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Resumo

As plantas sao usadas na medicina popular desde cedo e constituem uma fonte de centenas a
milhares de compostos com potencial terapéutico. Numa época em que os microrganismos estao
constantemente a desenvolver mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos, torna-
se fundamental a pesquisa por novos agentes antimicrobianos. Todas as estratégias devem ser
exploradas e os produtos naturais constituem uma fonte de agentes terapéuticos inovadores
que vém de encontro a esta necessidade. A urze e o feto comum estao descritos na literatura
como sendo utilizados na medicina tradicional no tratamento de feridas e como antisséticos,
revelando-se assim candidatos interessantes para a pesquisa de agentes antimicrobianos.
Assim, o objetivo global da presente dissertacdo passou pela caraterizacdo fitoquimica dos
extratos da urze e do feto comum, bem como pela avaliacao da sua capacidade antioxidante e

propriedades antimicrobianas.

Desta forma, as plantas foram sujeitas a extracdo metanolica, e a partir do extrato bruto obtido
foi realizado o fracionamento por passagem sucessiva de solventes de polaridade crescente,
originando quatro fracées. Os extratos brutos foram caraterizados fitoquimicamente,
nomeadamente quanto ao seu contelido em fenois totais e em flavonoides totais, pelos métodos
colorimétricos de Folin-Ciocalteu e do cloreto de aluminio, respetivamente. De seguida, os
extratos brutos foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante por dois métodos
diferentes: método do DPPH e método do sistema B-caroteno/acido linoleico. Os extratos e as
respetivas fracdes foram sujeitos a cromatografia em camada fina (TLC), em que os
cromatogramas obtidos foram revelados com reagente de Folin-Ciocalteu e com reagente de
DPPH. No que toca a avaliacao da atividade antimicrobiana, primeiro realizou-se o ensaio de
difusao em disco, seguido da avaliacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos e
respetivas fracbes e foi realizada ainda a bioautografia destes. Perante a atividade
antimicrobiana verificada pelos ensaios de difusao em disco e pela avaliacao da CMI, procedeu-
se a avaliacdo do modo de acado do extrato bruto e respetivas fracbes com maior atividade
antimicrobiana, por ensaio de curvas de morte em L. monocytogenes, e foi testado o efeito
destes extratos na formacdo de biofilmes e na tolerancia a condicdes de stress (pH acido e

temperaturas elevadas) desta bactéria.

Os resultados evidenciam um alto teor em fenodis e em flavonoéides totais, com as flores da urze
apresentando o maior conteldo fendlico, e a urze e as suas flores o maior conteldo em
flavonoides totais. Relativamente a atividade antioxidante, a urze e as suas flores apresentaram
uma atividade antioxidante forte, e o feto comum moderada, pelo método do DPPH. Pelo
método do sistema B-caroteno/acido linoleico, o feto comum revelou a maior atividade
antioxidante. Quanto a avaliacao da atividade antimicrobiana, os extratos da urze e das suas
flores mostraram o maior potencial antimicrobiano, nomeadamente contra bactérias gram

positivas e contra leveduras, e os extratos do feto comum contra leveduras. O ensaio de curvas



de morte revelou que os quatro extratos testados (fracao 4 da urze, extrato bruto e fracées 2
e 4 das flores da urze) reduzem o crescimento de L. monocytogenes, e que todos os extratos
de forma geral inibem significativamente a formacao de biofilmes da mesma bactéria. O estudo
da influéncia destes mesmos extratos na tolerancia de L. monocytogenes a condicdes adversas
revelou que todos eles aumentam a suscetibilidade em condicdes acidas, sendo que, no que

toca a temperaturas elevadas, o efeito ndo é tao notorio.

Em conclusdo, todos os extratos apresentam alto conteldo em compostos fendlicos e
flavonoides, e apresentam potencial antioxidante. O feto comum apesar de nao ter
demonstrado atividade antibacteriana revelou atividade antifiingica. A urze e as suas flores
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas e contra leveduras, sendo
de destacar a atividade evidenciada pelas flores da urze. O estudo mais aprofundado dos
extratos com maior atividade antimicrobiana indicou um potencial uso da fracao 4 da urze e do
extrato bruto e fracoes 2 e 4 das flores da urze contra L. monocytogenes. Assim, pode-se
concluir que a urze e o feto comum podem ser uma fonte de novos compostos com potencial

antimicrobiano.
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Abstract

Plants are used in folk medicine since early and they are a source of hundreds to thousands of
compounds with therapeutic potential. At a time in which microorganisms are constantly
developing mechanisms of resistance to antimicrobial agents, research into new antimicrobial
agents becomes essential. All strategies must be explored and natural products are presented
as a source of innovative therapeutic agents that meet this need. Heather and common bracken
are described in the literature as being used in traditional medicine in the treatment of wounds
and as antiseptics, thus proving to be interesting candidates for the research of antimicrobial
agents. Thus, the overall aim of this dissertation was the phytochemical characterization of
heather and common bracken extracts, and the evaluation of their antioxidant capacity and

antimicrobial properties.

In this way, the plants were subjected to methanolic extraction, and from the crude extract
was carried out the fractionation by successive passage of solvents of increasing polarity, being
obtained four fractions. The crude extracts were characterized phytochemically, regarding to
their content in total phenols and total flavonoids, by the colorimetric methods of Folin-
Ciocalteu and aluminium chloride, respectively. Subsequently, crude extracts were evaluated
for their antioxidant activity by two different methods: DPPH method and B-carotene/linoleic
acid system method. The extracts and their fractions were subjected to thin layer
chromatography (TLC), where the chromatograms obtained were revealed with Folin-Ciocalteu
reagent and DPPH reagent. Regarding the evaluation of the antimicrobial activity, the disc
diffusion test was first performed, followed by the minimum inhibitory concentration (MIC)
evaluation of crude extracts and respective fractions, and bioautography. In view of the
antimicrobial activity verified by the disc diffusion assays and by the MIC evaluation, the mode
of action of the crude extract and its fractions with better antimicrobial activity were evaluated
by the time-kill curves in L. monocytogenes, and the effect of these extracts was tested in the
biofilms formation and tolerance to adverse conditions (acid pH and high temperatures) of this

bacterium.

The results evidenced a high content of phenols and total flavonoids, with heather flowers
having the highest phenolic content, and heather and its flowers with the highest total flavonoid
content. Concerning the antioxidant activity, heather and its flowers had a strong antioxidant
activity, and the moderate common bracken, by the DPPH method. By the B-carotene/linoleic
acid method, the common bracken revealed the highest antioxidant activity. Regarding the
evaluation of the antimicrobial activity, extracts of heather and its flowers showed the highest
antimicrobial potential, specifically against gram positive bacteria and against yeasts, and
extracts of the common bracken against yeasts. The time-kill curves analysis revealed that the
four extracts tested (fraction 4 of heather, crude extract and fractions 2 and 4 of heather

flowers) reduced the growth of L. monocytogenes, and that all extracts in general inhibited

vii



significantly the biofilms formation of the same bacterium. The study of the influence of these
extracts on the tolerance of L. monocytogenes to adverse conditions revealed that they all
increase the susceptibility under acidic conditions, with a not so evident effect regarding high

temperatures.

In conclusion, all the extracts present high content in phenolic compounds and flavonoids, and
present antioxidant potential. Common bracken, despite not showing antibacterial activity,
revealed antifungal activity. The heather and its flowers have antimicrobial activity against
gram positive bacteria and against yeasts, highlighting the activity evidenced by the heather
flowers. Further study of extracts with higher antimicrobial activity indicated a potential use
of fraction 4 of heather and crude extract and fractions 2 and 4 of heather flowers against L.
monocytogenes. Thus, it can be concluded that heather and the common bracken may be a

source of new compounds with antimicrobial potential.

Keywords

Extracts, Heather, Common bracken, Total phenols, Total flavonoids, Antioxidant activity,

Antimicrobial activity, Time-kill curves, Biofilms, Tolerance to adverse conditions
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Capitulo |

Introducao

As plantas sdo amplamente usadas na medicina popular desde ha muito tempo, e o seu uso tem
assumido cada vez mais uma posicao na sociedade moderna (Chikezie et al., 2015). Inicialmente
as pessoas utilizavam as plantas para fins nutricionais, contudo posteriormente, com a
descoberta das propriedades medicinais, a flora tornou-se numa fonte de cura de doencas e de

melhoria para a saude (Azmir et al., 2013).

Dado o desenvolvimento da resisténcia microbiana aos farmacos, os investigadores voltaram-se
para a etnofarmacologia, onde encontraram centenas a milhares de compostos quimicos com
diversas atividades biologicas (Sasidharan et al., 2011; Sassi et al., 2007). O estudo de extratos
de plantas para a atividade antimicrobiana revela que estas constituem uma fonte de novos
compostos com potencial antimicrobiano (Sassi et al., 2007). No entanto, os estudos clinicos
sdo essenciais para a demonstracao da eficacia de um determinado composto bioativo e na
verificacao das alegadas propriedades no uso tradicional. Estes estudos direcionam-se para a
compreensao da farmacocinética, biodisponibilidade, eficacia, seguranca e interacées com
outros farmacos, uma vez que os compostos bioativos e os extratos de onde sao provenientes

requerem uma avaliacao cuidadosa (Sasidharan et al., 2011).

1. Potencial das plantas

Devido ao aumento da resisténcia aos antibioticos, existe uma necessidade urgente de
desenvolver novos e inovadores agentes antimicrobianos (Djeussi et al., 2013). A pesquisa de
novos agentes antimicrobianos deve ser continuada e todas as estratégias possiveis devem ser
exploradas. Além das substancias sintéticas, os produtos naturais constituem uma fonte de
agentes terapéuticos inovadores para varias condicoes, incluindo doencas infeciosas (Cos et al.,
2006). Os extratos de plantas e os dleos essenciais serviram de base para o desenvolvimento de
muitas aplicacoes atualmente existentes, como a conservacao de alimentos crus e processados,

produtos farmacéuticos, medicamentos alternativos e terapias naturais (Savoia, 2012).

A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas pode ser devida a diversos compostos
bioativos presentes (Negi, 2012). A concentracao, composicao, estrutura e os grupos funcionais
destes compostos desempenham um papel importante na determinacao da atividade
antimicrobiana (Hintz et al., 2015). Os mecanismos de acao dos compostos ativos dos extratos
de plantas ainda nao sdao completamente compreendidos. No entanto, existem trés aspetos nos
quais a maioria dos autores concorda em atribuir a capacidade inibitoria: a presenca de grupos
hidroxilo (-OH) capazes de formar ligacdes de hidrogénio que tém efeitos sobre as enzimas,

modificando uma variedade de funcdes intracelulares; alteracdes na permeabilidade das



membranas celulares, granulacdo do citoplasma e rutura da membrana citoplasmatica nas
bactérias; e nos fungos atuam na sua morfologia devido a interacées com enzimas de
membrana, resultando na perda de rigidez e integridade da parede das hifas (da Cruz Cabral
et al., 2013). As bactérias gram positivas apresentam-se mais suscetiveis a acao dos extratos e
oleos essenciais das plantas em geral, do que as bactérias gram negativas, essencialmente

devido as diferencas estruturais da sua parede celular (Cos et al., 2006; Delaquis et al., 2002).

Dentro dos compostos bioativos, os compostos fendlicos tém uma grande diversidade estrutural
e, portanto, diferem na sua eficacia antibacteriana contra microrganismos patogénicos. Assim,
a atividade antimicrobiana de extratos de plantas pode ser devida a presenca de compostos
fenolicos ou outros componentes hidrofobicos nos 6leos essenciais (Gyawali and Ibrahim, 2014).
Ha evidéncias de que o numero de grupos hidroxilo e a sua posicdo no anel fendlico esta
relacionado com o grau de toxicidade para microrganismos, devido ao aumento de hidroxilacao
(Hintz, Matthews and Di, 2015). Assim, a presenca de grupos hidroxilo (-OH) em compostos
com a membrana celular das bactérias, interrompendo a sua estrutura e causando o vazamento
de componentes celulares (Gyawali and Ibrahim, 2014). Alguns extratos de plantas também
demonstraram atividade antifingica contra variados fungos (Negi, 2012). Por outro lado, os
oleos essenciais contém uma mistura de compostos terpénicos, que inclui alcoois, acetonas,
fenois, acidos, aldeidos e ésteres, os quais demonstraram ter propriedades antibacterianas,
antifingicas, antivirais e antioxidantes (Negi, 2012; Prabuseenivasan et al., 2006). Alguns
alcaloides encontrados em plantas também foram utilizados como agentes antimicrobianos em
alimentos (Hintz et al., 2015).

Muitos agentes antimicrobianos produzidos pela industria farmacéutica foram baseados em
compostos naturais, como o acido benzédico do arando, acido sorbico de sorvas, acido citrico de
limées, acido malico de macas e acido tartarico de uvas (Negi, 2012). Diferentes espécies do
género Hypericum contém compostos como hiperforina, hiperenona A e hipercalina B
responsaveis pela atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus resistente e também em

Mycobacterium tuberculosis (Osman et al., 2012; Shiu et al., 2012).

Os compostos naturais apresentam potencial nao apenas contra células plancténicas, mas
também contra populacdes microbianas em biofilmes. Um exemplo disso sdo quatro compostos
(dois alcaloides e dois compostos fenolicos) isolados de partes aéreas e de raizes de Krameria
lappacea, Aesculus hippocastanum, Chelidonium majus e Macleya cordata os quais revelaram
uma atividade potencialmente interessante sobre biofilmes de Staphylococcus aureus (Artini et
al., 2012; Savoia, 2012).



1.1. Urze (Erica spp.)

1.1.1. Carateristicas da urze

R 1, DR

Figura 1 - Imagens representativas da urze (fotografias da autora).

O género Erica (familia Ericaceae) é representado por mais de 800 espécies no mundo e é o
maior género de plantas com flor (figura 1) (Mugrabi De Kuppler et al., 2015). As espécies
pertencentes a este género encontram-se distribuidas geograficamente pela Europa, Médio
Oriente e Africa, e ainda se estendem para o leste da Turquia, Libano e também no sudoeste
da Arabia (McGuire and Kron, 2005). Dentro deste género, a Erica arborea é nativa de varios
paises na Europa, Africa, Asia temperada, e também nas ilhas britanicas, na Australia e na Nova
Zelandia. E um arbusto que geralmente mede até quatro metros de altura, podendo ser ainda
maior nas matas nativas, e que produz numerosas pequenas flores (Demirkiran et al., 2010;
Guendouze-Bouchefa et al., 2015). Esta espécie é a Unica do género que é generalizada na
Europa, Africa e zonas temperadas da Asia (Demirkiran et al., 2010). Outra espécie
comummente encontrada e que é endémica do sudoeste da Peninsula Ibérica, é a Erica
andevalensis, considerada edafo-endémica de solos enriquecidos em acido e metal (Marquez-
Garcia and Cordoba, 2010). A Erica multiflora é comummente encontrada na area mediterranea
e é conhecida como a “urze de muitas flores” com folhas de forma semelhante a uma agulha,
e é usada em varios estudos (Guendouze-Bouchefa et al., 2015; Mugrabi De Kuppler et al.,
2015).

