidos 

fenólicos, estilbenos, taninos, cumarinas, lignanas, além da lignina, podendo possuir, por 

isso, múltiplas atividades biológicas, nomeadamente atividade antioxidante. A atividade 

antioxidante dos compostos fenólicos deve-se às suas propriedades redox, à capacidade de 

quelar metais de transição e de sequestrar átomos de oxigénio singleto [36]. Outras 

propriedades biológicas dos compostos fenólicos, tais como, anti-cancerígena, anti-

inflamatória, anti-aterogénica, anti-trombótica, imuno-moduladora e analgésica foram 

também demonstradas [166].  

Um dos objetivos deste trabalho foi determinar a concentração de algumas classes de 

metabolitos secundários (fenóis, flavonoides, taninos e alcaloides) usualmente associados às 

propriedades biológicas das plantas [167], em extratos metanólicos das partes aéreas de 

várias espécies arbustivas recolhidas no Parque Natural da Serra da Estrela, e posteriormente, 

avaliar a atividade antioxidante desses extratos.  
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Para a determinação quantitativa dos compostos fenólicos nos extratos foi utilizado o método 

do reagente de Folin-Ciocalteu. Observou-se que os extratos dos caules e das folhas têm 

maiores concentrações de compostos fenólicos que os extratos das flores e dos frutos. O 

extrato dos caules de C. monogyna é o que tem maior quantidade de fenóis totais (377.4 mg 

GAE/g matéria seca). Este resultado está de acordo com o previamente descrito para esta 

espécie [132], [168]. As espécies I. acuminata e R. aculeatus apresentaram baixas 

concentrações destes compostos. As espécies C. multiflorus, P. tridentatum e E. arborea têm 

elevadas concentrações de fenóis. Os frutos de R. ulmifolius possuem baixas concentrações 

de fenóis (54.5 mg GAE/g matéria seca), quando comparados com os caules, folhas e flores da 

mesma espécie (186.8, 167.6 e 291.4 mg GAE/g matéria seca, respetivamente). Não existem 

resultados anteriores na literatura acerca da composição química das espécies de E. ibericum 

e H. sericea, no entanto verificou-se que estas espécies apresentam quantidades significativas 

de fenóis totais. Os resultados obtidos para a espécie J. communis estão de acordo com o 

estudo de Öztürk et al, 2011 [30] no qual se concluiu que o metanol é o melhor solvente para 

a extração de compostos bioativos. Quanto à determinação dos taninos, estes foram 

precipitados com PVPP [18], no entanto não se verificou nenhuma tendência nos teores destes 

compostos nos extratos ou nas diferentes partes das plantas estudadas. 

Os flavonoides são compostos polifenólicos que ocorrem nas plantas, são responsáveis pela 

pigmentação das flores e dos frutos, e variam na sua estrutura num dos anéis aromáticos, que 

os caracteriza nos diferentes tipos: flavonóis, flavonas, isoflavonas, flavononas, flavanóis e 

antocianinas [36], [47]. Os flavonoides atuam como antioxidantes, uma vez que são 

facilmente capazes de doar um eletrão ou um átomo de hidrogénio a um radical peroxil ou 

alcoxil, terminando a reação em cadeia da peroxidação lipídica ou regerando um composto 

fenólico que efetivamente pode quelar um metal de transição pró-oxidante [47].  

A quantificação dos flavonoides fez-se após precipitação dos mesmos com cloreto de alumínio 

em meio alcalino. O precipitado adquire a coloração amarela, o que permite a medição 

espetrofotométrica [169]. No geral, os extratos das flores e dos frutos têm mais flavonoides 

que os extratos dos caules e das folhas. Contudo, a espécie I. acuminata é a mais rica nestes 

compostos, particularmente o extrato das folhas desta espécie (70.0 mg QE/g matéria seca). 

As espécies E. arborea, C. multiflorus, R. ulmifolius e P. tridentatum apresentaram grandes 

concentrações de flavonoides na sua constituição, o que está de acordo com alguns dados 

anteriores sobre a caracterização de espécies arbustivas da Serra da Estrela [170]. As espécies 

E. ibericum e H. sericea foram pela primeira vez caracterizadas relativamente à sua 

composição em flavonoides e mostraram ter grandes concentrações destes compostos. 

Como na maioria dos casos, as atividades biológicas das plantas, são devidas a vários 

compostos, que podem atuar em conjunto, havendo sinergismos, potenciação ou efeitos 

aditivos, a determinação de diversas classes de compostos em extratos vegetais torna-se 

importante para compreender melhor a bioatividade desses extratos [26]. Por isso, os 

alcaloides foram também determinados em todos os extratos, recorrendo ao método do 
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reagente de Dragendorff. Os alcaloides, compostos de baixo peso molecular, são responsáveis 

pelos efeitos terapêuticos de várias plantas medicinais, no entanto muitos são tóxicos [171]. 

Verificou-se que todos os extratos possuem alcaloides, sendo a espécie C. multiflorus a mais 

rica nestes compostos, particularmente o extrato dos caules. Esta espécie é conhecida por 

possuir um alcaloide com propriedades antiarrítmicas, designado por esparteína [128]. O 

extrato das folhas de I. acuminata também é rico em alcaloides, ao contrário da espécie J. 

communis. Como o principal objetivo deste trabalho é estudar as bioatividades dos compostos 

fenólicos, a determinação dos alcaloides totais teve como único objetivo complementar a 

caracterização dos extratos nas várias classes de metabolitos secundários.  

