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Resumo

A utilizacdo de plantas medicinais para a prevencao o e tratamento de doencas é uma das
mais antigas praticas medicinais do homem. A determinacao dos constituintes bioativos de
uma planta com potencial terapéutico, oferece variadissimas oportunidades para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi melhorar o conhecimento sobre as
propriedades biologicas de extratos obtidos a partir do Acanthus mollis, L. (acanto), uma
espécie sobre a qual sdao praticamente inexistentes estudos cientificos, e a sua possivel
valorizacao como fonte de produtos naturais para uso terapéutico e/ou nutracéutico.

Neste estudo avaliou-se o potencial antioxidante e citotoxico de extratos metandlicos e
etanolicos de folhas e flores do acanto. Para alguns grupos de metabolitos secundarios
(fendis, flavonoides e alcaloides) determinaram-se alguns dos compostos fitoquimicos, bem
como, a influéncia do procedimento de extracdo, usando a extraccao em Soxhlet e extracao
assistida por ultrassons, contemplando neste caso, o tamanho de particula. O teor médio em
fenois totais foi avaliado pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu; para quantificar os
flavonoides totais recorreu-se ao método colorimétrico com cloreto de aluminio e o teor de
alcaloides totais foi estimado pelo método do reagente de Dragendorff. A atividade
antioxidante foi determinada pelo teste do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). A avaliacao da
citotoxicidade foi feita pelo teste do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) para a viabilidade celular e a proliferacao foi analisada através do
doseamento de proteinas por acido bicinconinico (BCA).

A maioria dos extratos estudados apresentam um teor significativo de metabolitos
secundarios (fendis, flavonoides e alcaloides), sendo o método de extracao por ultrassons o
que apresentou melhores resultados, nomeadamente para o menor tamanho de particula. Os
resultados obtidos mostraram que o teor em fendis totais, variou entre 57,4 + 7,67 e 200,5 +
2,86 miligramas de equivalentes de acido galico (mg EAG) por grama de matéria seca. Os
flavonoides totais e ao alcaloides apresentam teores que variam entre 13,8 + 1,03 e 57,2 =
2,24 miligramas de equivalentes de quercetina (mg EQ) por grama de matéria seca, e 50,4 +
0,004 e 746,0 + 0,03 miligramas de equivalentes de nitrato de pilocarpina (mg ENP) por grama
de matéria seca. Os resultados para o indice de atividade antioxidante variaram entre 0,90 +
0,03 e 1,61+ 0,31 para os extratos, mostrando que todos eles apresentaram uma atividade
antioxidante significativa.

Nos estudos de citotoxicidade todos os extratos provaram ser citoxicos para células do
adenocarcinoma da mama humano (MCF-7) e o extrato metandlico das flores, obtido por
Soxhlet, apresenta toxicidade seletiva para estas células relativamente aos fibroblastos

dérmicos normais humanos (NHDF).

Palavras chave: Acanthus mollis, L., compostos bioativos, atividade antioxidante,

citotoxicidade.
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Abstract

The use of medicinal plants for treatment, cure and prevention of diseases is one of the
oldest medicinal practices of humanity. The evaluation of bioactive constituents on a plant
with therapeutic potential, offers an extensive range of opportunities for the discovery and
development of new drugs.

In this context, the broad aim of this work was to improve the knowledge on the biological
properties of extracts obtained from Acanthus mollis, L. (acanthus), a species about which
there are hardly any scientific studies and its potential value as a source of natural products
for therapeutic and/or nutraceutical use.

This study evaluated the antioxidant and cytotoxic potential of methanol and ethanol extracts
of leaves and acanthus flowers. For some groups of secondary metabolites (phenols,
flavonoids and alkaloids) was determined some of phytochemical compounds, as well as the
influence of the extraction procedure using the Soxhlet extraction and ultrasound-assisted
extraction, comprising in this case the particle size.

The average of total phenolic content was estimated by the Folin-Ciocalteu colorimetric
method; flavonoids were determined by aluminum chloride colorimetric method and the total
alkaloid content was estimated by the method of the Dragendorff reagent. The antioxidant
activity was evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical method (DPPH).
Cytotoxicity was evaluated by the 3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay, for cell viability and proliferation was analyzed using protein
measurement using bicinchoninic acid (BCA).

The majority of the studied extracts show a significant content of secondary metabolites
(phenols, flavonoids and alkaloids), being the method of extraction by ultrasounds the one
that presented the best results, particularly for smaller particle size. The results obtained
showed that the total phenolic content varied between 57.4 + 7.67 and 200.5 + 2.86
milligrams of gallic acid equivalents (mg EGA) per gram of dry matter. The total flavonoids
and alkaloids present content levels ranging from 13.8 + 1.03 and 57.2 + 2.24 milligrams of
quercetin equivalents (mg EQ) per gram of dry matter and 50.4 + 0.004 and 746.0 + 0.03
milligrams of pilocarpine nitrate equivalents (mg EPN) per gram of dry matter. The results for
the antioxidant activity index fluctuated between 0.90 + 0.03 and 1.61 = 0.31 for the
extracts, showing that all of them presented a significant antioxidant activity.

In the cytotoxicity studies all extracts proved to be citoxic to cells of the human breast
adenocarcinoma (MCF-7) and the methanol extract from flowers by Soxhlet shows selective

toxicity towards normal human dermal fibroblasts (NHDF).

Keywords:

Acanthus mollis, L., bioactive compounds, antioxidant activity, cytotoxicity.
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Capitulo 1 - Introducao
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1.1. Enquadramento e objetivos deste trabalho

A evolucdao do homem através dos tempos esteve sempre acompanhada do conhecimento
sobre as plantas'. Uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade é a
utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de doencas® .
Por definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal é “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” 2.

Os estudos de avaliacao do potencial terapéutico de plantas medicinais passam por conhecer
os seus constituintes bioativos®.

Os produtos naturais, tais como os extratos das plantas, quer como compostos puros ou como
extratos padronizados, fornecem oportunidades ilimitadas para novas descobertas de
farmacos devido a disponibilidade incomparavel de diversidade quimica*® .

Este trabalho visa estudar os extratos das folhas e das flores do Acanthus mollis, L. uma
planta existente em algumas zonas da regiao da Covilha, com a finalidade de pesquisar a
presenca de compostos biologicamente ativos nas partes aéreas da planta. Estas foram
submetidas a dois processos de extracao diferentes (extracao em Soxhlet, e extracao assistida
por ultrassons) usando como solventes, o metanol e o etanol. Os extratos brutos foram
avaliados quanto a sua composicdo em termos de compostos fenolicos totais, flavonoides e
alcaloides. Neste estudo forma usados métodos colorimétricos: para os flavonoides (usando o
cloreto de aluminio), para os fendis totais (usando o reagente de Folin-Ciocalteau) e para os
alcaloides foram quantificados usando o método do reagente de Dragendorff. A determinacao
da atividade antioxidante dos extratos brutos foi avaliada pelo método de sequestracdo do
radical DPPH (2,2,-difenil-1-picrihidrazil). Este estudo sera complementado com a realizagao
de testes de citotoxicidade dos extratos obtidos usando o método MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) para analisar a viabilidade celular e o ensaio de

doseamento de proteinas por BCA (acido bicinconinico) para avaliar a proliferacao celular.

1.2 Acanthus

1.2.1 Caraterizacao botanica

Segundo o sistema de classificacdo APG Il Acanthus é um género botanico da familia
Acanthaceae ®'. Existem aproximadamente 4300 espécies de plantas com flores nesta familia,
nativas de regioes tropicais e temperadas, com a maior diversidade de espécies na Bacia do
Mediterraneo e Asia’®. O género compreende plantas herbaceas perenes, raramente
arbustivas, com um tamanho que oscila entre 0,4 a 2 m de altura, folhas gigantes que podem

13



Acanthus mollis como fonte de compostos biologicamente ativos

chegar a um metro de largura e flores reunidas em inflorescéncias do tipo racimo, com

coloracdo branca ou arroxeada®”.

1.2.2 Principais constituintes quimicos

Os lenhanos sdo os constituintes quimicos presentes na familia Acanthaceae,
especialmente aqueles do tipo arilnaftaleno e arilnaftalida. Estes sao um grupo de produtos
que ocorrem naturalmente no material vegetal, caracterizados pela uniao de duas unidades
fenilpropanoide (C¢-C3) com ligacoes B-B’. O dimero fenilpropanoide pode ser pds-processado
na planta, em diferentes graus de oxidacdao. Além disso, a ciclizacdo pode também surgir
através da introducdo de uma ligacdo C¢-C7» ou C¢-Cy. Por conseguinte, os lenhanos podem ser
divididos em varios subgrupos com base na sua estrutura geral. As subclasses mais comuns de
lenhanos sao os ariltetralinos e arilnaftalenos. Ha muitas variacées comuns na substituicao
padrao nos anéis arilo que ocorrem na natureza, incluindo metilenodioxilo, metoxilo e grupos
hidroxilo 7.

Os lenhanos tém importantes propriedades antineoplasicas e antivirais, e também
exibem atividades bioldgicas diferentes, tais como a inibicdo da fosfodiesterase, a inibicao da
biossintese de leucotrieno, e as actividades antivirais. Além disso, os lenhanos do tipo

arilnaftalida mostraram ser citotoxicos para varias linhas celulares de cancro’.

1.2.3  Acanthus mollis, L.

O Acanthus mollis, L., vulgarmente conhecido como Pé de Urso, acanto ou erva-
gigante € uma planta herbacea perene, nativa da regido mediterranica. Esta planta (figura 1)
encontra-se amplamente distribuida por Portugal continental, Acores e Madeira '°. Trata-se
de uma planta robusta, simples, de 30-70 cm, levemente pubescente; folhas moles, oblongas,
irregularmente penatipartidas ou penatifendidas, com os segmentos lobado-dentados, espiga
densa, comprida, com as bracteas grandes e corola de 3,5-5 cm, branca'®.

Na maioria das vezes o acanto € cultivado por motivos ornamentais, sendo uma das
mais antigas espécies de plantas cultivadas para jardim, mas pode também crescer em estado
selvagem. Na antiguidade, nomeadamente no final do século V a.c., as folhas do acanto sao
geralmente consideradas por historiadores como tendo sido a inspiracdo para os capitéis

corintios greco-romanos® '°.
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Figura 1 - Acanthus mollis, L.

1.2.3.1 Uso na medicina tradicional

As partes aéreas do acanto, principalmente as suas folhas apresentam diversas
aplicacoes no meio popular. As infusdes das folhas sao tradicionalmente usadas em gargarejos
para aliviar a dor de dente e as inflamacoes da boca. Pode também ser aplicada
externamente para tratar a erisipela, as Ulceras, os ferimentos e como anti-inflamatorio para
pernas inchadas. Cataplasmas das partes aéreas sao utilizadas em problemas intestinais e as
folhas quando trituradas sao aplicadas externamente em contusdes. A sua decoccao € usada
como emoliente™.