1.1.2. A urze na medicina tradicional

As propriedades medicinais para algumas espécies desta familia tém sido reconhecidas ao longo
do tempo, o que incluiu a urze no grupo das plantas medicinais. Estas propriedades das espécies
de Erica spp. sao geralmente atribuidas a abundancia em compostos fenolicos (Guendouze-
Bouchefa et al., 2015). Do género Erica, a Erica arborea e a Erica multiflora sdo as espécies
mais referidas como sendo usadas para varios fins terapéuticos, em particular no tratamento
de feridas e queimaduras. A Erica arborea é considerada adstringente e as suas partes aéreas
sdo tradicionalmente usadas contra Ulceras, como agente antimicrobiano, citotoxico, anti

edema, antidiarreico e cicatrizador. As folhas e flores sdao usadas em varios paises como



diuréticos, antisséticos urinarios e contra a prisao de ventre (Guendouze-Bouchefa et al.,
2015). Também a espécie Erica multiflora é usada em Marrocos como diurético, antissético
urinario, como alternativa no tratamento de hiperlipemia e, em Espanha, no tratamento de
feridas. As suas flores sao igualmente usadas nos tratamentos referidos e adicionalmente no
tratamento de aterosclerose e cancro da préstata, como antissético e sedativo (Guendouze-
Bouchefa et al., 2015; Harnafi et al., 2007; Turgay and Esen, 2015). Por exemplo, um copo de
5 % de infusdo ou decoccao das folhas de Erica arborea é sugerido depois das refeicoes para
eliminar os edemas em formulacdées de emagrecimento (Akkol et al., 2008). No tratado do
século | de Dioscorides “De Materia Medica”, ja foi referido o uso de cataplasma preparado
com folhas de espécies de Erica como cura para mordida de serpentes (citado em Akkol,
Yesilada and Giiveng, 2008).

1.1.3. Evidéncias cientificas das propriedades biolégicas da urze

O estudo fitoquimico de diferentes espécies de Erica spp. demonstrou que os taninos,
protoantocianidois e flavondides representam a maioria dos compostos das flores. Baseado
neste estudo e nos usos reportados tradicionalmente, esta familia pode ser uma fonte de
agentes antioxidantes e antibacterianos clinicamente relevantes (Guendouze-Bouchefa et al.,
2015). A atividade anti-inflamatoria da urze foi demonstrada para varias espécies de Erica, num
estudo que envolveu ratos aos quais foram induzidos varios estados de inflamacao e
administrada oralmente a amostra (Akkol et al., 2008). Os compostos fenolicos, nomeadamente
flavonoides, sdo os principais compostos isolados da espécie Erica arborea, a qual também

contém oleos essenciais (Guendouze-Bouchefa et al., 2015).



1.2. Feto comum (Pteridium aquilinum)

1.2.1. Carateristicas do feto comum

Figura 2 - Imagens representativas do feto comum (fotografias da autora).

Os fetos (figura 2) sdo um grupo de plantas esporadicas com, aproximadamente, 12000 espécies
extensivamente distribuidas pelo mundo (Qi et al., 2015). Pteridium é o género mais distribuido
dentro do filo Pteridophyta e contém as espécies de plantas vasculares mais largamente
distribuidas (Marrs and Watt, 2006). A espécie Pteridium aquilinum pertence a familia
Dennstaedtiaceae, tem um alcance mundial, encontrando-se presente em todos os continentes
a excecao da Antartida (Marrs and Watt, 2006; Tourchi-Roudsari, 2014). Esta planta cresce
sobretudo em solos acidos de floresta, areas quentes e escuras de zonas torridas e subtorridas,
em madeiras e margens das estradas. O feto comum possui um sistema de rizoma subterraneo
extenso repetidamente ramificado, e habitualmente cresce até 0,3 a 0,9 metros de altura,
contudo pode alcancar os 4,3 metros. Esta planta apresenta folhas largas que se dividem

geralmente em trés niveis (Marrs and Watt, 2006).

1.2.2. O feto comum na medicina tradicional

A espécie Pteridium aquilinum é usada tradicionalmente em aplicacbes diversas, desde em
medicina popular a aditivos alimentares (Kardong et al., 2013). E usado no tratamento de
doencas cronicas, como infusdo com propriedades adstringentes contra a diarreia e anti-
helmintico. (Xu et al., 2009). O feto comum é tradicionalmente usado em casos de hepatite,
no tratamento de tumefacao da pele, e como antipirético (Qi et al., 2015). Externamente, as
folhas do feto comum séo aplicadas em preparagoes topicas no tratamento de infecdes flngicas
na Tanzania, e também como analgésicos (Hamza et al., 2006; Kardong et al., 2013). Além
destas aplicacoes, as folhas também sao usadas como aditivos na preparacao tradicional de
bebidas alcodlicas, e os rizomas e folhas sdo usados como alimentos, consumidos frescos,

enlatados secos ou em conserva (Kardong et al., 2013; Xu et al., 2009).



1.2.3. Evidéncias cientificas das propriedades biolégicas do feto comum

As folhas do feto comum tém vindo a ser utilizadas como aditivos alimentares e os estudos
revelam que o feto possui compostos com propriedades antioxidantes, que podem ter grande
potencial nesta aplicacdo e como nutracéuticos (Kardong et al., 2013). Esta planta possui
atividades anti-inflamatorias, anticancerigenas e antivirais documentadas (Qi et al., 2015).
Também existem evidéncias quanto a sua atividade antibacteriana, apontadas por um estudo
em que o feto comum foi sujeito a extracao com diferentes solventes, sendo que os extratos
etanolicos e de éter de petroleo revelaram atividade antibacteriana contra quatro das cinco
bactérias testadas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris e Bacillus subtilis)
(Kardong et al., 2013).

2. Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo os responsaveis pelas atividades e beneficios das plantas medicinais
(Chikezie et al., 2015). Assim, os extratos provenientes das plantas ou os compostos puros
proporcionam inUmeras oportunidades para novos medicamentos, devido a inUmera

disponibilidade e diversidade quimica destes compostos nas plantas (Sasidharan et al., 2011).

Qualquer ser vivo processa diversos compostos quimicos para a sua sobrevivéncia e subsisténcia,
sendo que os compostos quimicos processados pelas plantas, podem ser divididos em dois grupos
principais: metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios sao
substancias quimicas destinadas ao crescimento e desenvolvimento, como os hidratos de
carbono, aminoacidos, proteinas e lipidos (Azmir et al., 2013). Os metabolitos secundarios sao
produzidos na fase posterior ao crescimento, nao estdao envolvidos no crescimento e
metabolismo no entanto assumem um papel na defesa da planta contra organismos patogénicos
e predadores herbivoros (Azmir et al., 2013; Chikezie et al., 2015). Dentro dos metabolitos
secundarios, existem algumas substancias que exercem efeitos nos sistemas bioldgicos e por
isso sao considerados compostos bioativos. Assim, os compostos bioativos podem ser definidos
como sendo metabolitos secundarios de plantas que provocam efeitos farmacologicos ou toxicos

em humanos ou animais (Paulsen, 2010).

A classificacdo de compostos bioativos em diferentes categorias diverge de autor para autor,
contudo sao sugeridas trés classes principais: os compostos fendlicos, os alcaloides e os

terpendides (Azmir et al., 2013).

2.1. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sao a classe mais largamente distribuida pelas plantas, estando
ubiguamente presentes e sdo também uma das maiores classes (Lattanzio, 2013; Vardhan and
Shukla, 2017). Estes compostos tém um papel relevante na fisiologia das plantas, assumindo

papéis na pigmentacao, sabor, crescimento, reproducao e resisténcia a agentes patogénicos e
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predadores (Paulsen, 2010). Alguns deles possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antissética, anti-helmintica e outras propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
(Vardhan and Shukla, 2017). Os compostos fenélicos englobam uma vasta gama de substancias
organicas em que o anel aromatico se encontra ligado a pelo menos um grupo hidroxilo
(Ramawat et al., 2009). O composto de origem é o fenol e os fendis simples (C¢) incluem o
catecol e o floroglucinol, contudo estes compostos isolados nao sao comuns nas plantas e
aparecem habitualmente como parte de estruturas mais complexas (Lattanzio, 2013; Mann et
al., 1994).

Muitos compostos fendlicos sao polimerizados em moléculas maiores originando os polifenois.
Os polifendis sao muito abundantes na natureza e apresentam uma grande diversidade (Vardhan
and Shukla, 2017). Entre os polifenois das plantas, os flavondides formam um grande grupo
destes produtos naturais, com mais de 8000 compostos identificados, encontram-se
amplamente distribuidos pelas plantas e sdo conhecidos pela forte atividade antioxidante
(Chikezie et al., 2015; Lattanzio, 2013). Os flavonoides constituem os pigmentos das plantas e,
na maior parte destas, sdao responsaveis pela exibicao de cores fortes nas pétalas de flores e
pela emissao de fluorescéncia brilhante quando as células das plantas verdes sao excitadas pela
luz ultravioleta (UV) (Chikezie et al., 2015). A estrutura quimica destes compostos é baseada
no esqueleto C¢-C3-Cg, contendo dois anéis benzénicos unidos por uma unidade propano (figura
3) (Lattanzio, 2013; Ramawat et al., 2009). Os flavondides incluem, de acordo com a estrutura,
flavonas, flavondis, isoflavonas, flavanonas, flavanondis e antocianidinas (Shahidi and
Ambigaipalan, 2015). Dentro dos flavonoides mais comuns insere-se a quercetina (figura 3)
(Chikezie et al., 2015), que possui uma excelente atividade antioxidante, reduz a oxidacao da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), é vasodilatador e anticoagulante do sangue (Ansar et
al., 2016; Rubio et al., 2013).
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Figura 3 - Estrutura quimica da quercetina, com os
anéis A, B e C tipicos da estrutura dos flavonéides
HD o (adaptado de Ozkan et al 2016).
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Outro grupo importante dentro dos compostos fenodlicos é o grupo dos acidos fenolicos, que tem
como estrutura base C4-Cy. Os acidos fendlicos mais comuns sao o acido galico, acido p-
hidroxibenzoico, acido vanilico e acido siringico. Sao tipicamente componentes de estruturas

complexas como a lignina e taninos hidrolisaveis (Lattanzio, 2013).



2.2. Alcaloides

Os alcaloides sao moléculas heterociclicas que contém azoto, as quais normalmente
apresentam atividade biologica marcada e sabor amargo, podendo atuar como compostos de
defesa em plantas e sendo eficientes contra patogenos e predadores devido a sua toxicidade
(Chikezie et al., 2015; Matsuura and Fett-Neto, 2017). As mesmas propriedades toxicas
observadas no cenario de defesa da planta podem ser usadas no desenvolvimento de novos
medicamentos (Gupta and Prakash, 2014). Os efeitos toxicos, em geral, dependem de dosagem
especifica, tempo de exposicdo e caracteristicas individuais, como sensibilidade, local de acédo
e estagio de desenvolvimento. Por vezes, os efeitos de toxicidade podem ser prejudiciais e
benéficos dependendo do contexto ecologico ou farmacologico (Matsuura and Fett-Neto, 2017).
A potente atividade fisioldgica de muitos alcaloides levou ao seu uso como produtos
farmacéuticos, estimulantes, narcoticos e venenos (Ramawat et al., 2009). Os alcaloides estao
divididos em varios grupos, cada um com propriedades clinicas diversas (Chikezie et al., 2015).
S&o varios os alcaloides aplicados medicinalmente como anestésicos locais, estimulantes (como
a cafeina e a nicotina), psicadélicos, analgésicos (como a morfina e a codeina) (figura 4),
bactericidas (como a piperidina), farmacos anticancerigenos (como a camptotecina e a
vimblastina), agentes hipertensivos, vasodilatadores (como a rutaecarpina), antiarritmicos,

antiasmaticos e antimalaricos (como a quinina) (Chikezie et al., 2015).
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Figura 4 - Exemplo da estrutura de alguns alcaloides conhecidos: a

cafeina (esquerda) e a morfina (direita).
Nas plantas, os alcaloides podem estar presentes sistematicamente na planta inteira ou podem
encontrar-se acumulados em grandes quantidades em o6rgaos especificos como em raizes, na
casca do caule e em sementes, e sao predominantes em plantas com flores (Chikezie et al.,
2015; Ramawat et al., 2009).

2.3. Terpendides

Os terpendides sao talvez a classe mais estruturalmente variada encontrada nas plantas, com
mais de 30000 estruturas conhecidas, incluindo terpenos, esterdides e carotenodides (Croteau
et al., 2000; Rubid et al., 2013; Vardhan and Shukla, 2017). Estes compostos sao derivados de
unidades de isopreno de 5 carbonos que se aglomeram em numerosas combinacdes para originar

uma vasta gama de derivados de terpenos, que sao coletivamente referidos como isoprendides



(Chikezie et al., 2015). Todos os compostos derivados desta categoria sao lipofilicos e tendem
a volatilizar com facilidade (Chikezie et al., 2015). Habitualmente os oleos essenciais sao
compostos por monoterpenos (duas unidades de isopropeno) ou sesquiterpenos (trés unidades
de isopropeno) e sao muito usados em fragancias e perfumes, possuindo odor e sabor forte
(Ramawat et al., 2009; Rubié et al., 2013). Estes compostos tém associadas acoes
diversificadas, como atividade antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria, antiviral,
antialérgica, antiespasmodica, anti-hiperglicémica, anti-inflamatoria e propriedades
modulatérias do sistema imunitario (Chikezie et al., 2015). Exemplos de estruturas ciclicas
incluem o limoneno, o mentol, canfora e pineno e de estruturas aciclicas o linalool, o mirceno

e o geraniol (alguns exemplos na figura 5) (Ludwiczuk et al., 2017).
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Figura 5 - Exemplos de estruturas ciclicas (a) limoneno e (b) mentol,
e de estruturas aciclicas (c) linalool e (d) mirceno (Ludwiczuk et
al., 2017).
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3. Métodos de extracao dos compostos bioativos

A extracao é o primeiro passo crucial na analise de plantas medicinais, pois é necessario extrair
os componentes quimicos desejados da matéria vegetal, dando assim origem aos extratos de
plantas. Uma vez que os extratos geralmente contém uma combinacdo de varios tipos de
compostos bioativos com polaridades diferentes, o fracionamento surge como um passo
importante para a caraterizacao e identificacao (Sasidharan et al., 2011). Assim, o extrato
bruto pode ser separado em varias fragdes contendo compostos de polaridades ou tamanhos
moleculares semelhantes. Para o fracionamento inicial de qualquer extrato bruto, é
aconselhavel ndo gerar muitas fracdes, pois pode distribuir um composto alvo em muitas
fracdes, acabando por ficarem concentracdées demasiado baixas para a sua detecao. Assim

Devem-se coletar apenas algumas fracoes maiores do extrato bruto (Gray, 2012).