A determinação laboratorial da atividade antioxidante de extratos de plantas tem algumas 

limitações, uma vez que depende do método que se utiliza. O mecanismo de atividade 

antioxidante é muito complexo e depende de vários fatores. Assim, utilizar apenas um 

método para avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais não é suficiente para 

permitir tirar conclusões relevantes [52]. Neste sentido, a atividade antioxidante dos extratos 

foi avaliada usando dois métodos diferentes: o método do DPPH e o sistema β-caroteno/ácido 

linoleico. Sabe-se que os antioxidantes reagem com o radical livre DPPH (de cor violeta 

intensa) e o convertem em 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH-H) (de cor amarela). O efeito 

dos antioxidantes vegetais pode ocorrer pela sua capacidade de doar átomos de hidrogénio ou 

de redução do radical livre [41]. No sistema β-caroteno/ácido linoleico, é necessária a 

presença de oxigénio para a oxidação do ácido linoleico e sua conversão em hidroperóxidos 

lipídicos. Estes compostos, muito reativos, atacam as moléculas altamente insaturadas do β-

caroteno, levando à sua descoloração. As substâncias antioxidantes podem inibir este 

processo de várias formas, nomeadamente, através da decomposição dos peróxidos, parando 

a reação em cadeia, neutralizando o radical livre de linoleato ou outros radicais livres 

formados neste sistema [41], [172].  

Os resultados do método do DPPH foram apresentados na forma de IC50, que se define como a 

concentração de amostra necessária para inibir em 50% os radicais de DPPH, isto é, reduzir a 

sua concentração inicial para metade, nas condições experimentais [45]. Analisando os 

resultados, verificou-se que as espécies E. ibericum, R. aculeatus e I. acuminata são as que 

apresentam atividade antioxidante mais fraca. Pelo contrário, o extrato dos caules de C. 

monogyna tem em simultâneo maior atividade antioxidante e maior concentração em fenóis 

totais. O extrato dos frutos desta espécie tem atividade antioxidante moderada. Todos os 

extratos das espécies E. arborea e H. sericea possuem atividade antioxidante muito forte, 

quando comparada com a rutina e o trolox, por exemplo. 

Verificou-se uma correlação linear positiva (R2=0.8442) entre a atividade antioxidante e os 

fenóis totais dos extratos. Este resultado é indicativo de que os compostos fenólicos deverão 

ser os responsáveis pelas propriedades antioxidantes dos extratos. Outros investigadores 

chegaram a semelhantes conclusões [93], [173]. A mesma análise foi feita para os flavonoides 

e concluiu-se que não existe correlação entre estes compostos e a atividade antioxidante dos 
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extratos (R2=0.0083). O que significa que a maioria dos flavonoides extraídos não contribui 

diretamente para a atividade antioxidante dos extratos. Sabe-se que a posição dos grupos 

hidroxilo nas moléculas dos flavonoides influencia as suas propriedades antioxidantes; que 

dependem da capacidade de doar átomos de hidrogénio e/ou eletrões ao radical livre [174].  

O método de determinação da atividade antioxidante que usa o sistema β-caroteno/ácido 

linoleico permite medir indiretamente a inibição da peroxidação lipídica pelos extratos. Os 

extratos de E. ibericum apresentaram uma elevada capacidade de inibição da oxidação das 

moléculas de ácido linoleico e de sequestrar os radicais provenientes da sua oxidação, quando 

comparados com os extratos das espécies de P. tridentatum e H. sericea. Em contraste com 

os resultados do método do DPPH, em que os extratos de E. ibericum não apresentaram 

capacidade significativa de sequestrar os radicais livres de DPPH. A capacidade de inibição da 

oxidação do ácido linoleico por estes extratos, pode indicar o seu potencial uso como 

antioxidantes alimentares. Estes resultados mostram a importância de utilizar métodos que 

avaliam propriedades antioxidantes diferentes nos extratos vegetais. Os extratos das espécies 

P. tridentatum e I. acuminata são fracos inibidores da peroxidação lipídica, em contraste com 

os das espécies R. ulmifolius e J. communis, e quando comparados com o BHT. No estudo de 

Oztürk et al, 2011 [30], com diferentes espécies de Juniperus, concluiu-se que os extratos 

metanólicos inibiam a oxidação do ácido linoleico, avaliada pelo sistema β-caroteno/ácido 

linoleico. 

A análise por RP-HPLC permitiu identificar e quantificar nos extratos, os compostos fenólicos 

principais e que mais comummente se encontram em extratos vegetais. Devido à diversidade 

e complexidade dos extratos de plantas, é difícil caracterizar cada um dos compostos neles 

presentes e elucidar a sua estrutura. Contudo, identificar as classes maioritárias dos 

compostos fenólicos torna-se uma tarefa mais fácil. Com o método usado, conseguiu obter-se 

a separação satisfatória, e com boa resolução, de nove compostos fenólicos, incluindo ácidos 

hidroxibenzoicos, ácidos hidroxicinâmicos e flavonoides. O ácido gálico é um dos compostos 

fenólicos mais importantes, mas nos extratos analisados, este composto está presente em 

baixas quantidades, apenas 1.26%. No geral, verificou-se que os ácidos hidroxicinâmicos 

identificados (ácidos cafeico, clorogénico, p-cumárico e ferúlico) estão abundantemente 

presentes. O ácido ferúlico é o ácido hidroxicinâmico dominante, tendo uma percentagem de 

ocorrência de 29.0%. Resultados semelhantes foram obtidos por outros investigadores para 

outras amostras vegetais, tais como extratos de várias espécies de citrinos [175]. O ácido 

elágico e a quercetina também estão presentes em grandes quantidades, com percentagens 

de ocorrência de 17.9% e 13.7%, respetivamente. No extrato das flores de P. tridentatum, o 

ácido vanílico é o composto maioritário, tendo uma concentração de 32.2mg/g matéria seca, 

o que corresponde a 27.6% de ocorrência. Cerca de 34.5% dos fenóis identificados no extrato 

das folhas de R. ulmifolius correspondem ao ácido ferúlico, com uma concentração de 

18.5mg/g matéria seca. Nos frutos do mesmo arbusto, o ácido clorogénico é o composto 

maioritário. A espécie C. multiflorus é rica nos ácidos ferúlico e elágico, particularmente as 
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folhas, flores e frutos. O extrato dos caules de E. arborea possui grande concentração de 

ácido ferúlico, enquanto o extrato das flores da mesma espécie é rico em ácido elágico. As 

flores de C. monogyna são ricas em ácido ferúlico (116.8mg/g matéria seca, 75.7% de 

percentagem de ocorrência, relativamente aos fenóis quantificados neste extrato). 