A planta é ainda utilizada em emplastro para o tratamento de queimaduras, as
infusdes servem para aliviar os espasmos, é relaxante/calmante'’. O uso das suas folhas é
também mencionado como desinfetante, auxilia a cicatrizagao de feridas e tem propriedades

diuréticas'?.

1.3 Principais constituintes das plantas

A vasta variedade de compostos quimicos sintetizados dentro do reino vegetal pode
ser dividida em metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios
sao essenciais para reagdes bioquimicas basicas, destinadas ao crescimento e
desenvolvimento'. Provém do metabolismo primario os hidratos de carbono, os aminoacidos,
as proteinas e os lipidos. Os metabolitos secundarios ndao parecem ter qualquer funcao débvia
no crescimento e desenvolvimento da planta. No entanto, sao considerados serem essenciais
para a vida das plantas, alguns deles atuando como agentes de defesa contra microrganismos
patogénicos, e insetos herbivoros e mamiferos'>. Na figura 2 apresenta-se um esquema
simplificado das principais vias para a producdo dos trés grupos principais de compostos

bioativos das plantas, i.e., terpenos, alcaloides e compostos fenélicos™.
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Figura 2. Representacdo esquematica das principais vias de producdo dos trés principais grupos de

compostos bioativos das plantas, adaptado de Azmir et al (2013)14.

Os metabolitos secundarios sdo provenientes das vias principais de sintese (via do
acido chiquimico, do acido malonico, do acido mevalonico e a via do nao-melavonato),
possuem diversas estruturas quimicas e atividades bioldgicas e sdo uma fonte extremamente
rica de compostos valiosos para uso na industria farmacéutica, cosmética, de quimica fina, e
nutracéuticos'¢. Por exemplo, a artemisinina, o paclitaxel, o ginsenosideo, o licopeno, e o
resveratrol sao valiosos produtos naturais bem conhecidos, utilizados como medicamentos ou
suplementos dietéticos'. Da figura 2 pode também ser observado que através da via do acido
chiquimico e a via do acido malonico sao sintetizados os compostos fenodlicos. Os terpenos
provém da via do acido mevaldnico e a via do ndo-melavonato. Os alcaloides sdo produzidos a
partir de aminoacidos aromaticos e alifaticos™.

Alguns dos metabolitos resultantes do metabolismo secundario sdo considerados
compostos bioativos, pois exercem efeitos sobre os sistemas biologicos' ', Uma definicdo de
compostos bioativos nas plantas é: “os metabolitos secundarios da planta que provocam

efeitos farmacoldgicos e/ou toxicolégicos em humanos e animais” ' 6.

1.3.1 Os constituintes do metabolismo primario

As plantas sintetizam aminoacidos a partir dos elementos primarios, o carbono e o
oxigénio obtidos a partir de ar, hidrogénio da agua no solo, formando hidratos de carbono
pela fotossintese e combinando-o com o azoto obtido a partir do solo, conduz a sintese de
aminoacidos, por vias metabolicas colaterais'’. O componente basico das células vivas sao as

proteinas formadas pela sequéncia de aminoacidos ingredientes fundamentais no processo de
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sintese. Estudos tém demonstrado que eles podem influenciar direta ou indiretamente as
atividades fisioldgicas da planta'’.

Os hidratos de carbono sao macronutrientes cujos maiores representantes pertencem
ao reino vegetal, seja na forma de hidratos de carbono complexos (amido e/ou celulose) ou
na forma de aclcar como a sacarose (dissacaridos), além da glicose e da frutose, os
monossacaridos mais comuns. As suas principais funcdes nos seres vivos sao: energética
(oxidacado de glicose); reserva alimentar (amido e glicogénio); estrutural (celulose e quitina);
genética (pentoses que fazem parte do DNA e RNA)'.

Os lipidos constituem um amplo grupo de moléculas que ocorrem naturalmente com
diversas funcdes bioldgicas; eles fornecem componentes estruturais de parede celular (sob a
forma de ceras e cutina) e membrana celular, e também fornecem energia para o
metabolismo'®. Eles também sao mediadores em muitos processos de plantas, incluindo a
transducdo do sinal, rearranjos do citoesqueleto, no transporte das membranas'®. Estes
processos sao essenciais para a sobrevivéncia da célula, crescimento e diferenciacao, e para

respostas das plantas aos sinais ambientais, incluindo o stress bidtico'®.

1.3.2 Constituintes do metabolismo secundario

1.3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sao de grande importancia na fisiologia da planta, exercem
um dado papel na pigmentacédo, no sabor, no crescimento, na reproducdo e na resisténcia a
agentes patogénicos e predadoresm. Estruturalmente, estes compostos contém pelo menos
um anel aromatico (anel fendlico), com um ou mais substituintes hidroxilos, e variam de
moléculas fenodlicas simples a compostos altamente polimerizados. Os compostos fendlicos
que ocorrem mais na natureza estao conjugados com mono- a polissacaridos, ligado a um ou
mais grupos fenolicos, e também pode ocorrer como derivados funcionais, tais como ésteres e
ésteres de metilo*'. Destacam-se pela sua atividade farmacologica, os acidos fenélicos, os
flavonoides, os taninos e os compostos quinonicos” *'. Os compostos fendlicos exibem uma
vasta gama de propriedades fisiologicas, tais como efeitos antialérgicos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antioxidantes, anti-trombéticos, vasodilatadores e cardioprotetores?'
A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € devida a sua capacidade de sequestrar
radicais livres, doar atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo fenolicos ou quelatacdo de

catides metalicos” "> 2

224 A estrutura destes compostos é a carateristica determinante
para a sua atividade sequestradora e de quelatacao de ides metalicos. Por exemplo, no caso
dos acidos fenolicos a atividade antioxidante depende do numero e da posicao dos grupos
hidroxilos em relacdo ao grupo funcional carboxilo?'. Outro exemplo, usando modelos
experimentais confirmou que os compostos fenolicos de Theobroma cacao (cacau) exibiram

efeitos benéficos contra a agregacdo plaquetaria®®, a pressdo arterial elevada®,
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aterosclerose?’, hiperglicemia e hipercolesterolemia®®, inflamac&o®’, hepatocarcinogenese?,
danos ao DNA e efeito clastogénico®.

Os beneficios possiveis para a salde resultantes da dieta com compostos fenolicos,
dependem da sua absorcdo e metabolismo®', que por sua vez, é determinada pela sua
estrutura, incluindo a sua conjugacao com outros compostos fenolicos, grau de glicosilacao /
acilacdo, tamanho molecular e solubilidade®.

Os acidos fenolicos, destacados pela sua atividade farmacologica, sdo bastante
abundantes nas plantas especialmente os derivados do acido benzoico e os do acido cinamico,
normalmente os compostos hidroxilados, alguns destes ligandos a oses. Sao exemplo de acidos
fenolicos do acido cinamico na forma de heterésidos, o acido p-cumarico, o acido cafeico,
entre outros acidos que na forma de ésteres, sdo encontrados em varias plantas medicinais”
13, 32.

Tipicamente, as plantas que apresentam estes componentes sao aplicadas como
hipocolesterolemiantes e coleréticas, ultimamente estes constituintes tém sido investigados
em relacdo a atividade antioxidante *2.

Os flavonoides sdo substancias fendlicas hidroxiladas, representam mais de metade
dos oito mil compostos fenolicos que ocorrem naturalmente nas plantas (sao conhecidos por
serem sintetizados pelas plantas em resposta a infecao microbiana) e constituem o maior
grupo destes compostos®" **. Estes constituintes exibem um papel importante na interacio da
planta com o meio ambiente envolvente. Eles protegem a planta contra as radiacoes
ultravioleta e visivel, desempenhando um importante papel de defesa. Os flavonoides
também possuem fungdes importantes na saide humana, como estdao presentes em todas as
plantas, acabam por integrar todas as dietas, e o consumo de alimentos de origem vegetal
pode auxiliar na prevencdo de doencas degenerativas associadas com o stress oxidativo®.
Estes compostos tém baixo peso molecular, e a sua estrutura deriva da flavona (2-fenil-y-

cromona), que podera conter varios grupos hidroxilo unidos aos anéis de estrutura basica C¢-

C;-Cq, sendo dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C)
321,35'

acoplado ao anel A como se mostra na figura

Figura 3 — Estrutura genérica de uma molécula de flavonoide®.
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A natureza quimica dos flavonoides depende da sua classe estrutural, grau de
hidroxilacdo ou outras substituicdes e o grau de polimerizacao® **. O recente interesse nestas
substancias tem sido estimulado pelos potenciais beneficios para a salde decorrentes das
atividades antioxidante destes compostos polifenolicos. Os grupos funcionais hidroxilo nos
flavonoides medeiam os seus efeitos antioxidantes por sequestracao de radicais livres e / ou
por quelacdo de ides metalicos®. A quelacdo de metais pode ser crucial na prevencdo de
geracao de radicais que danificam biomoléculas alvo®* *. Os flavonoides podem ser divididos
em diferentes subclasses: flavonas, flavanonas, flavonois, chalconas, antocianidinas, e
isoflavonas'®. Varios flavonoides tais como, catequina, apigenina, quercetina, naringenina e
rutina sao relatados pela sua atividade hepatoprotetora. Extratos de plantas de diferentes
espécies, ricos em flavonoides tém sido relatados por possuirem atividade antibacteriana®’32,
Estes compostos sao necessarios para a manutencdo de uma permeabilidade vascular normal
e, de facto, sao utilizados para certos estados patologicos em que existe um defeito na

33,35 Certos membros desta classe de flavonoides afetam

permeabilidade da parede vascular
significativamente a funcdo do sistema imunitario e células inflamatérias®. Alguns
flavonoides tais como hesperidina, apigenina, luteolina, quercetina estao referidos por
possuirem efeitos anti-inflamatorios e analgésicos. Os flavonoides podem afetar
especificamente a funcdo de sistemas enzimaticos envolvidos na geracdo de processos
inflamatorios, especialmente tirosina e proteina quinase, serina-treonina®* .

Os taninos sao compostos de origem fenolica, hidrossoliveis, mas com capacidade
para formar complexos insolUveis. Estes compostos dividem-se em dois conjuntos: os
hidrolisaveis (taninos gélhicos) e os condensados ou proantocianidinas' 3> 2, A base
estrutural dos taninos hidrolisaveis € uma ose, usualmente a glucose, na qual os grupos
hidroxilo se encontram esterificados pelos acidos elagico e galhico. Os taninos condensados
por sua vez sao caracterizados como polimeros de leucoantocianidinas (3,4-flavanodiois) e de
catequinas monoméricas (3-flavandis) ou oligémeros” 3* “. Os taninos apresentam
propriedades antissépticas, hemostaticas e anti-inflamatoérias e também sao utilizados na
terapia da diarreia. Também podem ser utilizados como antidoto no envenenamento por
alcaloides e metais pesados, pois conseguem precipitam estes compostos. Coloca-se a
hipotese de que o mecanismo de acdo dos taninos esteja ligado com a sua capacidade
antioxidante, de sequestrar radicais livres e de formar complexos com macromoléculas de
origem polissacaridea ou proteica e ides metalicos. Alguns testes in vitro propdem que os
taninos participam na modulacao de etapas da proliferacao e divisao celular, na resposta do

sistema imunitario, na coagulacdo e na inflamacao™ *.