Apesar do desenvolvimento de técnicas como a cromatografia e espetrofotometria que
facilitam a analise de compostos bioativos, o sucesso da analise destes compostos ainda
depende dos métodos de extracdo (Azmir et al., 2013). Assim durante o processo de extracao
devem ser tomadas medidas adequadas para assegurar que potenciais componentes ativos nao
sejam perdidos, degradados ou destruidos durante a preparacdo do extrato de amostras de

plantas (Sasidharan et al., 2011). Os parametros que mais afetam o processo de extracdo sao



as propriedades da matriz da parte da planta, solvente, temperatura, agitacao, pressao e

tempo de extracao (Azmir et al., 2013).

Diferentes solventes estao disponiveis para extrair compostos bioativos de plantas (Cos et al.,
2006), sendo a polaridade do composto alvo o fator mais importante para a escolha do solvente.
A afinidade molecular entre solvente e soluto, transferéncia de massa, uso de co solvente,
seguranca ambiental, toxicidade humana e viabilidade financeira também devem ser
consideradas na selecao do solvente para extracao de compostos bioativos (Azmir et al., 2013).
Assim, a extracao de compostos hidrofilicos usa solventes polares, como agua, metanol, etanol
ou acetato de etilo. Para a extracao de compostos mais lipofilicos, é utilizado, por exemplo,
diclorometano ou mistura de solventes como por exemplo diclorometano/metanol em
proporcao de 1:1. Em alguns casos, a extracao com hexano € usada para remover clorofila (Cos
et al., 2006). Na tabela 1 encontram-se alguns exemplos de compostos bioativos extraidos com

diferentes solventes.

Tabela 1 - Exemplo de alguns compostos bioativos extraidos por diferentes solventes (Azmir et al 2013).

Agua Etanol Metanol Cloroformio Diclorometanol Eter Acetona
Antocianinas Taninos Antocianinas Terpenoides Terpenoides Alcaloides  Flavondides
Taninos Polifendis  Terpendides Flavonoides Terpenoides
Saponinas Flavonois Saponinas
Terpenodides Terpendides Taninos

Alcaloides Flavononas

Polifenois

A extracao do material vegetal pode ser realizada através de métodos nao convencionais e de
métodos convencionais. Os métodos nao convencionais sdo mais “amigos” do ambiente devido
a diminuicao do uso de quimicos sintéticos e organicos, reduzido tempo operacional e melhor
rendimento e qualidade da extracdo. Entre estes métodos encontram-se a extracdo com
ultrassons, em campo elétrico pulsado, por digestdao enzimatica, por extrusdao, com
aquecimento por micro-ondas, com aquecimento 6hmico, com fluido supercritico e com
solventes acelerados. Por outro lado, existem os métodos convencionais, como a maceracao,
hidrodestilacdo e a extracdo em Soxhlet. A extracao em Soxhlet é ainda considerado como
método de referéncia para comparacdo de sucesso e desenvolvimento de novas metodologias
(Azmir et al., 2013).
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3.1. Extracao com ultrassons

Na presente dissertacao, a técnica utilizada para a extracao recorreu ao uso de um banho de
ultrassons. Nesta técnica a extracdo é facilitada pelo uso de ultrassons, um tipo especial de
onda sonora além da audicdo humana (20 kHz) (Azmir et al., 2013; Gray, 2012). Como outras
ondas, os ultrassons passam através de um meio por criacao de compressao e expansao, onde
este processo produz um fendmeno designado por cavitacdo, que significa producao,
crescimento e colapso de bolhas (Azmir et al., 2013). Assim, os ultrassons sao usados para
induzir stress nas células através da producdo de cavitacdao na amostra. A degradacéo celular
aumenta a solubilizacao de compostos no solvente e melhora os rendimentos de extracao (Gray,
2012). A principal vantagem da extracao recorrendo a ultrassons reside na energia destas ondas
que facilita a lixiviacdo de compostos organicos e inorganicos da matriz da planta. O mecanismo
de extracao por ultrassons envolve dois fendmenos fisicos: a difusdo através da parede celular
e a lavagem do conteldo da célula depois da destruicao das paredes. Fatores como o teor de
humidade da amostra, grau de moagem, tamanho das particulas e proporcdo de solvente
influenciam a extracao eficiente e efetiva. Além disso, a temperatura, pressao, frequéncia e
tempo de sonicacao sao os fatores determinantes para a acao dos ultrassons. As vantagens deste
método incluem reducdo no tempo de extracao, na energia necessaria e na quantidade de
solvente. A energia ultrassonografica para extracdo também facilita a mistura mais eficaz,
transferéncia de energia mais rapida, reduzidos gradientes térmicos e temperatura de
extracao, extracao seletiva, tamanho reduzido do equipamento, resposta mais rapida ao
controlo de extracao de processo, inicio rapido, aumento da producao e eliminacdo de passos
do processo. Foi demonstrada a eficacia desta técnica para a extracao de compostos bioativos
(Azmir et al., 2013).

4. Atividade antioxidante

4.1. Radicais livres e importdncia do estudo da atividade

antioxidante

Sob stress, o nosso organismo produz mais espécies reativas (como as espécies reativas de
oxigénio e as de azoto) do que antioxidantes enzimaticos (como superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase), levando a um desequilibrio (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
As espécies reativas de oxigénio (radicais de anides superoxido, radicais hidroxilo e perdxido
de hidrogénio) sao consideradas as principais causadoras de varias doencas associadas a idade,
incluindo doencas cardiovasculares, cancro e doencas degenerativas do sistema nervoso como
a doenca de Parkinson e de Alzheimer. Estes radicais livres causam danos em lipidos, proteinas,
DNA e pequenas moléculas (Rubio et al., 2013). Nos Ultimos anos, as doencas relacionadas com

o stress oxidativo tém vindo a ganhar especial atencdo (Martins et al., 2016).
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A nivel alimentar, a oxidacao lipidica € uma das principais causas da deterioracédo e da reducao
da qualidade dos alimentos e, também da formacdo de odores e aromas desagradaveis,
diminuindo o periodo de vida Util, alterando a textura e a cor e diminuindo o valor nutricional
dos alimentos (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). Varios estudos tém sido desenvolvidos com o
proposito de compreender os mecanismos de acdo dos radicais livres, bem como descobrir
substancias efetivas para prevenir e até reverter a ocorréncia de danos oxidativos e desenvolver
métodos para controlar a taxa e extensdo da oxidacao lipidica em alimentos (Martins et al.,
2016; Shahidi and Ambigaipalan, 2015).

4.2. Antioxidantes

Os antioxidantes surgiram como substancias capazes de contrariar os danos oxidativos, sem
afetar as reacdes oxidativas normais essenciais a vida que ocorrem no nosso corpo. Um
antioxidante é definido como sendo “um composto oxidante-redutor ativo que limita o stress
oxidativo através de reacdes nao enzimaticas com um oxidante reativo” (Paulsen, 2010). Os
antioxidantes sao clinicamente relevantes uma vez que podem ajudar na protecao do organismo
humano contra danos causados pelas espécies reativas de oxigénio. Além disso, tém-se revelado
como um grupo de aditivos alimentares indispensaveis, principalmente devido as suas
capacidades de aumentar o tempo de vida util dos produtos alimentares, sem qualquer efeito
adverso sobre as suas qualidades sensoriais ou nutricionais. De acordo com o Cddigo de
Regulamentacao Federal do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos surge assim outra
definicdo, que refere que "os antioxidantes sdo substancias usadas para preservar alimentos,
retardando a deterioracdo, o ranco ou a descoloracao devido a oxidacao". Neste contexto,

existem compostos antioxidantes sintéticos e naturais (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).

As defesas inatas do corpo podem precisar de ser apoiadas por uma grande variedade de
antioxidantes ingeridas na dieta, e muitas delas provenientes das plantas. Assim, moléculas
antioxidantes naturais podem combater as espécies reativas de oxigénio diretamente ou
impulsionar sistemas regenerativos para restaurar a capacidade antioxidante (Rubio et al.,
2013). Certos estudos epidemioldgicos fornecem evidéncias de que certos alimentos detém
numerosos beneficios para a salde, podendo prevenir varias doencas e até mesmo reverter ou
bloquear processos degenerativos (Martins et al., 2016; Prakash and Sharma, 2014). Os estudos
também indicam que uma dieta rica em antioxidantes esta associada com uma baixa incidéncia
de doencas degenerativas. A dieta alimentar assume assim um papel preponderante na salde.
A maior fonte de compostos fendlicos na dieta sdo em bebidas (sumos de frutas, cha, café,
cacau, cerveja e vinho), frutas, oleaginosas (sementes de colza, canola, linhaca e azeitonas),
vegetais, legumes (cevada, milho, nozes, aveia, arroz, sorgo, trigo, feijao e leguminosas) e

cereais (Prakash and Sharma, 2014).
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4.2.1. Antioxidantes sintéticos

Exemplos de antioxidantes sintéticos atualmente permitidos para uso em alimentos sao
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), propil galato (PG) e ter-
butilhidroquinona (TBHQ) (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). Contudo, alguns estudos tém
demonstrado que os antioxidantes sintéticos podem apresentar efeitos toxicos. Por isso, a
investigacao tem-se direcionado mais para os antioxidantes naturais, ou seja, na descoberta de
produtos naturais com propriedades antioxidantes que possam substituir ou associar-se aos
antioxidantes sintéticos (Luis et al., 2009), abrindo a porta para a pesquisa de antioxidantes

nas plantas.

4.2.2. Antioxidantes naturais

Muitas plantas medicinais detém uma larga quantidade de compostos com atividade
antioxidante, como os compostos fenolicos, alcaloides, terpendides, vitaminas, entre outros

metabolitos endogenos (Ozkan et al., 2016).

A atividade antioxidante é dos potenciais mais estudados dos compostos fendlicos e estes
constituem os compostos mais representativos em termos de antioxidantes na nossa dieta
(Martins et al., 2016; Paulsen, 2010). Estima-se que ingerimos uma grama de compostos
fendlicos por dia, no qual cerca de 1/3 corresponde a acidos fenolicos e os restantes 2/3
correspondem maioritariamente a flavonoides (Paulsen, 2010). Os compostos fendlicos sao
principalmente sequestradores de radicais livres que retardam ou inibem o passo de iniciacao
ou interrompem o passo de propagacao da oxidacao lipidica, diminuindo assim a producédo de
espécies reativas de oxigénio formadas em varios sistemas in vitro e in vivo (Rubio et al., 2013;
Shahidi and Ambigaipalan, 2015). A nivel alimentar proporcionam, assim, a diminuicao da
formacao de produtos de decomposicao volateis que causam ranco (Shahidi and Ambigaipalan,
2015).

Recentemente, os flavondides tém vindo a ganhar interesse como potenciais agentes
terapéuticos contra uma grande variedade de doencas, a maioria das quais envolvendo danos
oxidativos. Os flavonoides podem interferir ndo s6 na propagacao de reacdes de radicais livres,
mas também na formacado de radicais. Os flavondides mais comuns presentes nas plantas
medicinais e alimentos incluem quercetina, canferol, luteolina e apigenina (Ozkan et al., 2016).
No caso dos alimentos, os flavonodis constituem o grupo de flavondides mais amplamente
representado. Os frutos normalmente contém cinco a dez diferentes glicosideos de flavonol
(forma glicosilada dos flavonois) (Paulsen, 2010). A capacidade dos flavonoides serem efetivos
como antioxidantes deve-se a presenca de grupos hidroxilo do tipo catecol no anel B (figura 3)
(Shahidi and Ambigaipalan, 2015).

Dentro dos terpendides existem varias classes com atividade antioxidante, nomeadamente os

carotenoides. Um exemplo, € o B-caroteno que devido a sua interacdo com radicais livres,
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parece oferecer protecao contra o cancro do pulmao, do colo retal, da mama, do Utero e da

prostata. (Ludwiczuk et al., 2017).

Varios alcaloides apresentam atividade antioxidante e alguns deles ajudam as plantas na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio geradas por diferentes stresses. Dentro dos

alcaloides com atividade antioxidante é de salientar a cafeina (Matsuura and Fett-Neto, 2017).

5. Atividade antimicrobiana

5.1. Necessidade de novos agentes antimicrobianos

As bactérias patogénicas sempre foram consideradas como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em seres humanos (Djeussi et al., 2013). Durante o século XX, com a
descoberta dos antibioticos houve uma grande reducao de ameacas de doencas infeciosas. No
entanto, ao longo dos anos muitos antibioticos frequentemente usados no passado tornaram-se
menos efetivos contra os agentes patogénicos, devido a resisténcia gerada pelos
microrganismos aos farmacos (Luis et al., 2014; Savoia, 2012). O problema da resisténcia
microbiana esta a crescer e as perspetivas para o uso de farmacos antimicrobianos no futuro
ainda sado incertas (Negi, 2012). Embora as induUstrias farmacologicas tenham produzido uma
série de novos antibioticos nas ultimas décadas, a producdo tem vindo a diminuir, e a
resisténcia aos antibioticos pelos microrganismos aumentou (Fair and Tor, 2014; Negi, 2012). A
resisténcia microbiana é revelada pelas bactérias mas também por outros microrganismos,

como fungos, parasitas e virus (Levy and Marshall, 2004).

Apesar da disponibilidade de uma ampla gama de antibioticos, os microrganismos estdo
constantemente a desenvolver mecanismos de resisténcia a estes agentes, dificultando o
combate a doencas infeciosas. Estes mecanismos de resisténcia tém vindo a aumentar de nivel
e complexidade (Mabhiza et al., 2016). Os mecanismos classicos de resisténcia incluem: a
inativacao de farmacos por hidrélise ou por modificacdo; a alteracao do alvo do farmaco dentro
da célula; a alteracdo da permeabilidade de membrana e o efluxo do farmaco, nomeadamente
por acdo de bombas de efluxo (Penesyan et al., 2015). Para além dos mecanismos de
resisténcia, as bactérias detém estruturas que colaboram para o potencial infecioso, como

capsulas, flagelos, pili e sistemas de secrecao tipo Ill (Hill, 2012).