As espécies exóticas invasoras causam problemas sócio-ecológicos, como mudanças na 

composição e função dos ecossistemas, podendo levar à perda da biodiversidade 

característica dos habitats naturais. A espécie A. altissima é um exemplo de uma planta 

exótica e invasora em diversos países, incluindo Portugal [176]. Esta espécie é nativa da China 

e foi introduzida na Europa no século XVIII. Estudos fitoquímicos prévios, de outros autores, 

demonstraram a presença de quassinoides e de alcaloides indólicos nesta planta. Os lípidos, 

ácidos gordos, derivados fenólicos e os compostos voláteis das folhas de A. altissima também 

foram caracterizados, mostrando propriedades medicinais [153], [160]. Deste modo, decidiu 

fazer-se um estudo exaustivo sobre os extratos etanólicos, metanólicos, em acetona e 

hidroalcoólicos das partes aéreas desta espécie, caracterizando-se diferentes classes de 

metabolitos secundários e também a sua atividade antioxidante, por forma a aprofundar o 

estudo desta planta. 

Verificou-se que os extratos das folhas possuem grandes concentrações de fenóis totais (> 130 

mg GAE/g matéria seca). Os extratos hidroalcoólicos são os que possuem mais fenóis totais, 

indicando que, neste caso, a mistura água/etanol foi o melhor solvente para a extração 

destes compostos. Contudo, como o reagente de Folin-Ciocalteu também pode reagir com 

outras substâncias redutoras de origem não-fenólica, como por exemplo os açúcares 

redutores, que são facilmente extraídos com água, a quantificação dos fenóis totais nos 

extratos hidroalcoólicos pode estar sobrevalorizada. Verificou-se também que o extrato em 

acetona das folhas de A. altissima é o que tem mais fenóis e pelo contrário o extrato 

metanólico dos talos da mesma espécie é o mais pobre nestes compostos. Todos os extratos 

de A. altissima apresentaram grandes concentrações de alcaloides, particularmente o extrato 

em acetona dos talos, o que está de acordo com outros estudos sobre esta planta [153].  

Os extratos hidroalcoólicos exibiram melhores propriedades antioxidantes, pelo método do 

DPPH, o que indica que esta mistura de solventes, é a melhor, para a extração de substâncias 

com atividade antioxidante, nomeadamente compostos fenólicos, o que pode confirmar que 

este extrato tem mesmo uma elevada concentração em fenóis totais, não estando por isso 

sobrevalorizada pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu. Rahman et al, 2009 [159], no 

seu estudo sobre esta espécie, também concluiu que os extratos das folhas de A. altissima 

possuem elevadas concentrações de fenóis totais e exibem propriedades antioxidantes 

acentuadas [159]. Os extratos de A. altissima podem ser uma alternativa aos antioxidantes 

sintéticos utilizados na indústria como conservantes no processamento alimentar, uma vez 

que possuem elevadas percentagens de inibição da oxidação das moléculas de ácido linoleico, 

o que sugere a capacidade de inibição da peroxidação lipídica.  
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Verificou-se novamente, uma correlação linear positiva entre a atividade antioxidante e os 

compostos fenólicos presentes nos extratos (R2=0.9593), ao contrário do que se verificou com 

os flavonoides (R2=0.2901). Através da análise por RP-HPLC dos extratos desta espécie, 

concluiu-se que na composição em fenóis das diferentes partes aéreas de A. altissima, o 

ácido ferúlico é o mais abundante, com 25.29% de percentagem de ocorrência. 

O aumento dos microrganismos resistentes aos antibióticos, que se tem verificado nos últimos 

anos, levou ao acréscimo no interesse pela descoberta de novas substâncias com atividade 

anti-microbiana [68]. No geral, observa-se o aumento da resistência das bactérias e fungos 

patogénicos aos antibióticos conhecidos [177]. Além disso, as bactérias que aderem a 

dispositivos médicos ou a tecidos danificados são uma das causas de infeções persistentes. 

Estas bactérias envolvem-se numa matriz hidratada de polissacáridos e proteínas, formando 

uma camada viscosa, conhecida como biofilme [66]. Este mecanismo aumenta a resistência 

aos antibióticos e microbicidas e dificulta a erradicação dos microrganismos. Para ultrapassar 

as desvantagens dos atuais fármacos anti-microbianos, tem-se procurado encontrar novas 

substâncias com propriedades anti-microbianas e novos modos de ação [177].  

As plantas constituem uma fonte alternativa de compostos que podem ter tais propriedades, 

e têm vindo a ser exploradas nesse sentido, nomeadamente no estudo da atividade anti-

microbiana dos metabolitos secundários [178], [179]. Assim sendo, outro dos objetivos deste 

trabalho foi estudar a atividade anti-microbiana dos extratos das espécies vegetais.  

Da análise dos resultados da atividade anti-microbiana, obtidos pelo método da difusão em 

disco, verificou-se que os extratos metanólicos da espécie H. sericea, foram os que 

apresentaram melhor atividade. Esta espécie também é exótica e invasora, de origem 

Australiana, e foi introduzida em Portugal por razões ornamentais [124]. Avaliou-se a 

atividade dos extratos metanólicos desta espécie contra diversos microrganismos, incluindo 

bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas e leveduras; além disso a sua atividade 

anti-biofilme e as propriedades citotóxicas dos extratos foram também estudadas.  