Internamente, estes compostos,
devido & formacdo de um complexo com proteinas e/ou polissacaridos, aumentando a
impermeabilidade das mucosas o que auxilia a acdo anti-ulcerosa da mucosa gastrica.
Externamente, esta impermeabilizacdo das mucosas e das camadas externas da pele,
restringe as perdas de fluidos e entrava as ofensas externas, melhorando assim o processo de
regeneracéo de tecidos" *? .

Os lenhanos sao produtos do metabolismo secundario produzidos por varias plantas
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para servir como moléculas de defesa contra os predadores. Quimicamente eles sao dimeros
de fenilpropano que, adicionalmente, exibem atividades bioldgicas variadas *.

Os lenhanos e neolenhanos tém sido alvo de interesse na investigacao ao longo dos anos, por
causa da grande ocorréncia em diversas espécies de plantas, da variedade de estruturas
quimicas e das inimeras propriedades bioldgicas atribuidas a esses compostos*. Nas plantas
os lenhanos e neolenhanos desempenham um importante papel de defesa, propriedades
antibacterianas e antifingicas, tém sido apontadas a este grupo de compostos. Lenhanos do
tipo ariltetrahidronaftalénicoas e dibenzociclo-octanicos tém sido na maioria das vezes
referidos como antimitoticos. Dentre todos, o lenhano de ocorréncia natural mais conhecido é
a podofilotoxina devido ao potencial farmacologico dos derivados obtidos a partir dela na

terapia contra varios tumores**,

As antraquinonas sao assim denominadas devido a existéncia de um grupo carbonilo
no anel central do antraceno. Na maioria as antraquinonas sao quinonas, com excecao dos
senosidos que sao diantronas. Geralmente, os compostos antraquinénicos desempenham uma
acao purgativa ou laxativa, dependendo da dosagem, este efeito sente-se 10 a 12 horas apos
a ingestdo. Ao atingirem o colon, os heterosidos, sofrem hidrdlise provocada pelas enzimas
presentes na flora bacteriana, as geninas vao agir nas terminacdes nervosas da parede

intestinal, o que leva & diminuicao da reabsorcao da agua e promove o peristaltismo intestinal
1, 32

1.3.2.2 Alcaloides

Os aminoacidos sdo os precursores mais importantes na origem biogenética dos
alcaloides, no entanto, podem também ser originarios de terpenos e esterdis” *. Os
alcaloides sao compostos organicos ciclicos contendo azoto de baixo peso molecular e
pertencem a uma extensa categoria de metabolitos secundarios alcalinos" *.Possuem um
carater lipofilico muito acentuado o que lhes permite serem sollveis em solventes organicos e
estes compostos ao reagirem com acidos originam sais que passam a ser soltveis em agua'. Os
alcaloides formam um grupo heterogéneo de compostos organicos, definido pela funcao
amina que empresta aos seus constituintes, propriedades quimicas proprias, as quais se aliam
uma toxicidade geralmente elevada e muitas vezes também uma acdo farmacologica
revelante* **. A presenca de oxigénio na maioria destes compostos confere-lhe propriedades
diferenciadas, ou seja, os que sdao oxigenados sao inodoros, ndao volateis e cristalizam
facilmente, os que ndo contém oxigénio sdo liquidos, odoriferos e volateis'. A atividade
fisiologica potente de muitos alcaloides levou a sua utilizacdo como produtos farmacéuticos,
estimulantes, narcéticos e venenos. Atualmente, os alcaloides com mais utilizacdo clinica

incluem a morfina e a codeina como analgésicos, o agente anticancerigeno vinblastina,
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colchicina no tratamento da gota, a (+)tubocurarina relaxante muscular, o ajmalicina

antiarritmicas e a escopolamina sedativo® .

1.3.2.3 Terpenoides

Os terpenoides, sdo uma grande familia de compostos, que inclui constituintes como
os carotenoides, os esterois e hormonas. Nos organismos vivos, os terpenoides desempenham
um papel importante na respiracao celular na cadeia de transporte de eletrées (ubiquinona e
menaquinona), bem como na biossintese e estabilidade da parede celular e membrana. Estes
compostos sao vitais para o crescimento e sobrevivéncia das plantas, pois desempenham uma
funcao essencial na conversao da luz em energia quimica e na formacao e funcionamento dos
centros de reacdo fotossintética. Outras funcdes conhecidas dos terpenoides nas plantas

incluem papéis importantes na resposta ao stress ou em mecanismos de defesa”’.

1.3.3 Extracao de compostos bioativos

A extracdo é a primeira etapa de qualquer estudo de plantas medicinais e
desempenha um papel crucial no resultado final, apoiado em estudos qualitativos e
quantitativos de compostos bioativos' “*°. 0s métodos de extracéo envolvem a separacio de
porcoes de compostos bioativos presentes nos tecidos das plantas usando solventes seletivos.
Durante este processo, o solvente difunde-se no material sélido e solubiliza compostos com
polaridade similar®® *°. A eficiéncia deste processo é influenciada por muitos fatores, tais
como, a composicao do solvente, a temperatura de extracao, o tempo, o tamanho de
particula, a razdo solido/solvente, entre outros™® 2,

A extracao de compostos bioativos de plantas pode ser feita por diversos processos,
enquadrados em dois grandes grupos: processos convencionais € nao-convencionais. Os
métodos ndo-convencionais sdo considerados mais amigos do ambiente, devido a reducao no
uso de solventes organicos e sintéticos, reducdo do tempo processual, apresentando melhor
seletividade e rendimento™. A extracdo assistida por ultrassons faz parte deste grupo e é
considerada uma técnica simples, eficiente e uma alternativa ndo muito cara®. A eficiéncia
de extracao deste método para remocao dos metabolitos secundarios reside no efeito de
cavitacdo acustica produzida no solvente pela passagem de ondas ultrassonicas que conduzem
a difusao do solvente através da parede celular, aumentando o conteldo da célula, depois de
quebrar as suas paredes e consequentemente, melhorar o contato da area superficial entre as
fases solidas e liquidas' ',

Contudo, todas estas novas metodologias foram/sao sempre comparadas com um
método de extracao convencional, considerado ainda hoje como um método de referéncia, ou

seja, a extracdo em Soxhlet™ “*.No entanto, este método apresenta algumas desvantagens,
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nomeadamente, longos tempos de extracao, uso de grandes quantidades de solvente, baixa

seletividade e em alguns casos, decomposicdo térmica dos compostos termolabeis' .

1.3.4 Métodos de determinacao dos compostos bioativos

A analise da classe de compostos presentes nos extratos obtidos foi feita de acordo

com os métodos que de seguida se descrevem.
1.3.4.1.1 Determinacao dos fendis totais

A determinacdo quantitativa destes compostos é obtida por diversas técnicas
espetrofotométricas, todavia a que usa o reagente de Folin-Ciocalteu é das mais utilizadas.
Este reagente consiste numa mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o
molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6+ (com cor amarela) porém,
em presenca de certos agentes redutores, como os compostos fenodlicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos
metais estd entre 5 e 6 e cuja coloracdao permite a medicdo espectrofotométrica e a
determinacdo da concentracao das substancias redutoras, que nao precisam necessariamente
ter natureza fenolica®***. Esta metodologia tem algumas desvantagens, pois o reagente de
Folin-Ciocalteu ndo é especifico e deteta todos os grupos fendlicos presentes nos extratos,
também sofre interferéncia de compostos ndo fenolicos, como o acido ascorbico, que tal

como os compostos fenolicos sdo capazes de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu.

1.3.4.2Determinacao dos flavonoides

A quantificacdo dos flavonoides é efetuada por recurso a métodos colorimétricos,
espetrofotométrico, cromatograficos, entre outros. A maior dificuldade é a separacao destes
compostos das matérias-primas vegetais na sua totalidade®.

A metodologia de quantificacao mais usual consiste na precipitacao dos flavonoides
em meio basico com cloreto de aluminio. Neste método, o catido aluminio forma complexos
estaveis com os flavonoides (em solucdo metandlica), ocorrendo na analise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacao da
absorcdo. O complexo flavonoide-aluminio formado, absorve num comprimento de onda
superior ao do flavonoide sem a presenca do agente complexante (AlCl;). A leitura de
absorvancia num comprimento de onda de 415 nm permite determinar a dosagem de
flavonoides sem a interferéncia de outros compostos fenolicos, uma vez que estes mesmo que

formem um complexo com o aluminio, absorvem a comprimentos de onda menores™ .
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1.3.4.3 Determinacao dos alcaloides

Para a quantificacao de alcaloides totais seguiu-se a metodologia descrita por
Sreevidya e Mehrotra (2003) *®. Este procedimento usa um método espectrofotométrico
rapido, facil e simples que foi desenvolvido para o calculo do total de alcaloides precipitados
pelo reagente de Dragendorff em materiais vegetais. Este reagente trata-se de uma solucao
de iodeto de bismuto e potassio, isto €, o nitrato de bismuto reage com iodeto de potassio em
solucdo acida (normalmente através do uso de acido acético glacial) e forma um sal com cor
laranja - K[Bil,].

Neste método, os alcaloides sao precipitados na forma de um complexo (alcaloide-
bismuto) pelo reagente de Drangendorff, onde o bismuto forma um complexo amarelo em
meio acidificado com acido nitrico e na presenca de tioureia. O complexo de cor amarela
formado obedece a lei de Lambert-Beer, num Amax em 435 nm. Convertem-se os valores em
concentracao de alcaloides totais por comparacdo com a curva analitica proveniente do
nitrato de pilocarpina®. Para a anlise qualitativa destes compostos recorre-se aos reagentes
gerais dos alcaloides, usa-se aqueles que apresentam maior sensibilidade, sendo estes, o
reagente de Dragendorff, de Mayer, de Bertrand. Na pesquisa de alcaloides efetuam-se um
ensaio preliminar, no qual o aparecimento de precipitados nao indica a existéncia destes
compostos pois nas condicoes do ensaio podem precipitar outros compostos. No ensaio
decisivo sO precipitam compostos alcaloides, mas perdem-se alguns alcaloides,

nomeadamente os quaternarios™.