Perante os antibidticos existentes e o aumento da resisténcia microbiana, verifica-se a
existéncia de uma falta de diversidade no alvo celular de todos os antibidticos conhecidos.
Quase todos os antibioticos clinicamente utilizados inibem a sintese de DNA, RNA, proteina ou
parede celular, e existem menos de vinte e cinco alvos moleculares que sao responsaveis pela
sua atividade. Aproximadamente metade de todos os antibidticos tém como alvo a parede
celular. No entanto, novos antibidticos que estdo em conformidade com as classes
estabelecidas sao frequentemente sujeitos a algumas das mesmas resisténcias observadas em

membros anteriores da classe. Posto isto, surge a necessidade de desenvolver novos agentes

14



antimicrobianos (Fair and Tor, 2014). Neste momento, as areas de particular interesse
terapéutico incluem pequenas moléculas para atenuar a viruléncia bacteriana e perturbar a
formacao de biofilmes, a terapia com bacteridéfagos, o potencial de produtos naturais, a
identificacao de alvos de drogas que selecionam a reducao da aptidao bacteriana durante o
desenvolvimento da resisténcia microbiana e o aprimoramento de respostas imunes do

hospedeiro, incluindo terapia dirigida pelo hospedeiro (Holmes et al., 2016).

5.1.1. Resisténcia a antibioticos

Os antibioticos sao definidos como compostos que podem efetivamente inibir o crescimento de
microrganismos (Penesyan et al., 2015). Estes compostos sao utilizados para o tratamento de
doencas bacterianas desde o inicio do século XX e sdo os farmacos mais comummente prescritos
na medicina humana. Apos a introducdo da penicilina, muitas classes de antibioticos foram
descobertas e a maioria das doencas infeciosas foram controladas. Contudo, o uso excessivo e
indevido de antibidticos constitui o fator principal para a resisténcia microbiana (Holmes et al.,
2016; Penesyan et al., 2015). Além disso, o uso de antibidticos na agricultura e como agentes
profilaticos e promotores de crescimento em animais, resultou no aparecimento de
microrganismos resistentes a farmacos, originando infecoes graves e dificeis de tratar em

animais, bem como em humanos (Mehndiratta and Bhalla, 2014).

Os microrganismos evidenciam a resisténcia como uma interacdo de dois elementos: o
antibidtico ou agente antimicrobiano e os determinantes de resisténcia genética nos
microrganismos selecionados pelo farmaco. A resisténcia a agentes antimicrobianos emerge
quando estes dois elementos se reinem num ambiente ou hospedeiro, o que pode levar a um

problema clinico (Levy and Marshall, 2004).

A resisténcia aos antibioticos inicialmente surgiu em hospitais, onde a maioria dos antibioticos
sdao usados. As bactérias entéricas, nomeadamente Escherichia coli, Shigella e Salmonella, e
em adicdo, Pseudomonas aeruginosa, foram provavelmente as primeiras bactérias nas quais foi
detetada resisténcia a multiplos antibioticos (Levy and Marshall, 2004; Rossolini et al., 2014).
Dentro das bactérias gram positivas, Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. sao as espécies
que atualmente representam os maiores desafios em termos de resisténcia a antibioticos. No
que toca as bactérias gram negativas, a resisténcia aos antibioticos é apresentada como sendo
mais grave que nas bactérias gram positivas, sendo que os fenotipos de extrema e total
resisténcia a farmacos sao mais comuns em bactérias gram negativas relacionadas com infecoes
associadas aos cuidados de salde, como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e
Enterobacteriaceae (na maioria das vezes Klebsiella pneumoniae) (Rossolini et al., 2014). Nas
bactérias gram positivas, a parede de peptidoglicano encontra-se muito proxima da superficie
celular, permitindo que o agente antimicrobiano penetre facilmente na célula. No entanto, no
caso das bactérias gram negativas, a membrana externa constituida por lipopolissacarideo atua

como uma barreira para compostos hidrofébicos, dificultando a entrada de agentes
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antimicrobianos (Kouidhi et al., 2015). Esta carateristica contribui para uma maior resisténcia

observada em bactérias gram negativas em relacdo as gram positivas (Stavri et al., 2007).

5.1.2. Biofilmes

Os microrganismos podem existir no meio ambiente como células planctonicas ou como
comunidades em biofilmes, onde se encontram ligados a uma superficie e estdo inseridos numa
matriz complexa constituida essencialmente por material exapolimérico (Gandhi and Chikindas,
2007). A formacéo de biofilmes ocorre essencialmente em trés passos: aderéncia, em que as
células chegam a superficie e aderem a essa superficie; crescimento e maturacdo, em que as
células comecam a produzir o exopolissacarideo que constitui a matriz e amadurece de
microcolénias a aglomerados de células em multicamadas; e por fim, a formacdo do biofilme
maduro. Como parte do ciclo de desenvolvimento do biofilme natural, as células dentro dos
biofilmes maduros produzem compostos que podem induzir a libertacao de fragmentos do
biofilme e alteracao para um estado plancténico. Esta mudanca é essencial no processo de

dispersao de biofilmes (Penesyan et al., 2015).

Os biofilmes microbianos exibem uma diminuicao da taxa de crescimento, variacao nos genes
transcritos, maior taxa de transferéncia de genes por conjugacdo, aumento da producao de
exopolissacarideo e resisténcia reforcada a agentes antimicrobianos e desinfetantes (Gandhi
and Chikindas, 2007). A capacidade de formar biofilmes confere assim uma vantagem para que
as bactérias sobrevivam em condicées ambientais severas (Mabhiza et al., 2016). Verifica-se
que as células de um biofilme sdao mais resistentes ao calor, secagem, ambientes acidos,
salinidade, agentes antimicrobianos e aos conservantes de alimentos, em comparacao com as

células planctoénicas (Jadhav et al., 2013).

Habitualmente, o foco da descoberta de antibioticos tem sido direcionado na descoberta de
compostos que visam mecanismos celulares no modo de crescimento planctonico. Desta forma,
muitos antibioticos sdo menos eficazes contra os microrganismos em biofilmes (Penesyan et
al., 2015). Varios mecanismos foram propostos para explicar a resisténcia aos agentes
antimicrobianos do biofilme, incluindo: penetracao restrita de agentes antimicrobianos;
inducdo da resposta geral ao stress; diminuicao das taxas de crescimento e metabolismo;
aumento da expressao das bombas de efluxo com reconhecimento de a multiplos farmacos;
ativacao de sistemas de quorum sensing; e alteracao de perfis de proteinas de membrana
externa (Kouidhi et al., 2015). Tal facto constitui um problema, uma vez que os biofilmes
desempenham um papel importante em muitas infecoes (Penesyan et al., 2015). A colonizacao
de dispositivos médicos em hospitais através da adesao microbiana e posterior formacao de
biofilme pode preceder a bacteremia e a sepse em pacientes doentes. As infecoes sanguineas
relacionadas com o uso do cateter resultam em estadias hospitalares prolongadas, aumento dos

custos e podem mesmo resultar em morte (Cobrado et al., 2012).
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Por conseguinte, foi realizado o estudo da urze e do feto comum, na sua caraterizacao
fitoquimica e nas suas atividades biologicas, nomeadamente no potencial antioxidante e

antimicrobiano.
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Capitulo Il

Objetivo

As plantas tém sido amplamente utilizadas na medicina popular desde o inicio e, com o aumento
da resisténcia microbiana, a descoberta de novas estratégias para desenvolver novos agentes
antimicrobianos tornou-se essencial. A urze e o feto comum sao plantas usadas na medicina
tradicional como antisséticos e no tratamento de feridas, no entanto, as suas propriedades

biologicas, como as propriedades antimicrobianas, sdo ainda pouco estudadas.

Assim, o objetivo global da presente dissertacdo passou pela caraterizacao fitoquimica dos
extratos da urze e do feto comum e avaliacao da sua capacidade antioxidante e propriedades

antimicrobianas. Assim, os objetivos especificos propostos para este trabalho foram:

e Caracterizar fitoquimicamente os extratos brutos metandlicos da urze e do feto
comum, relativamente a sua composicao em fenois e em flavonodides totais;

e Analisar a atividade antioxidante dos extratos brutos metandlicos da urze e do feto
comum ao nivel da sequestracao de radicais livres e da oxidacao lipidica;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos metanolicos da urze e do feto
comum, bem como das respetivas fracoes sobre bactérias e leveduras;

e Estudar o potencial anti-Listeria monocytogenes dos extratos e fracoes mais ativos em
estudo em células planctonicas e em biofilmes, assim como o eventual efeito dos

extratos e fracdes na sobrevivéncia celular em condicbes adversas.
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Capitulo Ill

Material e Métodos

1. Preparacao das plantas

As plantas (urze e feto comum) foram colhidas nos meses de maio e junho durante a época de
floracdo no fim da primavera, na regiao da Cova da Beira. Apds 5 dias de secagem ao ar, as
partes aéreas foram trituradas com um desintegrador de laminas e de seguida submetidas a
extracdo com solvente metanol. No caso da urze, as flores secas foram extraidas

separadamente com o mesmo solvente.

2. Processo de extracao

As plantas foram sujeitas a extracao com metanol (Fisher Chemical) usando a planta seca ao ar
e previamente triturada. A extracao foi realizada em banho de ultrassons (Bransonic®
Ultrasonic Bath) a 40 °C, durante uma hora, com agitacdo frequente, usando os métodos
descritos por Qi e Parekh e respetivos colaboradores (Parekh et al., 2005; Qi et al., 2015), com
algumas modificacdes. Para tal, pesaram-se 10 g da planta para 200 mL de solvente, ou seja,
na proporcdo de 1:20. Depois da extracdo, os residuos foram separados por decantacado e
sujeitos a uma nova extracao, repetindo-se o processo por mais trés vezes até a mistura obtida

ser quase incolor, juntando as trés fases do solvente com o extrato no final.

De forma a retirar as impurezas de residuo, o solvente com extrato de cada planta foi
centrifugado a 7000 x g, durante 20 minutos, a 4 °C (Beckman Coulter Allegra™ 25R Centrifuge).
Apds centrifugacao, os extratos foram concentrados por evaporacao do solvente no evaporador
rotativo a 40 °C (evaporador rotativo Buchi R-251). Os extratos foram armazenados na arca

frigorifica a -20 °C, até serem analisados.
0 rendimento da extracao foi calculado com base na seguinte formula:

massa finalextrato % 100 (1 )

% Rendimento =
% massa inicialpignta

3. Determinacao dos fenoéis totais

A determinacdo dos fenois totais foi efetuada recorrendo ao método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, seguindo o protocolo usado por Luis et al., 2014. Este método baseia-se na oxidacao
dos fendis em meio alcalino, pelo acido fosfomolibdotingstico presente no reagente de Folin-
Ciocalteu (coloracao amarela). E efetuada a medicao colorimétrica da cor resultante da reacao,

ou seja, a alteracao para azul originada pela oxidacao dos fenois (Cicco et al., 2009).
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Primeiramente, procedeu-se a construcao de uma curva de calibracdo a partir de solucoes
metanolicas de acido galico (Acros Organics), utilizado como padrao fendlico. Desta forma,
foram preparadas solucdes com as seguintes concentracodes: 50, 100, 125, 150, 200, 225, 250,
300, 325, 350, 400 e 500 pg.mL". A 50 pL das solucbes anteriores adicionaram-se 450 pL de
agua destilada e 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N (preparado a partir da solucao
comercial de 2 N por diluicdo com agua destilada) (Sigma-Aldrich). A mistura foi deixada em
repouso a temperatura ambiente, durante 5 minutos. Apds este tempo, adicionaram-se 2 mL
de solucao aquosa de carbonato de sodio a 75 g.L' e colocou-se num banho a 30 °C, durante
90 minutos e com agitacao ocasional. O branco foi preparado de igual forma, substituindo
apenas os 50 pL iniciais das solucdes por 50 pL de metanol. Finalizado o periodo de incubacao,
leram-se as absorvancias das misturas reacionais no espetrofotometro (Thermo Scientific
Evolution 160 UV-Vis) ao comprimento de onda de 765 nm. Todas as determinacdes foram
realizadas em triplicado. Desta forma, construiu-se a curva de calibracao, representada na
figura 6, em que o eixo das abcissas corresponde as concentracdes de acido galico (pug.mL") e

o eixo das ordenadas a absorvancia a 765 nm.
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Figura 6 - Curva de calibracao utilizada para a determinacao dos fenois totais.

Uma vez feita a curva de calibracao, procedeu-se a determinagao dos fendis totais nos extratos.
Para tal foi realizado o procedimento anteriormente descrito, substituindo os 50 pL iniciais por
50 pL de cada uma das solucdes metanolicas dos extratos, em que a gama de concentragdes
usada corresponde a gama das concentracdes das solucdes preparadas para o padrao fenolico.

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicado.

0 calculo da quantidade de fendis totais em cada extrato foi feito recorrendo a equacao da
curva de calibracao, sendo que o resultado é apresentado em miligramas de equivalentes de

acido galico por grama de matéria seca.
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4. Determinacao dos flavonéides totais

A determinacao dos flavonoides totais foi efetuada recorrendo ao método colorimétrico do
cloreto de aluminio, seguindo o protocolo descrito por Luis et al., 2014. Este método baseia-se
na formacdo de complexos do iao ALl>* proveniente do cloreto de aluminio com os flavondides,

resultando numa cor amarela intensa (Fernandes et al., 2012).

Primeiramente procedeu-se a construcao de uma curva de calibracdo a partir de solucdes
metanolicas de quercetina (Sigma-Aldrich), usada como padrdao, com as seguintes
concentracées: 12,5; 30; 50; 70; 100; 130; 150 e 200 pg.mL"". A 500 pL das solucbes anteriores
adicionaram-se 1,5 mL de metanol, 0,1 mL de solucdo aquosa de cloreto de aluminio 10 %
(Scharlau), 0,1 mL de solucdo aquosa de acetato de potassio 1 M (Fisher Chemical) e 2,8 mL de
agua destilada. A mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos,
com agitacao ocasional. O branco foi preparado de igual forma, substituindo os 500 pL de
solucdo padrao por 500 puL de metanol. Finalizado o periodo de incubacao, leram-se as
absorvancias das misturas reacionais no espetrofotometro (Thermo Scientific Evolution 160 UV-
Vis) ao comprimento de onda de 415 nm. Todas as determinacbes foram realizadas em
triplicado. Assim sendo, foi possivel elaborar a curva de calibracdo, em que no eixo das abcissas
se encontram as concentracdes de quercetina (pug.mL") e no eixo das ordenadas a absorvancia

a 415 nm, tal como representado na figura 7.
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Figura 7 - Curva de calibracao utilizada para a determinacao dos flavondides totais.