Com os resultados obtidos para a difusão em disco, verificou-se que as espécies de Candida e 

de bactérias Gram-negativas não eram inibidas pelos extratos de H. sericea. No geral as 

bactérias Gram-positivas foram mais suscetíveis à ação dos extratos analisados. Também 

foram determinados os valores de MIC pelo método da diluição em agar e concluiu-se que as 

bactérias Gram-positivas têm menores valores de MIC que as Gram-negativas, indicando maior 

suscetibilidade destas bactérias à ação dos extratos de H. sericea. Esta diferença de 

suscetibilidade entre bactérias está relacionada com a membrana externa das bactérias 

Gram-negativas que torna a superfície bacteriana muito hidrofílica, atuando como barreira de 

permeabilidade [180]. As diferenças morfológicas entre bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas podem justificar as diferenças na sensibilidade aos anti-microbianos, porque as 

bactérias Gram-negativas possuem a membrana externa constituída por fosfolípidos e por 

componentes estruturais de lipopolissacáridos, o que não se verifica nas bactérias Gram-

positivas. Isto torna a parede celular impermeável a solutos lipofílicos, enquanto as porinas 
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constituem uma barreira a solutos hidrofílicos com um limite de exclusão de cerca de 600Da 

[181]. Outra explicação para que as bactérias Gram-positivas sejam mais suscetíveis aos anti-

microbianos pode ser porque o composto em estudo atue pela inibição da síntese do 

peptidoglicano [181].  

Os valores de MIC dos extratos de H. sericea para as bactérias Gram-positivas variaram entre 

0.04 e 0.625mg/mL. O extrato dos frutos foi o que apresentou valores de MIC menores para 

várias espécies de microrganismos, nomeadamente, S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes e 

para os isolados clínicos MRSA 10/08 e MRSA 12/08, o que indica um elevado potencial anti-

microbiano.  

Como os extratos de H. sericea apresentaram baixos valores de MIC para todas as estirpes de 

S. aureus, decidiu avaliar-se a atividade destes extratos na formação de biofilmes dessas 

estirpes, uma vez que estes microrganismos têm a capacidade de formar biofilmes em 

dispositivos médicos e em tecidos danificados, tornando-os difíceis de erradicar [182]. 

Verificou-se que os extratos de H. sericea inibiram a formação de biofilmes de todas as 

estirpes de S. aureus. No geral, a inibição da formação de biofilmes de S. aureus deveu-se à 

inibição do crescimento das bactérias ou à morte das mesmas. No entanto para concentrações 

sub-MIC a formação de biofilmes também foi inibida. O extrato dos frutos (2.5mg/mL) 

erradica por completo os biofilmes da estirpe MRSA 12/08.  

Como os extratos de H. sericea apresentaram propriedades antioxidantes, anti-microbianas e 

anti-biofilme, e considerando a sua futura aplicação para fins médicos e/ou industriais, 

fizeram-se estudos de citotoxicidade. Para avaliar a citotoxicidade destes extratos começou 

por se fazer o teste de hemólise, uma vez que a membrana dos eritrócitos é um bom 

indicador do efeito que os compostos podem ter na sua estrutura física [183]. Verificou-se 

que apenas ocorre hemólise, para concentrações de extrato muito superiores às bioativas, o 

que indica que os extratos apresentam baixa citotoxicidade. As propriedades citotóxicas dos 

extratos foram ainda avaliadas pelo ensaio do MTT. O MTT é um composto amarelo solúvel em 

água, que quando reduzido pelas desidrogenases mitocondriais das células viáveis, é 

convertido em cristais púrpura insolúveis [184]. Os resultados mais interessantes e 

promissores foram obtidos para o extrato dos frutos de H. sericea, que não apresentou 

toxicidade para as células NHDF, uma vez que não alterava a sua viabilidade, mas reduzia a 

viabilidade da linha de células cancerígenas MCF-7 em cerca de 60%, o que sugere a atividade 

anticancerígena deste extrato, pois apresenta toxicidade seletiva. 

Perante a obtenção de diversas atividades biológicas e baixa citotoxicidade, para a espécie H. 

sericea, e de um modo particular a bioatividade do extrato dos frutos desta espécie, decidiu 

fazer-se o fracionamento bioguiado deste extrato, por cromatografia em coluna, usando 

sílica-gel como fase estacionária, e um gradiente de solventes com polaridade crescente, de 

modo a obter frações o mais puras possível, de forma a conseguir a identificação estrutural 

do(s) composto(s) bioativo(s). A eluição da cromatografia foi sucessivamente acompanhada 

por TLC; os cromatogramas foram revelados através do reagente de Folin-Ciocalteu 
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(pesquisando compostos fenólicos), de uma solução de cloreto de alumínio (para flavonoides) 

e de uma solução de DPPH (compostos antioxidantes). Além disso, usou-se a técnica da 

bioautografia direta para avaliar a atividade anti-microbiana das frações, diretamente a 

partir dos TLC. Nesta técnica, os TLC são imersos numa suspensão celular bacteriana, e após 

incubação, as zonas de inibição do crescimento são visualizadas utilizando um corante vital 

(MTT) [185]. Observando os cromatogramas, foi possível verificar que algumas frações tinham 

propriedades anti-microbianas contra estirpes de S. aureus.  

Posteriormente, os valores de MIC das frações foram determinados usando o método da 

resazurina, que é um corante azul, que permite a deteção de crescimento microbiano mesmo 

em pequenos volumes de amostra [186]. Verificou-se que os valores de MIC de algumas 

frações são menores que os do extrato bruto. As frações 4, 6 e 9, por serem as que se 

apresentavam mais puras e com menores valores de MIC, nomeadamente para as estirpes de 

S. aureus, foram analisadas por NMR, FTIR e HRMS, por forma a elucidar a estrutura química 

do composto responsável pelas atividades biológicas. Após o fracionamento bioguiado do 

extrato bruto, concluiu-se que apenas um composto maioritário estava presente naquelas 

frações.  

O espetro de infravermelho apresentou ampla absorção a 3550-3200 e 1710cm-1, indicando a 

presença de grupos hidroxilo e carbonilo, respetivamente. A espetrometria de massa do 

composto revelou o ião molecular com a razão m/z de 278.151, correspondendo à fórmula 

molecular: C16H22O4. Depois de conjugada a informação anterior com toda a informação 

proveniente das diversas experiências de NMR efetuadas (1D e 2D), concluiu-se que o 

composto bioativo maioritário que está presente no extrato dos frutos da espécie H. sericea, 

é um derivado da família dos resorcinóis, nunca previamente descrito, designado por ácido 9-

(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3-(Z)-enóico. O estudo de Barr et al, 1988 [125], com 

espécies da família Hakea, levou ao isolamento e identificação de outros resorcinóis com 

capacidade de clivagem de moléculas de DNA. Algumas propriedades biológicas de resorcinóis 

isolados de plantas já descritas incluem: propriedades citotóxicas, anticancerígenas, anti-

proliferativas, anti-leishmaniose e antioxidantes [187]–[192]. 