1.4 Stress oxidativo e Antioxidantes

Nas Gltimas trés décadas houve um interesse crescente em produtos naturais vegetais
quimiopreventivos. A etiologia de varias doencas degenerativas e relacionadas com o
envelhecimento foi atribuido ao stress oxidativo e numerosos estudos tém sido realizados

procurando os antioxidantes mais efetivos®®®'.

1.4.1 stress oxidativo

Em condicdes fisiologicas normais, observa-se um equilibrio entre a producdo de
radicais livres, na sua maioria sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS), e as
defesas antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enzimaticas)®.

Os ROS estao envolvidos em processos fisiologicos de sinalizacao e de regulacao na
célula, podendo ser benéficos para esta em concentracdes baixas ou moderadas®. Certas
situacdes causam um desequilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes,
devido a uma producao excessiva de ROS ou uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da

célula, a este desequilibrio da-se o nome de stress oxidativo. Este desequilibrio entre
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oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros pode oxidar e danificar lipidos celulares,
proteinas e DNA . O stress oxidativo foi ja associado como causa ou como estando
diretamente relacionado com varias patologias, nomeadamente o cancro (a iniciacao e
promocdo do cancro estdo associados a defeitos cromossomicos e ativacdo oncogénica
induzida pelos radicais livres), as doencas cardiovasculares (aterosclerose, isquemia,
hipertensao, cardiomiopatia, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca congestiva), as
doencas neuroldgicas (os radicais livres sdo mediadores da Alzheimer, esquizofrenia,
esclerose lateral amiotrofica e Parkinson), as doencas pulmonares (reforcam a inflamacao por
meio da ativacdo de diferentes quinases e fatores transcricdo redox), entre outras®® . Na
figura 4 apresentam-se de forma esquematica estas e outros tipos de patologias associadas ao

stress oxidativo.
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Figura 4. Patologias humanas induzidas pelo stress oxidativo, adaptado de Pham-Huy et al (2008) 6

O stress oxidativo é iniciado pelas ROS, tais como o anido superdxido e o peroxido de
hidrogénio. Nenhuma destas ROS é um oxidante forte, mas podem ser convertidos em
oxidantes mais perigosos por reacdes adversas nos tecidos®’®. O anido superéxido pode ser
produzido a partir de oxigénio molecular através diversos tipos de células, através de
sistemas enzimaticos, incluindo a cadeia respiratoria, a xantina oxidase, a ciclo-oxigenase e
NADPH-oxidase. O produto da dismutacdo dos anides superoxidos € o peroxido de hidrogénio
(H,0,), formado quer espontaneamente ou enzimaticamente, bem como, radicais hidroxilos
(‘OH). A sintase do dxido nitrico mitocondrial produz 6xido nitrico (NO°), principal responsavel
pelas espécies reativas de nitrogénio (RNS), que se pode combinar com o anido superoxido
para formar radicais peroxinitrito (ONOQO’), um potente agente oxidante que pode provocar

64, 66, 6869 portanto, a oxidacdo de fosfolipidos e

fragmentacdo de DNA e oxidacao lipidica
acidos gordos desencadeada pelos radicais livres, produz peroéxidos lipidicos reativos, que por
sua vez iniciam a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica em membranas celulares,

66, 68

danificando uma larga gama de biomoléculas essenciais Estes radicais atacam alvos

celulares sensiveis como lipidos, proteinas e acidos nucleicos causando a sua inibicdo e
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degradacao acelerada. Assim, o stress oxidativo inflige multiplos niveis de dano celular, que

se propagam num ciclo vicioso®.

1.4.2 Antioxidantes

Halliwell(1990) definiu os antioxidantes como: “substancias que, quando presentes em
baixas concentracdes em comparacdao com a de um substrato oxidavel (hidrato de carbono,
lipido, proteina ou ADN), atrasam significativamente ou impedem a oxidacdo do referido
substrato”’.

O potencial valor dos antioxidantes levou os investigadores a procurar compostos com
atividade antioxidante potente, mas baixa citotoxicidade’".

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos, i.e., antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Alguns desses antioxidantes sdao produzidos endogenamente e
incluem enzimas, moléculas de baixo peso molecular e cofatores da enzima. Entre os
antioxidantes nao enzimaticos, muitos sdo obtidos de fontes dietéticas®®.

Os sistemas enzimaticos estao incluidos nos mecanismos de prevencdo/protecdo contra
as reacdes dos radicais livres. Sao exemplos deste sistema as enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase e glutationa redutase, entre outras. A superoxido dismutase
€ uma das mais importantes, pois transforma o radical superoxido em peroxido de hidrogénio,
que mais tarde se decompde, por acao da catalase e da glutationa peroxidase, em agua e
oxigénio“’ 68, 72-73-

Os sistemas nao-enzimatico estdo envolvidos na protecdo contra propagacdo de
reacoes oxidativas em cadeia. Fazem parte deste grupo de compostos a glutationa (GSH), o a-
tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina C), o acido lipdico, os carotenoides, os
flavonoides, entre outros®® ®® A protecdo também é garantida pela sequestracdo de ides
metalicos. A reacdo em cadeia envolvida na peroxidacao lipidica é bloqueada pelo a-
tocoferol, através da doacdo de um atomo de hidrogénio originando o radical peroxilo e
formando o radical a-tocoferol, este € menos reativo e pode ser reduzido a a-tocoferol por
um variado nimero de compostos biologicos, incluindo o acido ascorbico, a GSH e
ubiquinois’* 3.

Por Ultimo temos as enzimas de reparacdo, estas incluem as enzimas reparadora de
DNA e as enzimas reparadora de proteinas lesadas. As enzimas envolvidas na reparacdo de
DNA sao a DNA glicosilase, DNA ligase, entre outras. Estas atuam por excisao ou por
recombinacao. Também a ativacao da polissintase (ADP-ribose) promove a reparacao de DNA.
No entanto em excesso ativa a morte celular, com extensa lesao ao DNA. Sistemas
proteoliticos, que reconhecem proteinas lesadas, estdao presentes tanto no citosol quanto na
mitocondria das células 73,

Outro tipo de classificacao dos antioxidantes foi proposto por Niki (2010) quanto ao
mecanismo de acdao que desempenham na célula: antioxidantes preventivos, captadores,

reparadores ou de novo, atuando sequencialmente e pela ordem aqui mostrada, em termos
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de linhas de defesa do organismo. Os antioxidantes preventivos atuam suprimindo a formacao
de ROS e RNS ou ainda captando ides metalicos como o cobre e o ferro. Os antioxidantes
captadores, funcionam removendo rapidamente espécies ativas, impedindo o ataque de
moléculas biologicamente essenciais. Os compostos fendlicos enquadram-se neste tipo de
antioxidantes, atuando como captadores de radicais livres. Os antioxidantes reparadores
atuam ao nivel da reparacao de lesdes, da eliminacdo de residuos ou da reconstituicao de
funcoes perdidas. Por Gltimo, os antioxidantes de novo, exercem uma funcao de adaptacao de
mecanismos, onde os antioxidantes apropriados sao produzidos na altura certa e transferidos

nas quantidades certas para as posicdes adequadas ¢ 273,

1.4.3 Determinacao da atividade antioxidante - Método do DPPH (2,2-difenil-

1-picrilhidrazil)

Os métodos de determinacao da atividade antioxidante dividem-se em dois grupos;
métodos baseados na reacao de transferéncia de eletrdo, no qual se inclui o método do DPPH
e 0s métodos baseados na reacdo de transferéncia do atomo de hidrogénio™”.

A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é caraterizada por ser um radical

livre estavel em virtude da deslocalizacdo do eletrdo livre na molécula como um todo,
portanto as moléculas ndao dimerizam, como seria o caso da maioria dos radicais livres. Esta
deslocalizacdo também proporciona a molécula de DPPH uma coloracdo purpura que absorve
num comprimento de onda de aproximadamente 520 nm?.
Quando a solucdo de DPPH é misturada com uma substancia dadora de um atomo de
hidrogénio (um antioxidante ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH é reduzido formando
difenilpicril-hidrazina, de coloracao amarela, com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser monitorizada pelo decréscimo da absorvancia’.

A maioria dos estudos exprime os resultados como o valor ICsy definido como a
quantidade de antioxidante necessario para diminuir a concentracéo inicial de DPPH em 50%,
calculada utilizando o grafico onde se representa a percentagem de inibicdo versus a
concentracio do extrato’.

Uma nova abordagem foi proposta por Scherer& Godoy (2009) que propuseram um indice de
atividade antioxidante (AAl) usando o método do DPPH, calculado como se segue e usado
neste estudo:

AAI = Concentracéo final DPPH° (ug/mL)/1C50 (ug /mL)™
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1.5. Atividade anticancerigena

1.5.1 O Cancro

O cancro é uma patologia heterogénea ao nivel molecular, caraterizada pelo
crescimento descontrolado das células, que podem invadir e se espalhar para locais distantes
no corpo, sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo’’. De acordo com a
OMS morrem cerca de 8,2 milhées de pessoas por ano com cancro, o cancro do pulmao,
prostata, colo-retal, estomago e figado os tipos de cancro mais comuns no homem, por sua
vez na mulher sdo o cancro da mama, colo-retal, pulmao, colo do Utero e do estomago.

A carcinogénese envolve principalmente trés passos, iniciacdo, promocado e
progressdao. A quimioterapia é ainda considerada o mais importante tratamento para o

cancro, contudo, este tipo de tratamento apresenta bastantes efeitos secundarios’®.

1.5.1.1 Cancro da mama

Inicialmente o cancro da mama era classificado tendo em conta os seguintes fatores:
tipo histoldgico, o grau do tumor, o estado linfonodal e a presenca de marcadores de previsao
tais como os ER (recetores de estrogénio), e mais recentemente o HER2 (recetor do fator de
crescimento epidérmico humano)”.

O cancro da mama pode ser considerado dependente de hormonas ou nao
dependente. As hormonas, nomeadamente os estrogénios, sdo importantes no
desenvolvimento normal da mama, mas também podem ter um papel importante no
desenvolvimento do cancro da mama. A hormona estradiol, tem uma funcao de destaque por
estimular a divisdo celular nas células da mama, influenciando ainda outras hormonas que
podem estimular a divisao celular das células mamarias. Cerca de 70% dos tumores malignos
da mama, mantém a dependéncia hormonal expressa nas células normais, através da
expressio de ER¥®. Uma vez que as hormonas influenciam a divisao celular e
consequentemente a proliferacdo celular, estas podem provocar erros genéticos devido a
mutacdes ao acaso, por aumento do numero de divisdes celulares®.

Para o tratamento do cancro da mama existem dois tipos de tratamentos, os locais e
os sistémicos. Sao exemplos do primeiro tipo a cirurgia e a radiacdo, por sua vez a
quimioterapia e a terapia hormonal sao exemplos do segundo tipo de tratamento.
Normalmente para o tratamento desta patologia elege-se um tratamento combinado entre os
dois tipos de modo a aumentar a possibilidade de sucesso®:.