Uma vez feita a curva de calibragcdo, procedeu-se a determinacdo da concentracdo de
flavonoides totais nos extratos. Para tal seguiu-se o procedimento descrito anteriormente,
substituindo os 500 pL iniciais por 500 pL de cada uma das solucdes metanolicas dos extratos,
com igual gama de concentracdes as solucdes preparadas para a quercetina. Todas as

determinac¢des foram realizadas em triplicado.

O calculo da quantidade de flavondides em cada extrato foi feito recorrendo a equacao da
curva de calibracéo e o resultado é apresentado em miligramas de equivalentes de quercetina

por gramas de matéria seca.
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5. Determinacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos: método do DPPH (2,2-difenil-1-

picril-hidrazilo) e pelo método que usa o sistema B-caroteno/acido linoleico.

5.1. Método do DPPH

Este método baseia-se na sequestracao do DPPH (radical livre estavel que reage com compostos
dadores de um atomo de hidrogénio), através da adicdo de uma espécie radical ou um
antioxidante, dando origem a diminuicdo da intensidade de cor da solucao de DPPH. Assim, a
atividade antioxidante é medida espetrofotometricamente pela diminuicao da cor (Krishnaiah
etal., 2011).

Para a determinacdo da atividade antioxidante segundo o método do DPPH foi seguido o
protocolo usado por Luis et al., 2014, foi necessaria a construcdo de uma curva de calibracao.
Deste modo, preparou-se uma solucao mae de DPPH (Sigma-Aldrich) em metanol, de
concentracao 85,6 pug.mL"' ou 0,217 mM, a partir da qual se prepararam solucdes com as

concentracoes representadas na tabela 2.

Tabela 2 - Concentracoes das solucbes de DPPH em metanol usadas para a construcao da curva de
calibracdo, em mM e em pg.mL™".

[DPPH] (mM) [DPPH] (pg.mL™)

0,00 0,00
0,01 4,28
0,02 8,56
0,04 17,11
0,07 25,67
0,09 34,23
0,11 42,78
0,13 51,34
0,15 59,90
0,17 68,45
0,20 77,01
0,22 85,57
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As absorvancias das solucoes preparadas foram lidas no espetrofotometro (Thermo Scientific
Evolution 160 UV-Vis) ao comprimento de onda de 517 nm, contra o ensaio em branco que
contém apenas metanol. As leituras foram feitas em triplicado. Apos a medicao de todas as
absorvancias, construiu-se assim a curva de calibracao que representa a absorvancia em funcao

da concentracdo de DPPH (ug.mL"), representada no grafico da figura 8.
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Figura 8 - Curva de calibracao utilizada para a determinacdao da atividade antioxidante pelo
método do DPPH.

De forma a determinar a atividade antioxidante dos extratos, foram preparadas trés solucoes
de DPPH em metanol com as concentracées de 0,08, 0,12 e 0,20 mM. Cada extrato foi pesado
e misturado com metanol, de forma a obter solucdes com seguintes concentracoes: 25, 50, 100,
150, 200 e 250 pg.mL". Feito isto, para cada solucdo de DPPH e para cada concentracado de
cada extrato, adicionaram-se 3,9 mL de solucao de DPPH a 0,1 mL de amostra. Esta mistura foi
colocada em incubacao durante 90 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Foi preparado
um controlo para cada solucao de DPPH, em que os 0,1 mL de amostra foram substituidos por
0,1 mL de metanol. Ap6s o periodo de incubacao, leram-se as absorvancias das misturas
reacionais a 517 nm. As absorvancias foram lidas contra um branco que continha apenas
metanol. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. O calculo da percentagem de inibicao

(% 1) foi efetuado de acordo com a seguinte equacao:

o0 [ = 22040 5 100 (2)

Absg

Na equacao Abs, corresponde a absorvancia do controlo e Abs; a absorvancia da amostra, ambas

aos 90 minutos.

Na determinacdo da atividade antioxidante através deste método foram utilizados
determinados compostos antioxidantes que funcionaram como controlos positivos, 0os quais
foram submetidos ao mesmo processo que as amostras de extrato. Os compostos antioxidantes
usados foram a rutina (50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg.mL™), trolox (5, 10, 25, 50 e 75 pg.mL"
') e acido galico (10, 25, 50, 75, 100 e 150 pg.mL"), preparados em metanol.

25



Os resultados da atividade antioxidante avaliada por este método sao representados pela
concentracao de amostra necessaria para promover 50% de inibicao (ICsp) do radical livre do
DPPH, indice de atividade antioxidante (AAl) e respetivo potencial antioxidante. Como exemplo
do calculo para os valores de ICs, e de AAl sdo apresentados os calculos realizados para o extrato
bruto metandlico da urze. Assim, de seguida encontram-se os graficos da percentagem de
inibicao (% I) em funcao da concentracao de extrato bruto da urze na célula espetrofotométrica,
para as trés concentracdes de DPPH (figuras 9, 10 e 11). A partir das retas tracadas foi possivel
calcular os parametros antioxidantes (ICs; e AAl), para cada concentracdo de DPPH. Os
resultados apresentados no Capitulo IV no ponto 3.1. (tabela 7) tiveram por base a média de
ICso e AAI das trés concentracdoes de DPPH (tabelas 3, 4 e 5). Os restantes calculos, para o
extrato bruto das flores da urze e do feto comum, assim como para os trés padroes (rutina,

trolox e acido galico) sdo apresentados no anexo |.

[DPPH] =0,08 mM

14
y = 1,7595x - 0,4191
12 R? = 0,9852 2
8 10 /
S 8 y = 1,9693x - 0,2014 S
T 6 R2 = 0,9932
Ry y =2,0939x - 2,0157
2 R2 = 0,995
0
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato metandlico Urze] célula (ug.mL?)

Figura 9 - Percentagem de inibicao (% I) do extrato bruto metandlico da urze para a solucdo de DPPH 0,08
mM. A, B e C correspondem ao triplicado dos ensaios.

Tabela 3 - ICso e AAl do extrato bruto metandlico da urze para a solucdo de DPPH 0,08 mM. A, B e C
correspondem ao triplicado dos ensaios.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C
padrao
ICs0 (ug.mL™") 28,7 25,5 24,8 26,3 £2,0
AAl 1,1 1,2 1,2 1,1+0,1
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10

% Inibigdo

y=1,28x-0,9139

R?=0,976

[DPPH] =0,12 mM

y =1,1758x + 0,0749
R?=0,9915

2

3
[Extrato metandlico Urze] célula (pg.mL?)

A

C

4

y=1,3777x-0,6453
R?=0,9877

5

Figura 10 - Percentagem de inibicdo (% 1) do extrato bruto metanodlico da urze para a solucdo de DPPH
0,12 mM. A, B e C correspondem ao triplicado dos ensaios.

Tabela 4 - ICso e AAl do extrato bruto metanodlico da urze para a solucdo de DPPH 0,12 mM. A, Be C

correspondem ao triplicado dos ensaios.

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B C i
padrao
ICso (ng.mL™") 39,8 42,5 36,8 39,7 +2,9
AAIl 1,2 1,1 1,3 1,2 +0,1
[DPPH] =0,20 mM
6 y =0,8068x - 0,837
5 R?=0,9787
o 4
S, y =0,7904x - 0,0487
23 R?=0,9788
£
X 2 y =0,796x - 0,3465
1 R?=0,9974
0
0 1 2 3 4 5 7
[Extrato metandlico Urze] célula (pg.mL?)
o A O B A C

Figura 11 - Percentagem de inibicdo (% 1) do extrato bruto metanélico da urze para a solucdo de DPPH
0,20 mM. A, B e C correspondem ao triplicado dos ensaios.
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Tabela 5 - IC50 e AAI do extrato bruto metandlico da urze para a solucdo de DPPH 0,20 mM. A, Be C
correspondem ao triplicado dos ensaios.

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B c
padrao
ICs0 (pg.mL") 63,0 63,2 63,2 63,2 + 0,2
AAl 1,2 1,2 1,2 1,2+0,0

5.2. Método do sistema B-caroteno/acido linoleico

Este método baseia-se na capacidade de os compostos antioxidantes presentes em extratos de
plantas inibirem a formacéao do radical perdxido proveniente da degradacao oxidativa do acido
linoleico. Este radical quando formado oxida o B-caroteno, diminuindo a intensidade de cor da

emulsao (Krishnaiah et al., 2011).

A determinacao da atividade antioxidante usando o sistema B-caroteno/acido linoleico teve por
base o método usado por Luis et al., 2014 com algumas modificacdes. Inicialmente foi
necessaria a preparacao de duas emulsées: uma para o branco e outra para a amostra. A
emulsao do branco foi preparada adicionando a um balao de fundo redondo 500 pL de
cloroformio (Absolve®), 40 pL de acido linoleico (Fluka), 400 mg de Tween 40 (Scharlau) e 1
mL de cloroférmio. Para a preparacdo da emulsao para a amostra procedeu-se de igual forma,
substituindo os 500 pL de cloroférmio iniciais por 500 pL de solucdo de B-caroteno (Sigma-
Aldrich) (20 mg.mL™" preparada em cloroférmio). Ambas as misturas foram homogeneizadas e
sujeitas a evaporacao no evaporador rotativo a 45 °C, durante 5 minutos, permitindo a
evaporacao do cloroformio. Terminado este passo, adicionaram-se 100 mL de agua destilada
saturada com oxigénio a cada emulsao, com agitacao vigorosa e continua. A absorvancia da
emulsdo da amostra foi lida no espetrofotometro (Thermo Scientific Evolution 160 UV-Vis)

contra a emulsao do branco, a 470 nm.

Na determinacao da atividade antioxidante dos extratos prepararam-se diferentes diluicées de
cada amostra em metanol (5, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg.mL™"). Apds todas as diluicoes
realizadas, adicionaram-se, a um tubo de ensaio, 5 mL de emulsdao que contém B-caroteno e
300 pL de amostra. O mesmo procedimento foi usado para a determinacao da atividade
antioxidante do antioxidante sintético BHT (Acros Organics), usado como controlo positivo da
atividade antioxidante. Para cada amostra é necessario elaborar um ensaio em branco e um
ensaio controlo. O ensaio em branco consiste em adicionar a um tubo de ensaio 5 mL da emulsao
preparada para o branco e 300 pyL de metanol, e o ensaio que funciona como controlo é
preparado adicionando a um tubo de ensaio 5 mL da emulsdo que contém B-caroteno e 300 pL

de metanol. No fim de todos os tubos de ensaio de ensaio preparados, procedeu-se a incubacao
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destes num banho a 50 °C, durante uma hora. Terminado o tempo, as absorvancias foram lidas

a 470 nm contra o ensaio em branco. Todos os ensaios foram feitos em duplicado.

A atividade antioxidante é representada sob a forma de percentagem de inibicao (%l), e o
calculo foi efetuado segundo a seguinte formula:

t=1 t=1
Absamostra - Abscontrolo
Abst>0 — AbstZ!

controlo controlo

x 100

%I =

Em que Abst;l.. corresponde a absorvancia da amostra apds uma hora de incubacéo,
Abst>0,. .., corresponde a absorvancia inicial do controlo e Abst ), .1, corresponde a absorvancia
do controlo ap6s uma hora de incubacao.

As percentagens de inibicao foram representadas graficamente em funcao das respetivas

concentracoes.

6. Fracionamento dos extratos

A partir dos extratos brutos metanélicos realizou-se uma separacao, de forma a obter fracoes
que contenham compostos dentro de uma determinada gama de polaridade. Assim, o extrato
bruto foi sujeito a uma passagem sucessiva de solventes de polaridade crescente. O
procedimento foi baseado no método de particao de Charaux-Paris, descrito por Pinho e Silva,

e respetivos colaboradores, com modificacdes (Pinho et al., 2006; Silva et al., 2012).

Desta forma, a 1 g de extrato bruto adicionou-se 50 mL de n-hexano (fracao 1), procedendo-se
a centrifugacdao a 5500 x g, durante 20 minutos, a 4 °C (Beckman Coulter Allegra™ 25R
Centrifuge). Sob o residuo repetiu-se o procedimento por mais duas vezes. De seguida foi usado
éter dietilico (fracdo 2), e realizado o mesmo processo, regulando a velocidade da centrifuga
para 7000 x g. Por fim, usou-se agua destilada (fracao 3) ajustando a velocidade para 12000 x
g. O processo com a agua destilada permitiu a formacao da fracdo 3, que consiste na fracao
que solubilizou em agua. A fracdo nao solivel corresponde a fracdo 4 (figura 12). Apos cada
centrifugacao e apds nova adicdo de solvente, os tubos foram sujeitos a sonicacdo e a agitacao
no vortex. As fracées 1 e 2 foram concentradas por evaporacao do solvente no evaporador

rotativo a 40 °C, e as fracoes 3 e 4 foram liofilizadas (Scanvac CoolSafe 55-9 PRO freeze dryer).
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Extrato

bruto
n-hexano
|
| |
Fragao 1 Residuo
Eter dietilico
Fracao 2 Residuo
Agua
Fracao 3 Residuo - Fragao 4

Figura 12 - Esquema representativo do fracionamento do extrato bruto.

7. Cromatografia em camada fina (TLC)

Os extratos brutos metanolicos e respetivas fracoes foram analisados por Cromatografia em
Camada Fina (do inglés Thin Layer Cromatography - TLC) segundo o método usado por Luis et
al., 2016 com algumas modificacdes, usando placas de silica-gel (TLC Silica gel 60 Fs4 - Merck).
Os extratos brutos e fracdes foram dissolvidos em metanol e foram aplicadas aliquotas destes
nas placas de TLC. Foram utilizadas como fases moveis as seguintes misturas de solventes:
cloroférmio/acetato de etilo 1:1, acetato de etilo/metanol 1:1, cloroférmio/acetato de etilo
10:4 e cloroférmio/ acetato de etilo 4:10. Apds a eluicdo, as placas foram visualizadas sob luz

visivel e na camara reveladora de ultravioleta (254 e 365 nm) (CN-15.LC).

As placas eluidas em cloroformio/acetato de etilo 4:10 foram reveladas com reagente de Folin-
Ciocalteu (0,2 N) para observacao da existéncia de compostos fendlicos, e com reagente de

DPPH (40 pg.mL") para observacao da existéncia de compostos com atividade antioxidante.