Na fase seguinte deste trabalho, demonstrou-se a atividade anti-microbiana do novo 

resorcinol contra várias espécies de microrganismos, utilizando o método da resazurina. 

Verificou-se que o composto atua mais eficazmente em bactérias Gram-positivas, com valores 

de MIC de 0.31, 0.16 e 0.02mg/mL para as bactérias E. faecalis, L. monocytogenes e B. 

cereus, respetivamente. Para as estirpes de S. aureus, incluindo os isolados clínicos 

resistentes, obtiveram-se bons valores de MIC (0.005–0.16mg/mL).  

Na sequência do trabalho que tinha sido desenvolvido com os extratos vegetais e como estudo 

complementar, estudos preliminares sobre a atividade anti-microbiana dos compostos puros, 

que foram identificados por RP-HPLC nos extratos das plantas, mostraram a grande atividade 

dos ácidos gálico, cafeico e clorogénico em estirpes de S. aureus. Neste sentido, decidiu 

explorar-se esta atividade, avaliando a ação destes três ácidos fenólicos em células 



Capítulo 3 – Discussão Geral  

 

141 

 

planctónicas e em biofilmes de S. aureus. Verificou-se que o ácido gálico é aquele que tem 

maior atividade, apresentando o menor valor de MIC (4×10-3mg/mL) para todas as estirpes de 

S. aureus. Os fitoquímicos são classificados com anti-microbianos quando os valores de MIC se 

encontram entre 0.1 e 1mg/mL [193]. Logo, os ácidos fenólicos estudados, podem 

efetivamente ser classificados como anti-microbianos, uma vez que os seus valores de MIC se 

encontram entre 4-500×10-3 mg/mL para as estirpes de S. aureus estudadas. Para se perceber 

de que forma estes compostos fenólicos exercem o seu efeito nas células de S. aureus, 

estudou-se o seu mecanismo de ação usando o teste da prolina e através de citometria de 

fluxo. O teste da prolina baseia-se no facto dos fenóis poderem comportar-se como análogos 

da prolina, inibindo a sua oxidação, via desidrogenase da prolina [194]. Se a desidrogenase da 

prolina for inibida pelos fenóis, o metabolismo energético das células bacterianas ficará 

comprometido. Portanto, a adição de prolina superará os efeitos da inibição da enzima pelos 

fenóis [194]. Através da aplicação deste método, verificou-se que o ácido gálico atuava na 

inibição da desidrogenase da prolina, uma vez que a presença de prolina no meio de cultura 

revertia os efeitos inibitórios deste composto contra as estirpes de S. aureus.  

A citometria de fluxo foi utilizada no sentido de se elucidar o mecanismo de ação dos 

compostos. Avaliou-se a integridade da membrana, o potencial de membrana, o efluxo e a 

atividade metabólica das células. A estirpe S. aureus ATCC 25923 foi tratada com ácido 

cafeico e a estirpe MRSA 10/08 tratada com ácido gálico. Esta escolha de combinações de 

estirpe e composto foi baseada nos resultados obtidos nos ensaios de curvas de morte, nos 

quais se concluiu que existia um efeito bacteriostático em ambos os casos. Foram escolhidos 

quatro fluorocromos (PI, BOX, EB e CTC) para se efetuar a marcação das células bacterianas. 

O PI foi usado para avaliar a integridade da membrana, uma vez que se esta estiver 

comprometida, o PI entra nas células, onde se liga aos ácidos nucleicos [195]. O fluorocromo 

BOX utilizou-se para avaliar o potencial de membrana, uma vez que as células despolarizadas 

acumulam BOX no seu interior [195]. O efluxo foi estudado usando o EB e a atividade 

metabólica usando o CTC. Nas células bacterianas viáveis o CTC é reduzido, resultando na 

produção de cristais insolúveis fluorescentes de CTC-formazano [195].  

No caso da estirpe S. aureus ATCC 25923, o ácido cafeico aumentou a permeabilidade da 

membrana, despolarizou a membrana e reduziu a atividade metabólica. Após o tratamento 

com 2×MIC do ácido cafeico, a percentagem de células PI-positivas foi de 11.63%, valor 

superior ao tratamento com 0×MIC (2.98%) e com 1×MIC (2.86%), o que indica que o ácido 

cafeico causa danos na integridade da membrana das células da estirpe S. aureus ATCC 

25923. Além disso, a percentagem de células despolarizadas (BOX-positivas) foi superior na 

presença do ácido cafeico, o que sugere que o composto causa a despolarização da 

membrana. Após incubação com ácido cafeico, a percentagem de células capazes de 

reduzirem o CTC diminuiu drasticamente. Com 2×MIC, a atividade metabólica foi cerca de 

metade do valor obtido para 0×MIC, indicando que a viabilidade das células está 

significativamente comprometida. Relativamente ao efluxo, este encontra-se diminuído na 
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presença do ácido cafeico. Globalmente, analisando a correlação entre a perda do potencial 

de membrana, o aumento da permeabilidade da membrana e a diminuição da atividade 

metabólica, concluiu-se que o ácido cafeico inibiu o crescimento da estirpe de S. aureus ATCC 

25923 pela disrupção da membrana, comprometendo deste modo as suas funções. 

Quanto à estirpe MRSA 10/08, o ácido gálico parece não causar danos na membrana das 

bactérias, uma vez que as células PI- e BOX-positivas não aumentaram após o tratamento com 

este composto. Contudo, a atividade metabólica e o efluxo são afetados após o tratamento 

com 1×MIC e 2×MIC do composto. Como o tratamento com ácido gálico, diminuiu a viabilidade 

das células da estirpe MRSA 10/08 acima dos 95%, concluiu-se que a perda da viabilidade não 

se deve aos danos da membrana, mas provavelmente a outros alvos em que o ácido gálico 

atua nas células, como por exemplo na inibição da síntese de ácidos nucleicos e/ou proteínas.  