Ao nivel da terapia hormonal, utilizam-se dois tipos de bloqueadores, os bloqueadores
dos ER e os bloqueadores da aromatase. O primeiro tipo de bloqueadores, sao os

antiestrogénios que sao amplamente utilizados no tratamento de cancro da mama hormono-
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dependente, atuando através de um mecanismo de inibicao competitiva pela ligacao aos ER’s,

84-85

bloqueando a acdo dos estrogénios® . Os segundos bloqueadores, inibem a sintese de

estrogénios, através da inibicdo enzima responsavel pela sua sintese, a aromatase®.

1.5.2 Linhas celulares

As linhas celulares de cancro tém sido amplamente usadas na investigacdo, estando
alguns exemplos apresentados na tabela 1. O uso de linhas celulares em investigacao de
cancro permitiu um aumento da informacao disponivel sobre a regulacdo de genes e as vias
de sinalizacao desta patologia. A utilizacao destes modelos permitiu o desenvolvimento e
estudo de farmacos anticancerigenos que sao atualmente utilizados na terapéutica e no
desenvolvimento de novas terapias. Estes modelos também apresentam um papel importante
na investigacdo das vias genéticas, epigenéticas e celulares, para definir potenciais
marcadores moleculares, para analisar a desregulacao da proliferacao, apoptose e da

progressdo do tumor e para rastrear e caraterizar de potenciais agentes terapéuticos’” ”°.

Tabela 1. Exemplos de algumas linhas celulares de cancro amplamente utilizadas com origem

em diferentes tipos de células, adaptado de Ferreira et al. (2013)”’

Linha celular | Espécie Morfologia
cancerigena

Hela Homo sapiens Adenocarcinoma cervical Epitelial
MCF-7 Homo sapiens Adenocarcinoma da mama Epitelial
U87MG Homo sapiens Gliobastoma- astrocitoma Epitelial
HT-29 Homo sapiens Adenocarcinoma do colon Epitelial
A549 Homo sapiens Carcinoma do pulmao Epitelial
HEP-G2 Homo sapiens Carcinoma hepatocelular Epitelial
K-562 Homo sapiens Leucemia mieldide cronica Linfoblasto
Cos7 Cercopithecus aethiops | SV40 renal transformado Fibroblasto
PC3 Homo sapiens Adenocarcinoma da prostata Epitelial
A375 Homo sapiens Melanoma maligno Epitelial

Como todos os modelos, as linhas celulares, apresentam vantagens e desvantagens,

algumas delas sao apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Algumas vantagens e desvantagens da utilizacao de linhas celulares, adaptado de

Ferreira et al (2013) ”/

Vantagens

Desvantagens

Facil de manusear e manipular

Contaminacao cruzada com células HelLa

Elevada homogeneidade

Perda de heterogeneidade

Elevado grau de similaridade como o tumor

no estado inicial

Instabilidade genomica

Alta variedade disponivel

Possivel alteracao das carateristicas das

células

Acessibilidade imediata

Infecao com micoplasma

Capacidade autorreplicativa ilimitada

Dificuldade em estabelecer uma linha

celular a longo termo

Facil substituicao Ambiente diferente do tumor

Reprodutibilidade dos resultados

De seguida serao apresentados em mais detalhe as linhas celulares usadas no trabalho

experimental desta dissertacao.

1.5.2.1 MCF-7

A linha celular de cancro da mama mais utilizada é a MCF-7, que foi estabelecida em
1973, na Michigan Cancer Foundation. Esta linha deriva da efusao pleural de um paciente com
cancro da mama que demostrava conter quantidades significativas do recetor de 17B-
estradiol. Esta proteina de ligagao é especifica para o 178-estradiol e é capaz de transportar
este composto para o nlcleo. A linha celular MCF-7 é muito usada devido a sua sensibilidade
hormonal através da expressao de ER, que a torna um modelo ideal para estudar a resposta

hormonal 7% 8.

1.5.2.2 NHDF

As NHDF (fibroblastos dérmicos normais humanos) sao isolados da derme de prepUcio
juvenil ou da pele de adultos de variados locais, tais como o peito, as coxas, o0 abdomen ou o
rosto. Estes podem ser utilizados em estudos de doencas da pele ou de cicatrizacao de
feridas. Esta linha celular também é muito usada na investigacao de compostos com possivel

atividade citotdxica, em estudos de regeneracao de tecidos e em engenharia de tecidos. As

células da derme expressao recetores e enzimas que metabolizam os estrogénios, sendo esta

é a razao pela qual as NHDF s&o utilizadas como controlo saudavel para o cancro da mama'”.
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1.5.3 Avaliacao da citotoxicidade

Os passos basicos comuns a qualquer teste de citotoxicidade in vitro incluem: a
cultura das células, a incubacao destas com as amostras de compostos/extratos em estudo, a
avaliacdo da sobrevivéncia das células e por Gltimo a interpretacdo dos resultados®. A
citotoxicidade pode ser avaliada através de teste de viabilidade celular e de proliferacao.
Neste trabalho para avaliar a viabilidade utilizou-se o ensaio de MTT e para a proliferacao o

doseamento de proteinas.

1.5.3.1 Teste do MTT

0 ensaio colorimétrico do MTT é bastante (til na determinacao da viabilidade celular.
Os ensaios de proliferacao e de viabilidade celular sao particularmente importantes para
aplicacbes de rotina, esta técnica é rapida para o screening de compostos com potencial
anticancerigeno. As células viaveis com metabolismo ativo convertem o MTT no formazano,
composto de cor purpura, com um maximo de absorcao préoximo de 570 nm, reacao
apresentada na figura 5. Quando as células morrem, perdem a capacidade de converter o MTT
em formazano, logo, a cor serve como um marcador apenas para as células viaveis. O
mecanismo celular exato para a reducao do MTT em formazano nao esta bem descrito, mas

supde-se que envolva a reacdo do composto com NADH & 8889,

NADH NAD®
Br
N-N N-NH
l N S [ N S
N1 d—cH, N N>—CH;
N- ¢ . N- 1 ;
CHs CH,
MTT Formazano

Figura 5. Reacéo da reducdo do MTT, adaptado de Riss et al (2013)*°

1.5.3.2 Quantificacao de proteinas pelo acido bicinconinico (BCA)

0O doseamento de proteinas por BCA, é um método colorimétrico para o doseamento
de proteinas baseado num reagente de detecao alternativo o BCA. Este método ¢é utilizado de
modo indireto para prever o numero de células, contudo a absorvancia lida ndo é
proporcional ao nimero de células. O BCA, na forma de sal de sodio, € um composto estavel,
soluvel em agua capaz de formar um complexo com os ides de cobre(l) de cor roxa intensa

num ambiente basico. Este reagente estd na base do método capaz de monitorizar a
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quantidade de ides de cobre () que sdo produzidos na reacao das proteinas com Cobre (ll) em

meio basico (Figura 6). A cor produzida a partir desta reacdo é estavel e aumenta de forma

proporcional ao longo de um amplo intervalo de concentracdes crescentes de proteina'” %,

Etapa 1) Etapa 2)
OH- ZBCA
—— A\ A
i - — i Complexo
s, mpanes |+ U [ cut BCA-Cuts
Tin i)

Figura 6. Representacdo esquematica do doseamento de proteinas por BCA'’

31



Acanthus mollis como fonte de compostos biologicamente ativos

Capitulo 2 - Parte experimental
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2.1 Colheita, Secagem e Moagem

As partes aéreas (flores e folhas) do acanto foram colhidas na regidao da Covilh3,
durante a época de floracdo (junho). As amostras obtidas foram secas a temperatura
ambiente e sem exposicao direta a luz, de modo a obter-se uma secagem homogénea. Apos a
secagem, as amostras foram reduzidas a po e tamisadas. Obteve-se dois tipos de amostra com
um po6 mais grosseiro, retido num tamis de 2 mm e um po6 mais fino com um tamanho médio
de particula de 0,5 mm. Este ultimo foi usado exclusivamente para a extracdo assistida por
ultrassons.

2.2. Determinacao do teor de matéria seca

Apés a homogeneizacdo do pd obtido, colocou-se uma pequena quantidade de
amostra numa balanca de infravermelhos, para as condicées de 105°C, durante 1 h
(aproximacao a norma NP 3185), monitorizando-se a perda de peso pelo material, indicado
pelo valor do teor de matéria seca (TMS) que é lido diretamente na balanca no final do tempo
selecionado.

Na tabela 3 pode observar-se os valores obtidos para cada uma das amostras. Estes valores
sao usados para calcular a massa absolutamente seca das amostras, para as subsequentes

extracoes.

Tabela 3. Valores dos teores de matéria seca (TMS)

Partes da planta TMS, %
Folhas 90,2
Flores 91,2

2.3 Processos de extracao

Efetuaram-se dois métodos de extracao solido-liquido utilizando como solventes o
etanol e o metanol. Numa das extracdes recorreu-se ao processo classico de extracdo com
extrator Soxhlet, e nas outras duas, foi usado o método dos ultrassons (método nao-
convencional), para as amostras com tamanhos de particulas diferentes (designada US-1 para
o tamanho maior e US-2 para o menor tamanho) e os mesmos tempos de extracao. Uma

abordagem um pouco mais detalhada é de seguida apresentada.

2.3.1 Extracao em Soxhlet

Para a extracao em Soxhlet, as amostras foram pesadas para cartuchos de celulose e
colocadas no interior do extrator Soxhlet; de seguida adicionaram-se os solventes referidos

anteriormente, num baldao de fundo redondo, obtendo-se as seguintes proporcdes: para as
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flores 1:25 e para as folhas 1:30. A extracdo manteve-se até o solvente ficar incolor. Para
cada uma das amostras foi feito um duplicado.

Apds a extracao, as amostras foram concentradas num evaporador rotativo e colocadas numa
estufa ventilada a 35°C até completa secagem, validada apos varios ciclos de secagem, até se
obter dois valores de massa constantes. Com os valores obtidos determinam-se os

rendimentos de extracao.

2.3.2 Extracao assistida por ultrassons

Na extracao por ultrassons usou-se uma proporcao fixa de 1:10, a que corresponde 5 g
de amostra colocada num erlenmeyer, no qual se adicionaram 50 mL de solvente. As
extracoes foram feitas em duplicado, para as duas amostras tamisadas referidas no item 2.1.
A extracao com ultrassons, foi realizada para cada amostra em duas etapas de extracao, isto
€, a primeira extracdo com duracao de 15 minutos, seguida de renovacdo de solvente e
novamente mais 15 minutos. De notar que a temperatura do banho de ultrassons foi
controlada e a agua do banho ia sendo continuamente arrefecida, para garantir que a amostra
no interior do erlenmeyer se mantinha entre 35° a 37°C.

Apos a extracao, procedeu-se como descrito anteriormente, avaliando-se de modo similar, o

rendimento das extracoes.