8. Determinacao da atividade antimicrobiana

8.1. Microrganismos e extratos de plantas usados e condicdes de

armazenamento

A atividade antimicrobiana dos extratos e respetivas fracoes foi avaliada para quatro bactérias
gram positivas (Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus

faecalis ATCC 29212 e Listeria monocytogenes LMG 16779), cinco gram negativas (Escherichia
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coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Acinetobacter baumannii LMG 1025,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella Typhimurium ATCC 13311) e também para
duas leveduras (Candida albicans ATCC 90028 e Candida tropicalis ATCC 750). A estirpe de L.
monocytogenes foi obtida da colecido BCCM/LMG (Bélgica) e as restantes estirpes da colecdo

americana “American Type Culture Collection” (ATCC).

O armazenamento a longo prazo dos microrganismos usados foi feito a -80 °C em tubos
criogénicos com meio Brain Heart Infusion (BHI, Liofilchem) para bactérias ou Yeast Peptone
Dextrose (YPD) (20 g.L' peptona bacterioldgica, 20 g.L™" extrato de levedura e 20 g.L" glucose,
em agua destilada) para leveduras, com glicerol a 20 % (v/v). Todas as estirpes foram cultivadas
em meio solido adequado antes de cada ensaio, sendo que aquando da utilizacao a partir da
cultura armazenada a -80 °C foram repicadas duas vezes antes do seu uso em ensaios. Para
armazenamento a curto prazo, as estirpes repicadas em meio sélido foram conservadas no
frigorifico a 4 °C envolta de pelicula aderente durante um maximo de 7 dias para bactérias e
14 dias para leveduras, sendo repicadas para meio solido e incubadas nas condicoes adequadas

para posterior utilizacao.

Os extratos brutos e respetivas fracoes (de 1 a 4), obtidos no ponto 2 e 6, foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO, Fisher Chemical) a uma concentracao de 100 mg.mL™"', e conservados

no frigorifico a 4 °C, protegidos da luz.

8.2. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos por difusao em
disco

8.2.1. Para bactérias

Neste teste foram testados os extratos brutos permitindo assim a monitorizacdo da existéncia
de atividade antibacteriana (para quatro bactérias gram negativas e cinco gram positivas). O
teste foi realizado segundo a norma M2-A8 recomendada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (NCCLS, 2003).

O meio de cultura usado neste ensaio foi o meio Mieller-Hinton agar, preparado pela adicao
de agar (Biokar) a 15 g.L'' ao meio Miieller-Hinton broth (MHB) (Fluka) e foram utilizados discos
de celulose estéreis de 6 mm de diametro (Filtres Fioroni). A cada disco foram aplicados 20 pL
de extrato bruto dissolvido em DMSO (100 mg.mL™"), correspondendo a 2000 pg de extrato por
disco. Os discos foram colocados na superficie da placa previamente inoculada com suspensao
celular. Como controlo negativo foi usado um disco carregado com 20 pL de DMSO. A suspensao
celular foi preparada em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) (Fisher Chemical), por suspensao
direta de colonias isoladas de cada bactéria, selecionadas de uma cultura em Mueller-Hinton
agar (MHA) com 18-24 horas de crescimento. Para Listeria monocytogenes LMG 16779 o
procedimento foi igual a excecdo do meio cultura, em que se usou o meio Brain Heart Infusion

agar (BHIA), preparado pela adicao de agar a 15 g.L™" a Brain Heart Infusion Broth (BHI)
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(Liofilchem). A turbidez da suspensao foi medida num densitometro (BioSan DEN-1B) e ajustada
para de 0,5 na escala de McFarland (McF). Uma vez ajustada a suspensao, mergulhou-se uma
zaragatoa nesta e inocularam-se as placas de teste. De seguida, aplicaram-se os discos
carregados as placas inoculadas e incubaram-se a 37 °C. As placas foram analisadas apos 16-18
horas de incubacao, e mediram-se os diametros dos halos de inibicdo, em milimetros, com o
auxilio de um paquimetro, considerando como halo de inibicao area total sem crescimento
detetavel a olho nu. Foram realizados trés ensaios independentes e foi calculada a média e

desvio padrao dos halos de inibicao formados.

8.2.2. Para leveduras

Neste teste foram testados os extratos brutos, permitindo a monitorizacao da existéncia de
atividade antiflngica (para duas leveduras). O teste foi realizado segundo a norma CLSI M44A
recomendada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas modificacoes
(Rex et al., 2009).

O teste de suscetibilidade por difusao para leveduras seguiu um protocolo semelhante ao
descrito anteriormente para bactérias. Contudo, neste procedimento foi usado o meio de
cultura Sabouraud dextrose agar (SDA) (Oxoid) e as placas foram analisados ao fim de 48 horas.
Foram realizados trés ensaios independentes e foi calculada a média dos halos de inibicao

formados.

8.3. Avaliacao da Concentracdao Minima Inibitéria (CMI) por
método de microdiluicdo em meio liquido

8.3.1. Para bactérias
Neste teste foram testadas as atividades antimicrobianas dos extratos brutos e respetivas

fracoes contra as quatro bactérias gram negativas e as cinco gram positivas, seguindo-se a
norma M7-A6 do NCCLS (NCCLS, 2005).

O ensaio foi efetuado numa placa de 96 pocos em que os extratos brutos ou respetivas fracoes,
obtidas no ponto 2 e 6, a testar como agente antimicrobiano foram diluidos em meio de cultura.
0 meio de cultura usado foi MHB a excecao da Listeria monocytogenes LMG 16779 em que se

usou o meio Brain Heart Infusion (BHI).

Assim, em microplaca foi adicionado o meio de cultura seguido da adicao do extrato ou
respetivas fracoes dissolvidos em DMSO e foram efetuadas diluicdes sucessivas num volume de
50 pL, obtendo concentracdes finais numa gama de 15,6 a 2000 ug.mL™', para um volume final
de ensaio de 100 pL. O indculo bacteriano foi preparado em solucao salina estéril (NaCl 0,85%),
por suspensao direta de coldnias isoladas selecionadas de uma cultura em meio sélido (BHIA

para a L. monocytogenes LMG 16779 e MHA para as restantes bactérias), com 18-24 horas de
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incubacao. Esta suspensao foi ajustada para uma turbidez de 0,5 na escala de McF, que
corresponde a cerca de 1 a 2 x10® Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL. A suspensio
foi diluida em meio de cultura adequado (BHI para a L. monocytogenes LMG 16779 e MHB para
as restantes bactérias) e adicionados 50 pL das suspensdes a placa de forma a obter a

concentracao celular final de aproximadamente 5x10° UFC.mL™".

Em cada ensaio foram realizados quatro controlos: controlo de toxicidade do solvente para as
estirpes usando a concentracao maxima de DMSO testada, ou seja, 2%; controlo de esterilidade
do composto, que consistiu na solucdo do extrato bruto ou respetivas fracdes diluidas em meio
de cultura; controlo de crescimento da estirpe, com meio de cultura e suspensao celular; e

controlo de esterilidade do meio de cultura, que conteve apenas meio de cultura.

Por fim, a placa foi colocada na estufa a 37 °C e foi analisada apo6s 16-18 horas de incubacéao.
Apds incubacdo, as placas foram analisadas para a presenca de crescimento a olho nu, sendo
esta confirmada por posterior analise colorimétrica. Assim, foram adicionados a todos os pocos
30 pL de solucédo de resazurina 0,01 % (p/v) (Sigma-Aldrich) preparada com agua ultrapura
estéril. No fim da adicao, a placa foi reincubada por mais duas horas a 37 °C. A solucado de
rezasurina (de coloracdo azul) permitiu verificar a presenca de atividade metabdlica por parte
da bactéria pela alteracdo da cor para rosa/roxo. A Concentracao Minima Inibitoria (CMI) foi
considerada com a concentracao na qual nao se detetou crescimento a olho nu e confirmada

pela manutencao da cor azul no ensaio colorimétrico (Chuah et al., 2014).

Os ensaios foram realizados em duplicado e em trés ensaios independentes, e foi considerada

como CMI a moda dos valores obtidos.

8.3.2. Para leveduras

Neste teste foram testados os extratos brutos e respetivas fracées contra as duas estirpes de
leveduras. O procedimento usado seguiu a norma M27-A2 do NCCLS (NCCLS, 2002).

A avaliacao da CMI para leveduras seguiu um protocolo semelhante ao descrito anteriormente
para bactérias. O meio de cultura usado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, e
foi testada a mesma gama de concentracoes de extrato bruto e respetivas fracoes que no ponto
8.2.1., obtidas por diluicdes sucessivas em meio RPMI 1640, para um volume final de 200 pL. O
inoculo foi preparado em solucao salina estéril (NaCl 0,85%), por suspensao direta de coldnias
isoladas, selecionadas de uma cultura em placa de SDA com 24 horas de incubacao. A suspensao
foi ajustada para 0,5 McF, que corresponde, no caso das leveduras, a cerca de 1x10° a 5x10°
UFC.mL", e diluida em RPMI 1640 de forma a obter a concentracao final na placa de 5x10? a
2,5x103 UFC.mL'. Em cada ensaio foram realizados os mesmos controlos mencionados
anteriormente para as bactérias. Por fim, a placa foi colocada na estufa a 37 °C e foi efetuada
a sua analise ap6s 48 horas de incubacéo. Foi considerado o valor CMI correspondente a auséncia
de crescimento, ou seja, no qual nao foi visivel qualquer formacdo de colonias ou turbidez a

olho nu.
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Os ensaios foram realizados em duplicado e em trés ensaios independentes, e foi considerada

como CMI a moda dos valores obtidos.

8.4. Bioautografia direta

A bioautografia direta é uma técnica usada para detetar compostos com atividade
antimicrobiana, diretamente na placa cromatografica em que é feita a separacao dos extratos
brutos e respetivas fracdes e na qual é aplicada uma cultura microbiana. (Suleiman et al.,
2010).

Os extratos brutos e respetivas fracées foram analisados por TLC segundo o procedimento ja
descrito no ponto 6. Apos a eluicao das placas em acetato de etilo/cloroférmio numa proporcao
de 4:10, estas foram submetidas a bioautografia usando culturas de bactérias e leveduras para
as quais os extratos e fracoes tinham apresentado atividade antimicrobiana. Assim, as placas
eluidas foram mergulhadas em suspensao celular por 10 segundos. Esta suspensao foi preparada
a partir da suspensao direta de colonias isoladas em solucao salina, com turbidez ajustada a
0,5 McF, seguida por diluicdo 1:10 em meio MHB no caso das bactérias (a excecao de L.

monocytogenes em que se usou meio BHI), e em meio RPMI 1640 para as leveduras.

Posteriormente, as placas inoculadas com bactérias foram colocadas em placas de meio sélido
MHA (exceto L. monocytogenes em que se usaram placas de BHIA) e incubadas a 37 °C, durante
18 horas. Terminado o periodo de incubacdo, as placas foram pulverizadas com solucao de
brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich) a 0,2 % (p/v) com 1 gota Triton
X-100 por 100 mL solucéo, sendo posteriormente incubadas a 37 °C durante 30 minutos (Luis et

al., 2016 com modificacoes).

As placas inoculadas com leveduras foram colocadas em placas de meio sélido SDA e incubadas
a 37 °C durante duas horas, sendo no fim do tempo pulverizadas com a solucao de MTT descrita

anteriormente e incubadas por mais 12 horas (Shai et al., 2008 com modificacées).

Terminados os periodos de incubacao, as placas foram analisadas. As zonas em que se observou

coloracao amarelada correspondem a presenca de compostos com atividade antimicrobiana.

8.5. Ensaio de curvas de morte

O ensaio de curvas de morte foi realizado segundo o protocolo de Duarte et al., 2013 com
modificacdes. O efeito do extrato bruto e fracbes com maior atividade antimicrobiana foi

avaliado no crescimento de Listeria monocytogenes LMG 16779.

Desta forma, a partir de uma cultura de L. monocytogenes LMG 16779 em meio solido (BHIA)
com 24 horas, retirou-se uma colonia e suspendeu-se em 20 mL de meio liquido BHI. Esta cultura
foi incubada a 37 °C, 250 rotacdes por minuto (rpm), durante 16 horas. A Densidade Otica (DO)

da cultura foi lida no espetrofotometro (UV-1700 PharmaSpect, UV-VIS Spectrophotometer,
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Schimadzu) ao comprimento de onda de 600 nm e foi acertada com meio de cultura a uma
DO¢oonm de 0,01. Previamente foi estabelecida uma correlacdo entre DOgynm € respetivas
UFC.mL", através da realizacdo de diluicGes sucessivas da cultura e contagem das UFC.mL".
Em tubos com tampa de 2 mL, os extratos foram diluidos em meio BHI com as concentracoes
finais de 0,5x, 1x, 2x e 4x CMI e foram adicionados 100 pL da suspensao celular, originando uma
concentracao final de correspondente a 1,5-2,6x10° UFC.mL", num volume final de 1 mL.
Durante o ensaio foi realizado o controlo de crescimento (meio de cultura com suspensao
celular) e o controlo de toxicidade do DMSO para a estirpe, com a maior concentracao de DMSO
usada em teste (meio de cultura com 2% (v/v) DMSO e a suspensao celular). Todos os tubos
foram colocados em incubacao a 37 °C, em condicdes estaticas. O crescimento bacteriano foi
avaliado por recolha de amostras de 20 uL as 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacao. A estas
amostras foram realizadas diluicdes sucessivas decimais em microplaca de 96 pocos, usando
solucao de NaCl 0,85%, e de cada poco de cada diluicao retiraram-se 10 pL e colocaram-se em
placas de meio sdlido BHIA, em triplicado. As placas foram incubadas a 37 °C e ao fim de 24

horas contaram-se as colonias, permitindo o calculo das UFC.mL"", segundo a seguinte formula:

- Média n® colénias XFator diluicio
UFC.mL™ = £ 3)

Volume aplicado

As medicoes foram realizadas em quatro ensaios independentes.

8.6. Ensaio de inibicao da formacao de biofilmes

Este ensaio permitiu a avaliacao do efeito dos extratos e fracbes com maior atividade na
formacao de biofilmes de Listeria monocytogenes LMG 16779 e teve por base os métodos de

Stepanovic et al. (2004) e Jadhav et al. (2013), com modificacoes.

Assim, a partir de cultura com crescimento de 24 horas da estirpe em BHIA, retirou-se uma
colonia e suspendeu-se em 20 mL de meio liquido BHI. Esta cultura foi incubada a 37 °C, 250
rpm, durante 16 horas. A partir desta cultura acertou-se a DOggyo,m coOm meio liquido de forma
a ter a concentracao final de 1x10° UFC.mL " no ensaio. Posteriormente, em microplaca de 96
pocos, procedeu-se a diluicdes sucessivas do extrato e fracoes em BHI de forma a obter as
concentracdes finais de 4x, 2x, 1x, 0,5x e 0,25x CMI. De seguida adicionaram-se 100 pL da
suspensao celular com a DOgo,m ajustada a 0,7, permitindo obter a concentracao celular
desejada no poco, num volume total de 200 L. Foi realizado o controlo de toxicidade de DMSO
com a concentracdo maxima de DMSO em meio usada no ensaio (2% (v/v)), controlo de
crescimento para a estirpe e controlo negativo. De seguida as placas foram incubadas a 37 °C

durante 24 horas, sem agitacao.