Como os resultados obtidos para células planctónicas mostraram uma atividade de inibição do 

crescimento das várias estirpes de S. aureus e como estes microrganismos são conhecidos 

formadores de biofilmes, decidiu estudar-se a sua atividade na inibição da formação de 

biofilmes e nos biofilmes pré-formados das estirpes em estudo. Para tal quantificou-se a 

biomassa total do biofilme pelo método do violeta de cristal e avaliou-se a atividade 

metabólica dos biofilmes através do método do XTT. Verificou-se que o ácido gálico (4mg/mL) 

reduz a formação de biofilmes em 40%, e os ácidos cafeico e clorogénico em cerca de 80%. 

Estes ácidos foram os mais eficazes na redução da biomassa dos biofilmes pré-formados. 

Verificou-se ainda que os compostos afetaram a atividade metabólica das células do biofilme, 

em todas as estirpes de S. aureus, no entanto a estirpe ATCC foi mais suscetível do que as 

estirpes de MRSA. A morfologia dos biofilmes foi visualizada através de Microscopia Eletrónica 

de Varrimento (SEM). Observou-se, que para a estirpe de S. aureus ATCC 25923, a estrutura 

tridimensional do biofilme era destruída na presença dos compostos fenólicos (4mg/mL); o 

biofilme formado era escasso e composto por apenas uma camada de células. Além disso, na 

presença dos compostos fenólicos, observaram-se danos nas paredes das bactérias, o que, por 

vezes, levou à perda do arranjo característico dos estafilococos. 

O processo de formação de biofilmes tem início na adesão das bactérias às superfícies. A 

adesão é um processo complexo e que é afetado por diversos fatores, nomeadamente pelas 

características físico-químicas das bactérias, pelas propriedades da superfície do material e 

pelos fatores ambientais envolventes [193], [196]. Para completar o estudo do efeito dos três 

ácidos fenólicos nos biofilmes de S. aureus, determinou-se a Energia de Adesão das bactérias 

ao polistireno, após cultura na presença dos compostos. A Energia de Adesão foi determinada 

através da abordagem termodinâmica de Lifshitz-van der Waals/Interações ácido-base, 

medindo os ângulos de contacto. Concluiu-se que todas as estirpes de S. aureus têm 

capacidade termodinâmica teórica para aderirem ao polistireno (∆GTotal
Adesão<0) e assim 

formarem biofilmes. Quando expostas aos compostos fenólicos, a energia de adesão para 

todas as estirpes diminuiu, exceto no caso do tratamento com ácido gálico da estirpe MRSA 

12/08 em que esta energia aumentou, o que indica que o ácido gálico diminuiu a capacidade 
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das bactérias MRSA 12/08 aderirem ao polistireno. O ataque nucleofílico dos fenóis na parede 

das bactérias resulta em diferentes efeitos na capacidade das bactérias aderirem ao 

polistireno, tal como descrito previamente por Borges et al, 2012 [193]. 

Como se demostraram as propriedades inibitórias dos três ácidos fenólicos quer em células 

planctónicas, quer em biofilmes de S. aureus, e como a α-hemolisina é um dos principais 

fatores de virulência produzidos por estas bactérias, decidiu determinar-se a inibição da 

produção das mesmas pelos compostos. As α-hemolisinas têm atividade hemolítica em 

eritrócitos, particularmente em eritrócitos de coelho, por isso utilizou-se o teste da hemólise 

para verificar o efeito dos compostos na atividade hemolítica dos sobrenadantes de culturas 

bacterianas. Verificou-se que o tratamento com concentrações sub-inibitórias dos compostos, 

diminuía a atividade hemolítica, o que indica que a produção de α-hemolisinas era inibida 

pelos compostos, à exceção do ácido clorogénico.  

Tendo-se demonstrado as propriedades bioativas dos ácidos gálico, cafeico e clorogénico, 

descritas anteriormente, e prevendo a sua potencial utilização para fins médicos, na 

prevenção, controlo e erradicação de biofilmes de S. aureus, estes compostos não devem ser 

tóxicos. Deste modo procedeu-se ao teste da hemólise, tal como se fez nos extratos da 

espécie H. sericea. Verificou-se que para as concentrações bioativas dos compostos, não há 

hemólise, o que sugere a baixa toxicidade dos três ácidos fenólicos.  

 

No geral, este trabalho contribuiu para o melhor conhecimento das propriedades biológicas de 

algumas espécies vegetais existentes na região da Serra da Estrela, algumas das quais 

infestantes, nomeadamente a espécie A. altissima que apresentou elevada atividade 

antioxidante e a espécie H. sericea que mostrou potencial atividade anti-microbiana. Foi 

ainda possível isolar e identificar o ácido 9-(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3-(Z)-enóico do 

extrato metanólico dos frutos de H. sericea, composto que foi pela primeira vez descrito 

neste trabalho e cujas propriedades anti-microbianas foram também demonstradas. Este 

estudo indicia que algumas plantas da flora da Serra da Estrela sejam uma importante fonte 

de compostos bioativos que poderão ser utilizados como alternativas aos antioxidantes 

sintéticos, que se utilizam na indústria alimentar, e aos anti-microbianos convencionais, e 

pode ser a base de futuras investigações no sentido de valorizar economicamente esta 

biomassa florestal, tendo em conta as aplicações descritas. A realização deste trabalho 

permitiu ainda demonstrar a atividade anti-microbiana dos ácidos gálico, cafeico e 

clorogénico, em células planctónicas e em biofilmes de S. aureus, o que evidenciou as 

elevadas potencialidades da utilização destes compostos, por exemplo na formulação de 

desinfetantes ou outros produtos que ajudem a prevenir, controlar ou erradicar os biofilmes 

de S. aureus.   
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 As espécies vegetais (E. ibericum, P. tridentatum, J. communis, R. aculeatus, R. 

ulmifolius, H. sericea, C. multiflorus, C. monogyna, E. arborea, I. acuminata e A. 