2.4 Diluicao dos extratos em metanol e determinacao da sua concentracao

Os métodos de quantificacdo que se irdo analisar requerem que o solvente seja o
metanol, pelo que todos os extratos secos foram diluidos usando um dado volume deste
solvente. De seguida, para cada uma das amostras, retirou-se uma aliquota de 5 mL para um
balao volumétrico de 50 mL, perfazendo-se o volume com metanol. Com o objetivo de
determinar a concentracao do extrato obtido, transferiu-se uma aliquota de 5 mL para um
frasco ambar, previamente pesado, e colocou-se na estufa até completa secura. Este
processo foi feito em triplicata para cada uma das amostras. Foram retirados da estufa e
colocados no exsicador com o objetivo de estabilizarem a temperatura e serem pesados para

a determinacao da concentracao do extrato, como se mostra na tabela 4.
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Tabela 4. Valores médios das concentracdes dos extratos.

Método Solvente Parte da planta Concentracao,
mg/mL

Metanol Folhas 10,4

18,4*

Flores 8,93

10,3*

Ultrassons Etanol Folhas 5,4
5,3*
Flores 5,1

6,9*

Metanol Folhas 41,5

Soxhlet Flores 43,4
Etanol Folhas 33,1

Flores 447

Nota: os resultados assinalados com * sao referentes aos extratos de US-2

2.5. Determinacao dos fendis totais

Para a quantificacdo dos fenois totais construiu-se uma curva de calibracao,
preparando-se as seguintes solucées, em metanol, de um padrao fendlico de controlo (o acido
galico) com diferentes concentracdes: 50, 100,125, 150, 200, 225,250, 300, 325, 350, 400 e
500 mg/L.

A 50 pL das solucdes padrdao adicionaram-se 450 pL de agua destilada, 2,5 mL de
reagente Folin-Ciocalteu 0,2 N (esta solucao foi preparada a partir da solucao comercial de 2
N), deixou-se reagir durante 5 minutos a temperatura ambiente. Ao fim deste tempo,
adicionaram-se 2 mL de solucao aquosa de carbonato de soédio a 75g/L e deixou-se reagir
durante uma hora e meia, num banho a 30°C com agitacao intermitente. Para o branco
substitui-se os 50 pL das solucdes por igual volume de metanol e seguindo-se o procedimento
anteriormente descrito. Apds este tempo, leram-se as absorvancias destas misturas a 765 nm.
Com os valores obtidos, construiu-se uma curva de calibracao, colocando nas abcissas as
concentragbes de acido galico e nas ordenadas os valores das absorvancias a 765nm (Figura

7). As determinacoes foram feitas em duplicados.
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Figura 7. Curva de calibracdo usada na quantificacao dos fenois totais.

Para a quantificacao dos fendis totais em cada extrato, procedeu-se como descrito
anteriormente, tendo em atencao que os 50 pL iniciais sdo substituidos por 50 pL dos extratos
em metanol. A quantidade de fenois totais presentes nas amostras foi calculada usando a
curva de calibracao e sao apresentados em miligramas equivalentes de acido galico por grama

de matéria seca'®. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

2.6 Determinacao dos flavonoides totais

Para a determinacao dos flavonoides totais construiu-se uma curva de calibracao.
Para tal, prepararam-se umas solucbes de quercetina, em metanol, com diferentes
concentracdes: 200, 150, 130, 100, 70, 50, 30, 12,5 e 6 pg/mL.

A 500 pL das solucoes iniciais (padroes e extratos), adicionaram-se 1,5 mL de
metanol, 0,1 mL de solucdo aquosa de cloreto de aluminio a 10%, 0,1 mL de solucdo aquosa
de acetato de potassio 1M e 2,8 mL de agua destilada. Deixou-se a reagir a temperatura
ambiente por trinta minutos, com agitacao intermitente. Para o branco, substituiu-se o
volume inicial por igual volume de metanol e procedeu-se do mesmo modo. Apds o tempo
referido, leram-se as absorvancias das misturas obtidas a 415 nm. As determinacdes foram
feitas em duplicado.

Com os valores obtidos para as solucoes padrao, construiu-se a curva de calibracao, colocando
no eixo das abcissas as concentraces de quercetina e no eixo das ordenadas as absorvancias

a 415 nm (Figura 8).

36



Acanthus mollis como fonte de compostos biologicamente ativos

N
o

-
(o)
L

)

RN
(o)}
L

y = 0,0093x
R? = 0,9982

)

Absorvancia, 415 nm

oo
N N

o
o

0 50 100 150 200 250
concentracdo em quercetina, mg/L

)

Figura 8. Curva de calibracao usada para a determinacao dos flavonoides totais.

A determinacao de flavonoides totais presentes em cada extrato foi calculada usando
a equacao da curva de calibracao e é apresentada em miligramas equivalentes de quercetina

por gramas de matéria seca>. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

2.7 Determinacao de alcaloides

Para a determinacao doa alcaloides nos extratos vegetais procedeu-se do seguinte
modo: retiraram-se aliquota de 10 mL de cada um dos extratos e centrifugaram-se durante 10
minuto a 3000 rpm. A 5 mL do extrato centrifugado adicionou-se 1 mL de solucdo de acido
cloridrico 0,1 N, agitou-se a amostra e adicionou-se 2,5 mL de reagente de Dragendorff a
mistura anterior, para precipitacdo. O precipitado foi centrifugado durante 5 minutos a 3000
rpm. Este precipitado foi lavado com 2,5 mL de etanol, o filtrado foi descartado e o residuo
foi tratado com 2,5 mL de solucao de sulfito de sodio a 1%, agitado e novamente centrifugado
nas mesmas condicdes. O residuo obtido foi dissolvido em 2 mL de acido nitrico concentrado,
com aquecimento se necessario. A esta amostra foi adicionada 8 mL de agua destilada e 1 mL
da solucao anterior foi pipetado para um tubo de ensaio ao qual se adicionaram 5 mL de
solucdo de tioureia a 3% (m/v). A absorvancia destas solugdes foi medida a 435 nm, contra um
branco contendo 1mL de acido nitrico concentrado e 2,5 mL de solucdo de tioureia 3% m/v.
Para a determinacdo dos alcaloides foi necessario construir uma curva calibragao, para tal
prepararam-se solucdes padrao de nitrato de pilocarpina, em acido cloridrico 0,1 N, com
diferentes concentracdes: 750, 500, 400, 250, 200, 150, e 100 mg/L, procedendo-se de

acordo com o acima mencionado.
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Para a curva de calibracao, colocou-se no eixo das abcissas as concentracdes de nitrato de

pilocarpina e no eixo das ordenadas os valores das absorvancias a 435 nm. (Figura 9)
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Figura 9 . Curva de calibracao usada na determinacao dos alcaloides

A quantificacao dos alcaloides em cada extrato foi calculada usando a curva de
calibracao e sao apresentados em miligramas equivalentes de nitrato de pilocarpina por

grama de matéria seca'® *®. Todos os ensaios foram feitos em duplicado.

2.8 Determinacao da atividade antioxidante - método do DPPH

Para a construcao da curva de calibracao preparou-se uma solucao-mae de 85,6
mg/L e desta preparam-se varias diluicbes com diferentes concentracées de DPPH (4,28;
8,56; 17,12; 25,68; 34,24; 42,8; 51,36; 59,92; 68,48; 77,04 mg/L).
As absorvancias destas solucoes foram lidas a 517 nm, contra um branco contendo unicamente
metanol, as leituras foram efetuadas em duplicados. A partir destas construiu-se a curva de
calibracao, colocando no eixo das abcissas as concentracdes de DPPH e no eixo das ordenadas

os valores das absorvancias a 517 nm. (Figura 10)
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Figura 10. Curva de calibracao do DPPH usada para determinar a atividade antioxidante

Para determinar a atividade antioxidante dos extratos, prepararam-se trés
solucdes de DPPH em metanol, com concentracdées de 0,2000, 0,1242 e 0,0800 mM.
Posteriormente para cada uma das concentracoes dos extratos (250 200, 150, 100, 50 e 25
pg/mL) e cada uma das concentracées de DPPH, prosseguiu-se do seguinte modo: a 0,1 mL de
amostra adicionou-se 3,9 mL de solucdo de DPPH, esta mistura foi deixada a reagir a
temperatura ambiente, no escuro durante 90 minutos. Apds este tempo, leram-se as
absorvancias a 517 nm. As determinacdes foram feitas em triplicados e o controlo para cada
solucao de DPPH era 0,1 mL de metanol mais 3,9 mL de solucao de DPPH. Por sua vez o
branco consistia apenas em metanol.
Para este método foram usadas trés solucdes padrdao, um de quercetina (500, 400, 300,
200,100, 50 mg/L), de trolox (100, 75, 50,25,10 e 5 mg/L) e por fim, uma solucao de acido
galico (150,100,75, 50, 25 e 10 mg/L)'®>> 7

Para cada uma das amostras procedeu-se ao calculo da percentagem de inibicao
de acordo com Scherer e Godoy (2009). A representacao grafica deste parametro versus a
concentracao na célula do espectrofotometro, permite obter a concentracdo da amostra
necessaria para promover 50% de inibicdo (ICsp). A atividade antioxidante foi expressa em

termos do indice de atividade antioxidante (AAl), e calculada a partir da seguinte formula:”

Concentragao final de DPPH
IC50

AAl = x 100

De acordo com Scherer e Godoy (2009), consideraram-se extratos com uma baixa
atividade antioxidante se AAIl < 0,5; com atividade antioxidante moderada para 0,5 < AAl <

1,0; atividade antioxidante forte para 1,0 < AAl < 2,0 e muito forte quando AAl > 2,0.7*
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2.9 Avaliacao da citotoxicidade

2.9.1 Linhas celulares

As células MCF-7 e NHDF sao mantidas a temperatura de 37°C numa atmosfera
humidificada contendo 5% de CO,. As MCF-7 foram cultivadas no meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado com uma elevada concentracao de glucose e com 10%
de FBS (soro fetal de bovino), 1% de antibiotico e antimicotico (10000 unidades/mL de
penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL anfotericina). As células NHDF foram
cultivadas em RPMI-1640 (Roswell Pack Memorial Institute), suplementado com 10% de FBS,
HEPES (0,01 M), L-glutamina (0,02 M), piruvato de sodio (0,001 M) e 1% de antibidtico e

antimicotico.

2.9.2 Ensaio de Viabilidade celular

A viabilidade celular na presenca dos extratos de Acanthus mollis foi estudada
utilizando o método do MTT, de acordo com o procedimento descrito por Freshney (2010)
com ligeiras modificacdes'® *"*2. Para iniciar este ensaio as células devem apresentar 80% de
confluéncia. Estas foram tripsinisadas e 100 pL de células foram cultivadas numa placa de 96
pocos (2x10* células/poco) no meio de cultura. Apés 48 h da cultura, foi adicionado a solucdo
de extrato em DMSO (dimetilsulfoxido) com concentracdes de: 0,0008; 0,008; 0,02 e 0,04
mg/mL. Estes ensaios foram realizados em triplicados.