Terminado o tempo de incubacao, o meio foi removido e os pocos foram lavados duas vezes
com 200 pL de agua destilada. De seguida, o biofilme foi fixado com 200 pL de metanol durante
15 minutos, ap6s remocao do metanol a placa foi deixada secar ao ar. Uma vez fixado o

biofilme, procedeu-se ao passo da coloracao, adicionando 200 pL de violeta de cristal (Amresco)
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a 1% (p/V) dissolvido em agua com 2% (v/v) etanol e incubando durante 5 minutos. O violeta
de cristal foi removido e todos os pocos foram lavados trés vezes com 300 pL de agua destilada.
No fim das lavagens deixou-se secar a placa e o corante ligado ao biofilme foi ressolubilizado
com 200 pL de acido acético glacial (Chem-Lab) a 33% (v/v). Do conteldo das placas retiraram-
se 125 L e transferiram-se para uma nova placa e foi feita a leitura a um comprimento de onda

de 570 nm no leitor de microplacas (EZ Read 400 Microplate Reader BioChrom).

Os ensaios foram realizados em quadriplicado em cinco ensaios independentes.

8.7. Avaliacao da tolerancia a condi¢cdes adversas

.....

extrato e fracbes com maior atividade na tolerancia de Listeria monocytogenes LMG 16779 a
pH acido (2,4) e a temperaturas elevadas (55 °C). Para tal, foi seguido o protocolo de Oliveira,

Domingues and Ferreira (2017), com algumas modificacoes.

Inicialmente, procedeu-se uma cultura overnight a 37 °C, 250 rpm, durante 16 horas, por
suspensao de uma coldnia selecionada de cultura em BHIA com 24 horas. A partir desta cultura
preparou-se a suspensao celular a adicionar a pré-incubacao com extrato e fracdes a usar nos
ensaios posteriores. Esta pré-incubacao foi preparada em tubos aos quais foram adicionados
2700 pL de extrato diluido em meio liquido na concentracédo de 0,5x CMI, seguida da adicdo de
300 pL da suspensao celular com aproximadamente 107 UFC.mL", correspondendo a uma
DOgoonm de 0,02, acertada por diluicido em meio liquido. Foi avaliado também o efeito do DMSO
na concentracdo maxima usada em teste (2% (v/v)), funcionando como controlo. Todos os tubos
foram incubados a 37 °C, durante 18 horas. No fim do tempo de incubacao, as células foram
recolhidas por centrifugacdo a 8000 x g, 4 °C, por 5 minutos (Hettich Mikro 200R). Apo6s remocéao
do sobrenadante, as células foram lavadas uma vez com BHI e suspensas em meio de forma a

obter a concentracao de 102 UFC.mL".

8.7.1. Ensaio do desafio de pH

Para a avaliacao da influéncia dos extratos a tolerancia de L. monocytogenes a pH acido, foram
adicionados 30 pL da suspensao preparada anteriormente a 2970 pL de meio BHI acidificado
com acido cloridrico até pH 2,4, procedendo-se entao a incubacdo a temperatura ambiente

durante uma hora.

A contagem de células viaveis foi realizada por recolha de amostras aos 0 e aos 60 minutos,
realizando-se diluicdes sucessivas decimais em microplaca de 96 pocos com tampao fosfato
salino (do inglés phosphate buffer saline - PBS), seguida da aplicacao de gotas de 10 pL de cada
amostra em meio BHIA. As placas foram incubadas a 37 °C, procedendo-se a contagem da UFC,

24 horas depois. Cada ensaio foi realizado em trés dias independentes.
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8.7.2. Ensaio do desafio de Calor

Para a analise do efeito da tolerancia de L. monocytogenes a temperaturas elevadas, foram
adicionados 30 pL da mesma suspensao a 2970 pL de meio BHI, procedendo a uma incubacao a
55 °C em banho termostatizado (Nahita 601/12) durante duas horas. A contagem de células
viaveis foi realizada segundo o procedimento descrito anteriormente, tendo sido recolhidas

amostras aos 0 e aos 120 minutos. Cada ensaio foi realizado em trés dias independentes.

9. Anadlise estatistica

Os dados obtidos pelos ensaios de inibicdo da formacao de biofilmes e da avaliacdo da tolerancia
a condicdes adversas foram analisados com o software GraphPad Prism v7.03, usando-se o teste
t-student com intervalo de confianca de 95%. Os valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os dados experimentais sdo mostrados como média *

desvio padrao.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

Desde o inicio dos tempos, as plantas assumem um papel importante na medicina popular e
tém incitado o interesse de investigadores, que procuram uma fonte de novos compostos com
potencial terapéutico para fazer face a resisténcia microbiana que tem vindo a aumentar ao

longo dos anos.

Desta forma, seguem-se os resultados obtidos com esta dissertacao, na caraterizacao
fitoquimica da urze e do feto comum, assim como no estudo das suas atividades antioxidante

e antimicrobiana.

1. Processo de extracao

Os extratos brutos metanolicos da urze, das flores da urze e do feto comum foram obtidos por
extracdo com metanol, sendo assim de seguida apresentados na tabela 6 os valores de
rendimento obtidos. Pela analise dos valores obtidos, verifica-se que a extracao das flores teve
um rendimento superior as restantes extracoes, e que os valores de rendimento da urze e do

feto comum sao muito semelhantes.

Tabela 6 - Rendimento da extracoes realizadas.

Plantas
Urze Flores da Urze Feto comum
Extracdo com
Rendimento 17,64 % 25,95 % 17,99 %

Metanol

Os valores de rendimento obtidos sao menores em relacao aos encontrados na literatura para
espécies de Erica. Um estudo de Sassi e colaboradores (2007) indica rendimentos de 38,9 % na
extracdo metandlica de E. multiflora e um outro estudo de Luis e colaboradores (2011) em que
se efetuou extracdo metanolica de cada parte aérea de E. arborea em separado, indica
rendimentos de 12,9 % para os caules, 29,5 % para as folhas e 38,6 % para as flores . No entanto,
este ultimo estudo apresenta valores mais proximos dos obtidos na presenta dissertacao, e, a
semelhanca do obtido na presente dissertacao, revela um rendimento superior para as flores
da urze em relacdo as restantes partes da planta. A partir do estudo de Luis e colaboradores
também se conclui que a parte da planta a que se submete a extracdo influencia o rendimento,
e a que as diferencas de valores encontradas se podem dever a quantidades diferentes usadas

de cada parte aérea na extracao.
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2. Caraterizacao fitoquimica

Os fenois constituem um dos principais grupos de compostos com propriedades antioxidantes
presentes nas plantas (Luis et al., 2009), por isso, considerando que o potencial antioxidante
dos extratos das plantas em estudo pode estar relacionado com estes compostos, procedeu-se

assim a sua quantificacao.

Na figura 13 sdo apresentados os resultados da quantificacao dos fendis totais para os extratos

brutos metanolicos da urze, flores da urze e feto comum.
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Figura 13 - Conteldo de fenois totais nos extratos brutos metandlicos da urze, flores da urze e feto
comum (média de trés determinacdes + desvio padrao).

Pela analise da figura 13, verifica-se que a quantidade de fenodis totais varia entre,
aproximadamente, 68 e 150 mg equivalentes de acido galico por grama matéria seca, sendo
que as flores da urze detém a maior quantidade de fenois, seguida da urze (planta) e por fim,

o feto comum com a menor quantidade.

A extracao com metanol foi importante para a caraterizacao fitoquimica, uma vez que, devido
a sua polaridade, se trata do solvente que permite a extracdo de uma maior quantidade e
variedade de compostos fenolicos (Azmir et al., 2013; Nychas, 1995). Neste ensaio foi utilizado
como padrdo o acido galico, que se trata de um compostos fenodlico de importancia
nutracéutica, dadas as suas variadas atividades bioldgicas, entre elas atividade antioxidante
(Prakash and Sharma, 2014). Outros padroes fenolicos poderiam ter sido usados, como por
exemplo o acido cafeico, acido o gentisico, o acido p-cumarico, o acido vanilico, o acido

ferulico (Proestos and Komaitis, 2013).

Os resultados obtidos para a urze sao dificeis de comparar com resultados de estudos
publicados. Ha estudos de Erica spp. usando etanol como solvente de extracao (141,49 mg
equivalentes acido galico por gramas matéria seca) ou agua (4,64 mg equivalentes acido galico

por grama matéria seca) (Luis et al., 2009). Outros estudos referem espécies especificas como
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Erica manipuliflora (260 mg equivalentes acido galico por grama matéria seca) (Turgay and
Esen, 2015) ou Erica arborea com resultados na forma de miligramas de equivalentes de
pirocatecol por gramas de matéria seca (144,88 pg equivalentes pirocatecol por mg matéria
seca) (Ay et al., 2007). As unidades usadas para o contetido em fenois totais também é variavel,
como o estudo anterior e um outro que apresenta o resultado em miligramas de catequina por
gramas de matéria seca (104 mg equivalentes catequina por grama matéria seca) (Harnafi et
al., 2007). Contudo, considerando estes resultados, o extrato etanoélico de Erica spp. no estudo
de Luis e colaboradores (2009) apresenta um conteldo em compostos fenélicos de 141,49 mg
equivalentes acido galico por grama matéria seca, proximo do obtido na presente dissertacao
para o mesmo género. Este estudo suporta os resultados obtidos, uma vez que as plantas foram
colhidas na mesma regido. Um outro estudo utiliza as flores de duas espécies de Erica, E.
arborea e E. multiflora, e indica um contetdo em fenois totais de 70,8 e 68,2 mg equivalentes
de acido galico por grama matéria seca, respetivamente, (Guendouze-Bouchefa et al., 2015)

menor que o obtido para as flores da urze nesta dissertacao.

No que diz respeito ao feto comum, um estudo feito por Qi e colaboradores (Qi et al., 2015)
mostrou que extratos etanolicos de Pteridium aquilinum possuem um contetdo em fenois totais
de 246,51 mg equivalentes acido galico por grama matéria seca, um valor muito superior ao

obtido para o extrato metanolico da mesma planta nesta dissertacao.

No que diz respeito aos flavondides, estes sdao um dos grupos de compostos bioativos mais
diversos e generalizados no mundo vegetal, sendo provavelmente os compostos fenolicos com
papel mais relevante devido a sua variada gama de atividades quimicas e bioldgicas, incluindo
capacidade de eliminacao de radicais (Luis et al., 2009). Assim, procedeu-se a sua quantificacao
nos extratos brutos metandlicos em estudo. Na figura 14 encontra-se apresentado o contetdo
de flavonoides totais presente no extrato bruto metanodlico da urze, flores da urze e feto

comum.
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Figura 14 - Conteldo de flavonoides totais nos extratos brutos metandlicos da urze, flores da urze e feto
comum (média de trés determinacdes + desvio padrao).
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Os extratos testados contém flavondides numa gama de concentracdes que varia entre 19 e 40
mg equivalentes de quercetina por grama matéria seca, sendo que o extrato que possui uma

maior concentracao é o extrato da urze, e, com menor concentracédo, o feto comum.

Um estudo de Ay e colaboradores (2007) obteve um resultado semelhante em conteldo de
flavonoides totais para o extrato metanodlico de folhas e flores de Erica arborea (34,69 pg
equivalentes de quercetina por mg matéria seca). Este resultado encontra-se ligeiramente
inferior ao obtido nesta dissertacao para as partes aéreas de Erica spp. (40 mg equivalentes
quercetina por grama matéria seca) e um pouco superior ao resultado para as flores (28 mg
equivalentes quercetina por grama matéria seca), o que pode ser explicado por no estudo a
amostra conter uma mistura de folhas e flores. Quanto ao feto comum, o conteldo de
flavondides totais € expresso na literatura em mg equivalentes de rutina por g matéria seca
(547,46) (Qi et al., 2015) e em mg hiperosideo por 100 g matéria seca (448) (Tsumbu et al.,

2012), dificultando a comparacao.

As diferencas observadas, em termos de conteldos de fenois totais e de flavonodides das plantas
em estudo, entre a presente dissertacao e resultados de estudos publicados, podem dever-se a
uma série de fatores, tais como o tipo de solo e condicdes atmosféricas a que as plantas foram
sujeitas (o que pode fazer variar a composicao da planta de uma mesma zona de ano para ano)
(Martins et al., 2016). A época em que as plantas foram colhidas e, também importante
salientar, as diferencas existentes nos processos de extracao (tipo de extracao, solvente
utilizado, temperatura, pressao e periodo de tempo de extracdo) também influenciam os
resultados (Azmir et al., 2013; Martins et al., 2016).

3. Avaliacao da atividade antioxidante

Os efeitos adversos do stress oxidativo na salde humana sdo cada vez mais preocupantes,
levando a danos celulares e problemas de salde (Krishnaiah et al., 2011). Adicionalmente, a
oxidacao lipidica é também a principal causa de deterioracao dos alimentos, diminuindo o seu
tempo de vida e o valor nutricional dos mesmos (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). Nos ultimos
anos, os compostos antioxidantes naturais tém se tornado cada vez mais importantes, no uso
em medicina preventiva e como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos na industria de
processamento de alimentos (Krishnaiah et al., 2011). Os antioxidantes naturais parecem
assumir um papel preponderante na protecao contra doencas, dada a sua capacidade de
contrariar os danos oxidativos, sem afetar as reacdes oxidativas normais essenciais a vida que
ocorrem no nosso corpo (Luis et al., 2014; Paulsen, 2010). Varias plantas medicinais, assim
como varias ervas e especiarias, revelam potencial antioxidante semelhante ou superior em

comparacao com o exibido pelos antioxidantes sintéticos (A, 2006; Krishnaiah et al., 2011).

Desta forma, procedeu-se a determinacdo da atividade antioxidante nos extratos brutos em
estudo e, para tal, foram usados dois métodos diferentes: método do DPPH e método do sistema

B-caroteno/acido linoleico. O método do DPPH é um dos métodos mais extensivamente usados
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na avaliacdo da atividade antioxidante em amostras de plantas e permite avaliar a atividade
antioxidante na capacidade de os extratos doarem um atomo de hidrogénio. O sistema B-
caroteno/acido linoleico constitui também um método adequado, permitindo a avaliacao da

atividade antioxidante ao nivel da peroxidacéo lipidica (Krishnaiah et al., 2011).