altissima) foram caracterizadas no que respeita a algumas classes de metabolitos 

secundários, nomeadamente fenóis, flavonoides, taninos e alcaloides. Geralmente, os 

extratos dos caules e das folhas possuem maiores quantidades de fenóis; no caso dos 

flavonoides, os extratos das flores e dos frutos são os mais ricos nestes compostos. A 

espécie C. multiflorus foi a que apresentou maior quantidade de alcaloides, 

particularmente o extrato dos caules; 

 A atividade antioxidante de todas as plantas foi avaliada pelo método do DPPH e pelo 

sistema β-caroteno/ácido linoleico. A espécie H. sericea apresentou grande 

concentração em fenóis e simultaneamente atividade antioxidante muito forte. Todos 

os extratos estudados apresentaram capacidade de inibição da oxidação do ácido 

linoleico. Como se verificou uma correlação linear positiva (R2=0.8442) entre os fenóis 

totais e a atividade antioxidante de todos os extratos, concluiu-se que estes 

compostos são os principais responsáveis por esta atividade; 

 A espécie A. altissima é uma potencial fonte de compostos bioativos com atividade 

antioxidante, nomeadamente compostos fenólicos e flavonoides. Esta espécie 

também é rica em alcaloides. Os extratos das folhas de A. altissima possuem maiores 

concentrações de fenóis do que as outras partes aéreas desta planta. A mistura 

água/etanol foi, neste caso, o solvente mais indicado para a extração de substâncias 

com atividade antioxidante. Verificou-se uma correlação linear positiva entre a 

atividade antioxidante e o conteúdo em fenóis totais nos extratos de A. altissima. A 

análise por RP-HPLC mostrou que ácido ferúlico é o ácido hidroxicinâmico dominante 

nesta planta, com uma percentagem de ocorrência de 25.59%, relativamente aos 

restantes fenóis identificados; 

 A espécie H. sericea constitui uma potencial fonte de compostos bioativos com 

atividade anti-microbiana, nomeadamente contra estirpes de S. aureus, incluindo 

isolados clínicos de MRSA. Demonstrou-se a atividade inibitória dos extratos de H. 

sericea, na formação de biofilmes de S. aureus. No geral, os extratos de H. sericea, 

nas concentrações bioativas (0.5 a 5 mg/mL), não apresentaram propriedades tóxicas 

em eritrócitos humanos. Os extratos dos frutos e das folhas apresentaram toxicidade 

seletiva, reduzindo a viabilidade das células cancerígenas MCF-7, indicando potenciais 

propriedades anti-cancerígenas; 

 Foi isolado e caracterizado um novo derivado alquenilresorcinol (ácido 9-(3,5-

dihidroxi-4-metilfenil)nona-3(Z)-enóico), a partir do extrato metanólico dos frutos da 

espécie H. sericea. A atividade anti-microbiana deste composto foi demonstrada em 

bactérias Gram-positivas, nomeadamente estirpes de S. aureus e MRSA. A 
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bioatividade do extrato dos frutos de H. sericea, particularmente as suas 

propriedades anti-microbianas e citotóxicas são provavelmente devidas à presença 

deste composto, pela primeira vez descrito; 

 Foram identificados os compostos fenólicos maioritários presentes nos extratos por 

RP-HPLC. Demonstrou-se a bioatividade benéfica de três desses compostos (ácidos 

gálico, cafeico e clorogénico) em células planctónicas e em biofilmes de estirpes de 

S. aureus. Além disso, o mecanismo de ação destes compostos fenólicos nas células de 

S. aureus foi elucidado, permitindo a sua possível aplicação como anti-microbianos. 

Os resultados descritos para estes compostos representam a base para a sua potencial 

utilização em aplicações alimentares e/ou terapêuticas; 

 Face ao exposto anteriormente, este trabalho, contribuiu para o melhor 

conhecimento das propriedades biológicas de diferentes espécies vegetais que 

ocorrem na Serra da Estrela, valorizando algumas para as quais não é conhecida 

nenhuma aplicação na medicina tradicional, nomeadamente E. ibericum e H. sericea. 

Por outro lado, permitiu isolar um novo alquenilresorcinol de uma espécie invasora, 

permitindo deste modo valorizar a biomassa florestal e contribuir para o 

desenvolvimento de um novo fármaco com base nas propriedades biológicas 

estudadas. Provou-se também a bioatividade de alguns compostos fenólicos naturais 

(ácidos gálico, cafeico e clorogénico). 
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Como perspetivas futuras e no seguimento dos estudos já realizados, o trabalho a desenvolver 

poderá incluir os seguintes aspetos: 

 Aplicar a outras espécies vegetais, para as quais os resultados da atividade 

antioxidante e anti-microbiana foram mais promissores, nomeadamente, as espécies 

J. communis, C. monogyna, C. multiflorus ou A. altissima, o mesmo tipo de 

abordagem que se empregou para a espécie H. sericea; aprofundando, deste modo, o 

estudo sobre as suas propriedades anti-microbianas e citotóxicas, o que 

posteriormente se poderá traduzir no isolamento e identificação de compostos 

bioativos nesses extratos; 

 Estudar o mecanismo de ação do alquenilresorcinol, isolado e identificado neste 

trabalho, em bactérias Gram-positivas, por citometria de fluxo; identificando o alvo 

nas células bacterianas em que o composto atua; 

 Aprofundar o estudo sobre as propriedades anti-tumorais do novo alquenilresorcinol 

(ácido 9-(3,5-dihidroxi-4-metilfenil)nona-3(Z)-enóico); 

 Estudar a possibilidade de existirem sinergismos entre as combinações possíveis dos 

ácidos fenólicos estudados (ácidos gálico, cafeico e clorogénico), quer em células 

planctónicas, quer em biofilmes; 

 Avaliar o efeito dos ácidos gálico, cafeico e clorogénico na capacidade de adesão de 

S. aureus a outras superfícies, nomeadamente, aço inoxidável, alumínio e cateteres. 
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Colheita, identificação e catalogação das espécies 

vegetais 

Os troncos, caules e folhas das plantas utilizadas neste trabalho foram colhidos na época 

imediatamente antes da floração, por ser nesta altura que a planta se encontra em plena 

atividade, portanto quando se começam a desenvolver os órgãos reprodutores e os sucos 

nutritivos e a produção de metabolitos secundários é mais acentuada. As flores foram colhidas 

no auge da floração e os frutos no seu estado completo de maturação. A colheita foi feita de 

modo a obter a quantidade necessária de cada uma das estruturas vegetais, após moagem. As 

amostras foram mantidas em sacos de papel, evitando assim o contacto com o plástico que 

poderia contaminar os espécimes com quantidades residuais de ftalatos, o que influenciaria 

as determinações analíticas posteriores. Após colheita, as plantas foram secas numa estufa 

ventilada a 35ºC e processadas de acordo com o descrito anteriormente nos artigos. 