De notar que, para a linha celular MCF-7 utilizaram-se as quatro concentracoes
anteriormente referidas, no entanto, para a linha celular NHDF foi selecionada a primeira
concentracao para a qual o extrato apresentou toxicidade na linha celular MCF-7.

As células nao tratadas com o extrato serviram como controlo. Depois de 48h de
incubacao retira-se o meio contido nos pocos, lava-se os pocos com PBS (tampao fosfato
salino) e adiciona-se 200 pL de solucao de MTT 0,5 mg/mL a cada poco e coloca-se a incubar
3 h a temperatura de 37°C. Ao fim da incubacao retira-se a solucdo de MTT, com o maior
cuidado para nao aspirar os cristais de formazano obtidos. Estes sao dissolvidos em 200 pL
DMSO, transferidos para uma placa de leitura de absorvancias, a 570 nm?2.

A extensao de células nédo viaveis foi expressa como a percentagem de viabilidade celular em

comparacao com as células de controlo.

2.9.3 Doseamento de proteinas

0 doseamento de proteinas é realizado utilizando um kit comercial, BCA Protein Assay
kit **, seguindo o procedimento indicado para o teste em microescala. A preparacéo inicial

para este ensaio foi realizada de acordo com o procedimento referido no item 2.9.2 .
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Depois da incubacdo, o meio foi descartado e as células foram lavadas com 200 pL
PBS. De seguida, 200 pyL de BCA foram adicionados a cada poco e ressuspendesse cada um dos
pocos durante 1 minuto, transferindo-se de imediato cada uma das amostras para os pocos da
placa de leitura. A cada poco desta placa adiciona-se 4 pL de sulfato de cobre. Por fim tapa-
se a placa de leitura com papel aluminio e deixa-se reagir durante 2 horas a temperatura
ambiente. A leitura das absorvancias foi efetuada a 562 mn®.
A extensado de células mortas foi expressa como a percentagem de proteinas em comparacdo
com as células de controlo.
Para garantir a viabilidade dos resultados obtidos no teste de proliferacao realizou-se a curva
de crescimento para a linha celular MCF-7, monitorizando-se as 48 h e 96 h o crescimento das

mesma.
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Capitulo 3 - Resultados e Discussao
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3.1. Rendimento de extracao

Os resultados dos rendimentos de extracao sao apresentados na tabela 5. Para a
extracao Soxhlet, verifica-se que o maior rendimento é obtido para o extrato metanolico das
folhas de acanto e o menor rendimento para as flores. Os extratos etandlicos apresentam
valores algo similares para as partes aéreas estudadas. Os rendimentos de extracdo obtidos
neste trabalho para extracao Soxhlet sao maioritariamente superiores aos referidos na
literatura para diferentes arbustos da floresta portuguesa’™®.

Na extracao assistida por ultrassons os rendimentos para os extratos metandlicos sao
inferiores aos extratos etandlicos, mostrando que, este Ultimo solvente é mais eficiente
nestas condicdes. Por outro lado, ao analisarem-se os valores para o mesmo tipo de solvente
e condicoes processuais de temperatura e tempo, pode ver-se que a reducao do tamanho de
particula influencia no rendimento de extracdo. Estes resultados corroboram com o referido
nos trabalhos de Tiwari et al. (2011) e Hammi et al. (2015), apenas contrariado pelos extratos
de flores em etanol**'.

A comparacdo entre os dois métodos de extracdo permite referir que o processo
classico de extracdo em Soxhlet apresenta rendimentos muito superiores ao método de
extracao por ultrassons usado para as condicoes de ensaio. O tempo de extracao pode ter sido
muito curto e a temperatura de extracao baixa, podendo o processo de difusao do solvente

dentro da parede celular nao ter sido completo.

Tabela 5. Rendimento das extracdes para os dois métodos usados e tipos de solvente.

Método Solvente Parte da planta Rendimento, %
Folhas 2,8
Metanol 3,5*
Flores 2,8
4,0*
Ultrassons Folhas 11,8
Etanol 16,4*
Flores 9,4
7,7*
Metanol Folhas 43,9
Flores 32,6
Soxhlet Etanol Folhas 36,6
Flores 39,8

Nota: os resultados assinalados com * sao referentes aos extratos US-2
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3.2. Fenois Totais

Para a determinacdo quantitativa dos fendis totais nos extratos do Acanthus mollis, L.
foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau, um dos métodos de analise mais difundidos. Os
resultados obtidos sao mostrados na tabela 6.

Tabela 6. Compostos fendlicos totais presentes nos varios extratos.

Fenois totais
Método Solvente Parte da planta (mg de equivalentes de acido galico
(EAG) /g de matéria seca)**
Ultrassons Metanol Folhas 106,8 + 6,8
200,5 + 2,9*
Flores 72,6 + 3,3
112,4 + 3,2*
Etanol Folhas 59,6 +4,5
79,9 + 5,8*
Flores 57,4 +7,7
109,8 + 2,9*
Soxhlet Metanol Folhas 112,3 + 6,3
Flores 144,1 + 2,5
Etanol Folhas 99,2 +0,7
Flores 146,4 + 3,2

Nota: os resultados assinalados com * sdo referentes aos extratos de US-2; ** média + desvio
padrao dos resultados

Da tabela 6 e da figura 11 para a extracao por ultrassons, € bem visivel que a reducao
do tamanho de particula influencia na concentracdo de fenois totais obtidos, chegando
mesmo a obter-se uma concentracdo de 200,5 mg EAG/g de matéria seca para as folhas do
acanto. O extrato etanolico para as flores € o que apresenta menor concentracdo em
compostos fendlicos. O etanol (EtOH) como solvente para remocao destes compostos parece
ser o menos eficiente, bem como a parte da planta em causa.

Para a extracao em Soxhlet, ambos os solventes apresentam similar comportamento
em termos das concentracdes em fenois totais obtidas, embora se possa dizer que o metanol
(MeOH) continua a apresentar um melhor desempenho (ver fig. 11). Neste tipo de extracao, e
para os dois solventes, as maiores concentracoes destes compostos aparecem nas flores.

Comparando ambas as técnicas extrativas para as partes estudadas da planta, a
extracao Soxhlet permite obter maiores valores de concentracdo para os fenois totais.

Os valores apresentados na tabela 6 para o Acanthus mollis, L. para as varias
condices ensaiadas sao mais elevados que os obtidos por Alali et al.(2011) no seu estudo
sobre o Acanthus Syriacus Boiss, para extratos aquosos (15,1 mg EAG/g) e metanolicos (15,4
mg EAG/g), usando o processo de maceracio.

Os valores obtidos na determinacao dos fendis totais para o acanto, apresentada na
tabela 6, sdo da mesma ordem de grandeza que os referidos por Luis et al (2011) para

diferentes arbustos da floresta portuguesa®.
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Asha et al (2012) afirma que nos extrato raiz em acetato de etilo de Acanthus
ilicifolius (planta da mesma familia da planta em estudo) obtém-se cerca de 20 mg /g de
compostos fendlicos, um outro autor Firdaus et al ( 2013) confirma a presenca destes
compostos em extratos de flores desta mesma planta, comparativamente a estes, os valores

obtidos para os extratos de Acanthus mollis sao muitissimo mais altos’® ¥’.
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Figura 11 . Concentracao de fendis totais nos extratos

3.3. Flavonoides totais

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais importantes, estes sdao muito
apreciados pelo ser potencial benéfico para a salde, devido a sua atividade biologica muito
diversificada, nomeadamente como antioxidantes, pela atividade antimicrobiana e
anticancerigena *.

Como se mostra na tabela 7 e na figura 12, o método que apresentou melhores resultados foi
os ultrassons, mais uma vez a reducdo do tamanho de particula (US-2) apresenta
concentracoes em flavonoides superiores aos da extracao por ultrassons com dimensao
superior (US-1). O solvente que apresenta os melhores resultados foi o etanol e a parte da
planta as folhas. As concentracbes obtidas para o método de Soxhlet foram muito
semelhantes independentemente da parte da planta utilizada e do solvente. Por sua vez, para
os ultrassons, este comportamento ja nao se verificou, assim o solvente com melhor resultado
foi o EtOH e a parte planta com maior concentracao de flavonoides foram as folhas. O extrato
que apresentou melhores resultados foi o de Folhas EtOH US-2 e o com menor concentracao

de flavonoides foi o extrato de Flores MeOH US-1.
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Tabela 7. Flavonoides totais presentes nos extratos do acanto.

Método Solvente Parte da planta Flavonoides totais**
(mg de equivalentes de quercetina, EQ
/g de matéria seca)
Metanol Folhas 16,4 + 1,2
27,0 £ 1,9*
Flores 13,8 +1,0
19,2 + 1,1*
Ultrassons | Etanol Folhas 50,0 £5,4
57,2 +2,2*
Flores 19,9 + 4,7
32,9 +1,7*
Soxhlet Metanol Folhas 19,4+ 1,0
Flores 22,9+2,0
Etanol Folhas 20,5 +1,7
Flores 17,3 +0,5

Nota: os resultados assinalados com * sdo referentes aos extratos de US-2; ** média + desvio
padrao dos resultados

A presenca de flavonoides era esperada uma vez que, Asha et al (2012) e Firduas et al
(2013) confirmaram a presenca dos mesmos em extratos raiz e flores de Acanthus ilicifolius
obtidos por maceracao, contudo as quantidades identificadas nos extratos de Acanthus mollis
sao superior as quantidades existentes em extratos de Acanthus ilicifolius apresentadas por
Asha et al (2012). Por isso, coloca-se a hipotese de que o Acanthus mollis possa conter maior
teor de flavonoides, ou que as técnicas e solventes de extracdo utilizados sejam mais

rentaveis para a extracao deste tipo de compostos " .
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Figura 12. Concentracao de flavonoides nos extratos
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3.4. Alcaloides

Os alcaloides apresentam uma grande diversidade de compostos com uma vasta
atividade biolégica, nomeadamente atividade anticancerigena. ' A determinacdo destes
compostos foi feita usado o método de Dragendorff. Na tabela 8 e na figura 13 apresentam-se
as concentracoes em alcaloides para cada extrato.

Tabela 8. Concentracao em alcaloides nos extratos estudados.

Método Solvente Parte da Alcaloides totais **
planta (mg de equivalentes de nitrato de
pilocarpina, ENP /g de matéria seca)
Ultrassons Metanol Folhas 53,78 + 0,006
194,89 + 0,009*
Flores 152,11 + 0,001
285,44 + 0,02*
Etanol Folhas 218,22 +0,098
746,00 + 0,03*
Flores 273,78 + 0,063
50,44 + 0,004*
Soxhlet Metanol Folhas 409,33 + 0,283
Flores 214,33 + 0,008
Etanol Folhas 185,44 + 0,009
Flores 496,56 + 0,067

*%

Nota: os resultados assinalados com * sao referentes aos extratos de US-2; média + desvio
padrao dos resultados

Analisando a tabela 8 e a figura 13, pode observar-se que o extrato com maior
concentracao de alcaloides foi o obtido para as folhas de acanto em etanol com moagem fina,
pelo contrario o com menor concentracdo foi o extrato de flores em etanol (US-2).
Genericamente, a extracao em Soxhlet apresenta maior teor em alcaloides extraidos para
ambas as partes em estudo. De referir que o procedimento utilizado é extremamente sensivel
e minucioso em termos de etapas, pelo que, estes valores podem estar um pouco mais
elevados.

A presenca de alcaloides foi confirmada por Firdaus et al (2013) em extratos de
Acanthus ilicifolius uma planta pertencente a mesma familia da planta estudada Acanthus
mollis, devido a esta informacao realizou-se a determinacdo de alcaloides para os extratos

em estudo’®.
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Figura 13. Concentracao de alcaloides nos extratos

3.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH e os resultados do
método constam da tabela 10 E foram apresentados na forma de ICs, (concentracdo de

amostra necessaria para inibir em 50% os radicais DPPH) e do indice de atividade

antioxidante, AAIl, de acordo com a classificacao apresentada no item 2.8.

Tabela 9. Propriedades antioxidantes dos extratos do Acanthus mollis e dos padroes.

Método Solvente Parte da ICso AAl Atividade
planta antioxidante
Metanol Folhas 49,64+0,26 | 1,12+0,01 Forte
34,79+1,01 | 1,47+0,03 Forte*
Ultrassons Flores 50,35+0,20 | 1,11+0,01 Forte
56,42+2,75 | 0,90+0,03 Moderada*
Etanol Folhas 49,93+0,26 | 1,07+0,01 Forte
52,64+0,96 | 1,01+0,02 Forte*
Flores 49,13+0,70 | 1,13+0,03 Forte
45,85+2,06 | 1,08+0,05 Forte*
Metanol Folhas 58,70+6,65 | 1,20+0,20 Forte
Soxhlet Flores 47,91+6,73 | 1,01+0,14 Forte
Etanol Folhas 30,32+6,83 | 1,61+0,31 Forte
Flores 39,84+2,46 | 1,38+0,08 Forte
Trolox 6,50+0,06 7,57+0,08 Muito Forte
Quercetina 4,93+0,14 9,67+0,42 Muito Forte
Acido galico 1,680,022 | 18,39+0,22 | Muito Forte

*%

Nota: os resultados assinalados com * sao referentes aos extratos de US-2; média + desvio
padrao dos resultados

Analisando a tabela 9 e figura 14 para a extracao em Soxhlet, os extratos metanolicos
apresentam valores de AAI, ligeiramente inferiores aos extratos etanolicos, para ambas as
partes aéreas estudadas, contudo para o mesmo tipo de solvente as folhas mostram um ligeiro

incremento desta propriedade. Num estudo realizado por Firdaus et al. (2013), usando o
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processo de maceragcao com diversos tipos de solvente, refere que o extrato metanolico das
flores do Acanthus ilicifolius foi o que apresentou melhor eficiéncia antiradicalar.

A extracao por ultrassons, pode dizer-se que nao existe uma diferenca significativa
entre o uso dois tipos de solvente e mesmo entre os tamanhos de particulas. De todos os
extratos o que necessita de uma concentracdo mais baixa para que ocorra 50% de inibicao € o
extrato etanolico, extraido em Soxhlet, este apresenta o AAl mais elevado, por sua vez o
extrato metanolicos das folhas em Soxhlet é o que demostra um maior valor de concentracao
entanto, comparativamente aos compostos padrdo aqui apresentados, essa atividade é mais

baixa.

3.6.Avaliacao da citotoxidade

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada pelos ensaios MTT e de doseamento de proteinas,

numa primeira etapa so para as células MCF-7, e posteriormente para os fibroblastos.
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Figura 13. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato folhas (a) e das flores (b) em MeOH (metanol) Sox (Soxhlet) na gama de concentracdes 0,0008-
0,04 mg/mL em MCF-7.

Analisando os resultados apresentados na figura 13 para as folhas e para as flores
observa-se uma diminuicao da viabilidade celular de 31% para as folhas e de 55% para as
flores, estes resultados sao concordantes com a perda de proliferacao celular, indicando

tratar-se de dois extratos com efeito citoxico.
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Figura 14. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato folhas (a) e das flores (b) em EtOH (etanol) Sox na gama de concentracdes 0,0008-0,04 mg/mL
em MCF-7.

Analisando a figura 14 observa-se que ambos os extratos promovem a viabilidade
celular para baixas concentracdes, contudo o extrato etanodlico das flores promove a
proliferacdo celular e como a viabilidade ndao acompanha com a mesma tendéncia a

proliferacao celular, coloca-se a hipotese da morte celular poder ser por apoptose.
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Figura 15. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato das folhas (a) e para o das flores (b) em MeOH US-1 (Ultrassons 1® extracao) na gama de
concentracoes 0,0008-0,04 mg/mL em MCF-7.

A figura 15 mostra que para ambos os extratos verifica-se uma perda de viabilidade
acompanhada por uma gradual morte celular, pelo que mais uma vez estamos perante dois
extratos que sao toxicos para as células MCF-7.
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Figura 16. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato folhas (a) e flores (b) em EtOH US-1 na gama de concentracoes 0,0008-0,04 mg/mL em MCF-7.

Ambos os extratos apresentados na figura 16 promovem a proliferacao celular a baixas
concentragées. Contudo, a perda de viabilidade é mais acentuada no extrato etanolico das
folhas, comparativamente ao extrato das flores. Para ambos se coloca a hipotese da morte

celular por apoptose, no entanto, o extrato das folhas & mais citotoxico que o das flores.
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Figura 17. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato das folhas (a)e das flores (b) em MeOH US-2 (Ultrassons 2* extracao) na gama de concentracoes
0,0008-0,04 mg/mL em MCF-7.

A figura 17 (a) mostra que para baixas concentracdes o extrato metanolico das folhas
favorece a proliferacdo celular, no entanto, a viabilidade ndo acompanha esta tendéncia,
pelo que para este extrato se admite uma morte celular por apoptose. Na figura 17 (b) e para
baixas concentracdes, pode dizer-se que o extrato metanolico das flores favorece tanto a

viabilidade como a proliferacao celular.
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Figura 18. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) e no doseamento de proteinas (PT) para o
extrato das folhas(a) e das flores (b) em EtOH US-2 na gama de concentracdes 0,0008-0,04 mg/mL em
MCF-7.

Observando a figura 18 ambos os extratos s6 apresentam toxicidade a partir de 0,008
a 0,02 mg/mL, podendo pois dizer-se que estes extratos apresentam um ligeiro efeito téxico
para as células MCF-7.

Como conclusdo pode dizer-se que todos os extratos sao toxicos para a linha celular
MCF-7, as células do adenocarcinoma da mama humana, embora os extratos etandlicos sao

possiveis promotores da morte celular por apoptose.

Para garantir a viabilidade dos resultados obtidos no ensaio de doseamento de
proteinas pelo BCA, foi realizada um ensaio de crescimento celular (figura 19). Este ensaio
garante que, qualquer alteracdo da percentagem de proteinas é da inteira responsabilidade
dos extratos, pois o nimero de células aumenta para cerca do dobro entre as 48 h (quando se

adiciona os extratos) e as 96h (quando se realizar o doseamento de proteinas).
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Figura 19 . Ensaio de crescimento celular das MCF-7 para as 48h e as 96 h.
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Neste estudo foi ainda realizado um ensaio MTT, tomando como exemplo os extratos
das folhas e das flores em MeOH Soxhlet, de modo a estudar-se o efeito destes extratos em

células NHDF, para a concentracao de 0,0008 mg/mL.
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% de viabilidade celular
[=1]
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B NHDF ®MCF-7

Figura 20. Resultados obtidos no ensaio de viabilidade (MTT) para os extratos Folhas e Flores em MeOH

Soxhlet na concentracao 0,0008 mg/mL em NHDF.

Na figura 20 apresenta-se a percentagem de viabilidade celular das células NHDF e
MCF-7, incubadas com os extratos metandlicos. Como se pode observar as células em contato
com o extrato das flores apresentam toxicidade seletiva para as MCF-7 o que nao acontece no
caso das folhas. Pelo que, o extrato metanolico das flores podera ser estudado para o

desenvolvimento de possiveis farmacos anticancerigenos.
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Capitulo 4 - Conclusodes

e Perspetivas Futuras
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Neste trabalho pretendia-se avaliar as potenciais atividades antioxidante e citotoxica
de extratos obtidos a partir de Acanthus mollis, uma planta existente na regiao da
Covilha, sobre a qual a informacdo cientifica € praticamente inexistente. Com a

possivel valorizacdo da mesma como fonte de compostos terapéuticos.

Para alem da pesquisa da citotoxicidade e da atividade antioxidante, também se
quantificou o teor de fendis, flavonoides e alcaloides, uma vez que estes compostos
se encontram descritos pelas suas possiveis atividades antioxidantes (fendis e

flavonoides) e citotoxicas.

Relativamente ao rendimento de extracdo o método que apresentou melhores
resultados foi o processo de extracao em Soxhlet. De um modo geral o processo que
apresentou maior teor de metabolitos secundarios em estudo, foi o processo
ultrassons com menor tamanho de particula (0,5 mm). Tendo em conta os resultados
obtidos por ambos os processos de ultrassons, pode-se concluir que o tamanho de
particula influéncia a quantidade de compostos extraidos, sendo que o tamanho de
particula menor favorece a extracao. Ainda em relacdo a quantificacdo de fenois,

flavonoides e alcaloides, o solvente que demostrou melhores resultados foi o EtOH.

Em relacdo a atividade antioxidante todos os extratos de acanto em estudo exibiram
uma atividade antioxidante significativa (entre moderada e forte). Por sua vez para
citotoxicidade, na linha celular MCF-7 todos os extratos demostram citoxicidade, no
entanto os extratos Flores MeOH Sox, Flores e Folhas EtOH US-1, Folhas MeOH US-2
podem promover a morte celular por apoptose. Por fim dos extratos testados em
ambas as linhas celulares, s6 o extrato Flores MeOH Sox apresentou citoxicidade

seletiva
Perspetivas Futuras:

- Testar a resposta das células NHDF aos restantes extratos
- Identificar, isolar e purificar os compostos existentes nos extratos
- Realizar IC5q para a citotoxicidade

- Confirmar o possivel efeito pro-apoptotico por citrometria de fluxo
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