Para a identificação das espécies e sua posterior catalogação em Herbário, as plantas foram 

colhidas de modo a recolher todas as suas partes aéreas em simultâneo, nomeadamente 

caules, folhas, flores e/ou frutos, sempre que possível. A data e as coordenadas GPS do local 

da colheita foram devidamente registadas. De seguida as amostras foram analisadas pelas 

Botânicas do Instituto Superior de Agronomia (Jardim Botânico d’Ajuda, Lisboa) e as espécies 

foram identificadas, classificadas de acordo com a nomenclatura científica binomial e 

preparadas para que vouchers dos espécimes vegetais ficassem conservados e catalogados em 

Herbário. 

A conservação das plantas no Herbário João de Carvalho e Vasconcellos obedeceu a um prévio 

processo de secagem, no qual se utilizaram folhas de papel absorvente, no meio das quais se 

colocou a planta ou parte dela (quando a mesma era grande ou de consistência lenhosa), 

sendo o conjunto assim obtido prensado; o papel foi mudado de 24 em 24h, até se apresentar 

completamente seco. Depois fez-se a montagem da planta, já seca, numa prancha de 

Herbário (cartolina branca, de tamanho A3); para se prender a planta usou-se tela gomada. 

As plantas foram depois congeladas durante três dias, para garantir que nenhum inseto as 

acompanhava e só depois disso organizadas, na devida ordem, nos armários metálicos da sala 

do Herbário, onde a temperatura e a humidade são controladas. Às plantas que deram 

entrada no Herbário foi-lhes atribuído um número que foi registado no caderno próprio. De 

seguida, no arquivo geral, na ficha respeitante à espécie (ou táxon inferior) foi registado o 

número da planta, o Concelho e local onde foram colhidas, a data e o nome do coletor. Este 

registo foi efetuado, igualmente, numa base de dados que utiliza o programa Herbar, comum 

a grande parte dos Herbários. A partir destes registos é fácil de se saber qual o material 

existente e qual a sua proveniência.  

A lista completa das plantas utilizadas, os seus nomes científico e comum, os números dos 

vouchers e as suas origens encontram-se registadas na Tabela 1. 
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Tabela 1: Listagem das plantas utilizadas neste trabalho. 

Número de Voucher Nome científico Nome comum Origem 

LISI 8/2011 
Echinospartum ibericum Rivas 

Mart., Sánchez-Mata & Sancho 
Caldoneira 

Autóctone 

(Endemismo Ibérico – Habitat 4090) * 

LISI 9/2011 

Pterospartum tridentatum (L.) 

Willk subsp. cantabricum 

(Spach) Talavera & P. E. Gibbs 

Carqueja Autóctone 

LISI 10/2011 
Juniperus communis L. subsp. 

alpina (Suter) Celak. 
Zimbro 

Autóctone  

(Exclusivo do Setor Estrelense – 

Habitat 4060) * 

LISI 11/2011 Ruscus aculeatus L. Gilbardeira 
Autóctone  

(Anexo V da Diretiva Habitats) * 

LISI 12/2011 Rubus ulmifolius Schott Silvas Autóctone 

LISI 13/2011 Hakea sericea Schrader Carapeteiro 
Austrália e Tasmânia (Não indígena, 

exótica e invasora) # 

LISI 14/2011 
Cytisus multiflorus (L’Hér) 

Sweet 
Giesta-Branca 

Autóctone  

(Endemismo Ibérico) 

LISI 15/2011 Crataegus monogyna Jacq. Pilriteiro Autóctone 

LISI 16/2011 Erica arborea L. Urze-Branca Autóctone 

LISI 18/2011 
Ipomoea acuminata (Vahl) 

Roemer & Schultes 
Bons-Dias 

Região Tropical  

(Não indígena, exótica e invasora) # 

LISI 19/2011 
Ailanthus altissima (Miller) 

Swingle 
Árvore-do-Céu 

China  

(Não indígena, exótica e invasora) # 

 

As plantas assinaladas com * são características de habitats da Diretiva Habitats e portanto 

são espécies a salvaguardar em áreas classificadas e com restrições à sua colheita, no entanto 

na Resolução do Concelho de Ministros N.º 83/2009 de 9 de setembro, na Alínea b) do Artigo 

7º existe uma exceção à realização de ações de âmbito científico, o que, conjugado com a 

Alínea l) do N.º 2 do Artigo 8º, é um ato sujeito a autorização do Instituto da Conservação da 

Natureza e da Biodiversidade (atual Instituto da Conservação da Natureza e das Florestas), ao 

abrigo do Plano de Ordenamento do Parque Natural da Serra da Estrela. A autorização para a 

colheita das espécies autóctones inscritas na Diretiva Habitats foi devidamente concedida e 

encontra-se em Anexo. 

A detenção de materiais recolhidos das espécies assinaladas com # (espécies identificadas 

como exóticas e invasoras) está sujeita a uma licença de detenção, assim como o seu 

transporte está condicionado ao abrigo do Decreto-Lei N.º 565/99 de 21 de dezembro, no 

estabelecido no Ponto 2 do Artigo 8º, como forma de prevenir a possibilidade de introdução 

ou repovoamento através de evadidos. A licença de detenção e a autorização para transporte 

destas espécies foram legalmente atribuídas e encontram-se em Anexo. 
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