3.1. Método do DPPH

Os resultados da avaliacao da atividade antioxidante pelo método do DPPH encontram-se na
tabela seguinte (tabela 7), representados pela concentracdo de amostra necessaria para
promover 50% de inibicao (ICsp) do radical livre do DPPH, indice de atividade antioxidante (AAl)
e respetivo potencial antioxidante, para o extrato bruto metanolico da urze, das flores da urze
e do feto comum, assim como para trés compostos antioxidantes padrao, sendo eles a rutina,
trolox e acido galico. A avaliacdo do potencial antioxidante teve por base a classificacao de
Scherer and Godoy (2009), que visa que para AAl < 0,5 se tem um potencial antioxidante pobre,
0,5 < AAIl < 1,0 potencial antioxidante moderado, 1,0 < AAl < 2,0 potencial antioxidante forte e

AAl > 2,0 potencial antioxidante muito forte.

Tabela 7 - Concentracao de amostra necessaria para promover 50% de inibicao (ICsp) e indice de atividade
antioxidante (AAl) do extrato bruto metandlico da urze, flores da urze, feto comum e padrdes (Rutina,
Trolox e acido galico) e, respetivo potencial antioxidante. ICso e AAl apresentados na forma de média +
desvio padrao.

ICao (pg.mL") AAI Potencial
antioxidante
Urze 43,1 +13,4 1,2+0,0 Forte
Flores da Urze 29,1 +9,0 1,8+0,0 Forte
Feto comum 65,1 £ 17,2 0,8 +0,1 Moderado
Rutina 8,2 +2,1 6,0+0,4 Muito forte
Trolox 7,825 6,0 +0,1 Muito forte
Acido galico 2,0+0,6 24,1+ 1,4 Muito forte

O extrato da urze e o extrato das suas flores revelaram um potencial antioxidante forte e o
extrato do feto comum demonstrou um potencial moderado. O extrato das flores da urze
revelou um indice de atividade antioxidante superior ao da urze, o que esta em concordancia
com os resultados obtidos no ponto 2., uma vez que a atividade antioxidante esta relacionada
com a presenca de compostos fendlicos e, o extrato das flores da urze possui uma quantidade
em fenois superior ao extrato da urze. Todos os padroes testados demonstraram um potencial

muito forte tal como esperado.
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Um estudo publicado por Luis e colaboradores (2009) apresenta um ICs, de 41,28 mg.L™" para o
extrato etanolico de Erica spp. (Luis et al., 2009), valor que suporta o obtido para o extrato de
urze testado na presente dissertacao (43,1 ug.mL"). Outro estudo para o extrato metandlico
de Erica arborea indica um ICsy de 23,06 pg.mL', revelando uma atividade antioxidante
ligeiramente superior a obtida para as flores da urze na dissertacao (Ay et al., 2007). Os
resultados obtidos para as flores de duas espécies de urze (Erica arborea e Erica multiflora)
revelam valores de ICsy muito inferiores (5,7 e 10,2 mg.L") ao obtido no presente ensaio, no
entanto permite verificar as diferencas existentes entre cada espécie do mesmo género
(Guendouze-Bouchefa et al., 2015). Folhas de fetos comuns da india obtiveram um ICs, de 10,04
pg.mL' (Panneerselvam et al., 2016), evidenciando uma atividade antioxidante muito superior
a exibida pela amostra de feto testada nesta dissertacdo. O mesmo estudo usou a rutina como
padrao que também exibiu um valor de ICso de 6,35 pg.mL", inferior ao obtido aqui (8,2 pg.mL"
"), contudo esta diferenca ndo suporta a diferenca encontrada entre as amostras do feto
comum, que é muito maior. Como referido no ponto 2., tais diferencas podem dever-se a um
conjunto de fatores, e neste caso as condicdes climatéricas podem ter assumido um papel
preponderante, tais como a composicao da planta, uma vez que o estudo se refere a feto da

india.

3.2. Método do sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante pelo método do sistema B-caroteno/acido linoleico encontra-se na
figura 15 representada pela % inibicao (% I) em funcao da concentracao de BHT e de extrato

bruto da urze, das flores da urze e do feto comum.
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Figura 15 - Atividade antioxidante dos extratos metanolicos de urze, flores da urze, feto comum e
padrao BHT, representada pela percentagem de inibicao (% 1). Cada ponto representa a média + desvio
padrao da % I.

Os resultados obtidos demonstram que numa gama de concentracées de 0 a 1000 pyg.mL'a % |

dos trés extratos varia entre aproximadamente 5 e 38, sendo que o extrato do feto comum é o
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que apresenta atividade antioxidante superior por este método. Comparativamente aos
resultados obtidos com o método do DPPH, com este método os extratos revelam menor
potencial antioxidante e, em contraste, este ensaio mostra o extrato do feto comum como o
mais ativo. No entanto, apesar de os dois métodos avaliarem a mesma propriedade (atividade
antioxidante), permitem a avaliacdo desta a diferentes niveis, o que significa que os extratos
possuem boa capacidade na sequestracao de radicais livres, e menor capacidade na inibicao da
oxidacao lipidica. Enquanto que, pelo método do DPPH, o extrato do feto comum foi o que
apresentou um potencial de oxidacao menor dentro dos trés extratos (ainda assim moderado),

€ o extrato que apresenta uma maior inibicao ao nivel da oxidacao lipidica.

Luis e colaboradores mostraram que o extrato etandlico de Erica spp. na concentracao de 500
pg.mL " evidencia uma % | proxima da exibida pelo BHT, que mantém a proximidade a medida
que a concentracao aumenta até 1000 pg.mL" (Luis et al., 2009). Outro estudo do mesmo autor,
onde foram estudadas as folhas, as flores e os caules de Erica arborea separadamente, revela
uma % | menor em relacao ao estudo anterior, sendo que a percentagem mais alta corresponde
ao extrato dos caules e ronda os 40-50 %, e o extrato das folhas e o das flores se situam
ligeiramente abaixo (Luis et al., 2011). Perante estes dois estudos, os extratos da urze e das
flores da urze testados na presente dissertacao, revelam uma inibicao menor, que pode ser
explicado pelo facto de a extracao ter sido realizada com solventes diferentes, alterando a
composicao de cada extrato. Além disso, tratam-se de espécies diferentes, com diferentes anos
de colheita, o que pode levar a que planta tenha sido sujeita a condi¢des climatéricas e de solo

distintas, levando a diferencas na sua composicao.

4. Fracionamento dos extratos brutos

A extracao permite a obtencao dos extratos de plantas. No entanto, o fracionamento do extrato
bruto é essencial uma vez que os extratos normalmente englobam uma combinacao de varios
tipos de compostos bioativos com polaridades diferentes (Sasidharan et al., 2011). Assim, na
presente dissertacdo, os extratos brutos metanolicos foram sujeitos a passagem sucessiva de
solventes de polaridade crescente, originando quatro fracées contendo compostos ou mistura
de compostos de polaridades semelhantes, sendo elas a fracao 1 (n-hexano), a fracao 2 (éter

dietilico), a fragao 3 (agua) e por fim a fragao 4 (residuo nao soluvel).

A TLC permitiu visualizar o fracionamento de compostos do extrato bruto e das respetivas
fracoes das plantas em estudo, de acordo com a afinidade de cada composto ou mistura de
compostos presentes no extrato, para o eluente usado. Inicialmente foram usadas duas fases
moveis: cloroformio/acetato de etilo 1:1 e acetato de etilo/metanol 1:1. Apos a eluicao, os
cromatogramas foram visualizadas sob luz visivel e sob luz ultravioleta (254 e 365 nm), pois
muitos compostos de origem vegetal emitem fluorescéncia sob luz UV (Gray, 2012). O
comprimento de onda 365 nm possibilitou uma visualizacao mais adequada, pois a separacao

de compostos ou mistura de compostos foi mais notdria. Por isso todas as imagens que se
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seguem correspondem a visualizacao sob luz ultravioleta neste comprimento de onda (figuras
16, 17 e 18).

Figura 16 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metanolico da
urze e fracdes, eluido com cloroférmio/acetato de etilo 1:1 (esquerda) e
acetato de etilo/metanol 1:1 (direita). U: extrato bruto metandlico de urze;
1: fracao 1; 2: fracao 2; 3: fracao 3; 4: fracao 4.

Figura 17 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metanoélico das
flores da urze e fragoes, eluido com cloroféormio/acetato de etilo 1:1
(esquerda) e acetato de etilo/metanol 1:1 (direita). UF: extrato bruto
metandlico das flores de urze; 1: fracao 1; 2: fracado 2; 3: fracao 3; 4: fracao
4,

Figura 18 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metandlico do
feto comum e fragbes, eluido com cloroféormio/acetato de etilo 1:1
(esquerda) e acetato de etilo/metanol 1:1 (direita). F: extrato bruto
metandlico de feto comum; 1: fracdo 1; 2: fracdo 2; 3: fracao 3; 4: fracao 4.
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Perante a separacao obtida com as duas fases moveis, foi selecionada a fase mdvel que permitiu
uma melhor separacao, ou seja, a que continha cloroformio/acetato de etilo 1:1, uma vez que
com a outra fase mével ha um maior arrastamento de compostos. De forma a analisar o
procedimento do fracionamento, repetiu-se o procedimento usando duas proporcoes diferentes
dos solventes presentes na fase movel selecionada anteriormente: cloroformio/acetato de etilo

10:4 e cloroférmio/acetato de etilo 4:10 (figuras 19, 20 e 21).

Figura 19 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metanolico da
urze e fracoes, eluido com cloroférmio/acetato de etilo 10:4 (esquerda) e
cloroformio/acetato de etilo 4:10 (direita). U: extrato bruto metanodlico de
urze; 1: fracao 1; 2: fracao 2; 3: fracao 3; 4: fracao 4.
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Figura 20 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metandlico das
flores da urze e fragoes, eluido com cloroférmio/acetato de etilo 10:4
(esquerda) e clorofdormio/acetato de etilo 4:10 (direita). UF: extrato bruto
metanolico das flores de urze; 1: fracdo 1; 2: fracao 2; 3: fracdo 3; 4: fracdo

Figura 21 - Cromatograma resultante da TLC do extrato bruto metandlico do
feto comum e fracoes, eluido com cloroformio/acetato de etilo 10:4
(esquerda) e cloroformio/acetato de etilo 4:10 (direita). F: extrato bruto
metandlico de feto comum; 1: fracao 1; 2: fracao 2; 3: fracao 3; 4: fracao 4.
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Pela analise das figuras anteriores (figuras 19, 20 e 21) verifica-se que com a proporcao 4:10 se
obtém uma melhor separacdo de compostos ou de mistura de compostos. Pela analise do
cromatograma do extrato bruto metanolico da urze e respetivas fracdes (figura 19 imagem a
direita), visualiza-se uma maior mistura de compostos no extrato bruto e fracoes
comparativamente ao cromatograma do extrato bruto e fracoes das flores da urze (figura 20
imagem a direita). A comparacao entre os dois cromatogramas (urze e flores) indica compostos
com a mesma distancia de migracao, sugerindo que nos extratos da urze esses compostos
estejam relacionados com a presenca de flores na amostra, e os restantes que nao coincidem
com o cromatograma dos extratos das flores sejam provenientes das folhas e dos caules. A
figura 19 também revela a presenca de compostos com a mesma distancia de migracao nas
fracoes 1, 2 e 4. No cromatograma das flores da urze (figura 20 imagem a direita) também se
encontram semelhancas nas fragdes 2 e 4, nas quais se visualizam compostos com distancia de
migracdo e fluorescéncia semelhante. Relativamente ao cromatograma do extrato bruto e
respetivas fracoes do feto comum, verifica-se que a fracao aquosa (fracao 3) corresponde a
fracdo com menos mistura de compostos, demonstrando também semelhancas entre as fracoes

1 e 2 e ainda um pouco entre estas e a fracao 4.

De forma a averiguar a existéncia e distribuicio de compostos fenolicos pelas fracbes, os
cromatogramas obtidos nos quais se observou uma melhor separacao de compostos (fase madvel
cloroférmio/acetato de etilo 4:10), foram revelados com reagente de Folin-Ciocalteu. Na figura
22 encontram-se os cromatogramas revelados com o reagente de Folin-Ciocalteu, em que na
presenca de compostos fenolicos ocorre alteracao da cor para azul, resultante da oxidacao dos
fendis pelo acido fosfomolibdotungstico (Cicco et al., 2009). De uma forma geral, pela analise
dos cromatogramas revelados (figura 22 (a), (b) e (c)), observa-se a presenca de compostos
fendlicos ndo s6 no extrato bruto, mas também a sua permanéncia pelas fracoes,
principalmente na fracdo aquosa (fracao 3), que apresenta uma cor mais intensa. A ocorréncia
de uma cor azul mais intensa na fracao aquosa pode ser explicada pelo facto de ser uma das
fracoes mais polares e, uma vez que os compostos fendlicos sdo compostos polares, tém maior
afinidade com a agua e com o metanol, do que com os restantes solventes usados (n-hexano e

éter dietilico).
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F1gura 22 - Cromatogramas dos extratos brutos metanélicos e fracdes de (a) urze, (b) flores da urze e (
feto comum, eluidos com cloroférmio/acetato de etilo 4:10 e revelados com reagente de Folin- Clocalteu.
U: extrato bruto metanodlico da urze; UF: extrato bruto metanodlico das flores da urze; F: extrato bruto
metandlico do feto comum; 1: fracdo 1; 2: fracdo 2; 3: fracdo 3; 4: fracao 4.
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Adicionalmente, os cromatogramas também eluidos com cloroférmio/acetato de etilo 4:10
foram revelados com reagente de DPPH, o que possibilitou inferir acerca da existéncia de
compostos com atividade antioxidante nas fragdes. A existéncia de compostos com atividade

antioxidante é verificada pela diminuicao da intensidade da cor, resultante da alteracao de cor

de roxo para amarelo (Turgay and Esen, 2015).
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Flgura 23 - Cromatogramas dos extratos brutos metandlicos e fracdes de (a) urze, (b) flores da urze e (c)

feto comum, eluidos com cloroférmio/acetato de etilo 4:10 e revelados com reagente de DPPH. U:
extrato bruto metandlico da urze; UF: extrato bruto metanolico das flores de urze; F: extrato bruto

metandlico do feto comum; 1: fracdo 1; 2: fracdo 2; 3: fracdo 3; 4: fracao 4.

Na figura 23 observa-se a existéncia de compostos com atividade antioxidante nos
cromatogramas dos extratos brutos e nas fracoes de todas as plantas. Tal como no caso da
revelacao dos cromatogramas com reagente de Folin-Ciocalteu (figura 23), as manchas (neste
caso amarelas) sao maiores no extrato bruto e na fracao aquosa. Adicionalmente, verifica-se
também uma sobreposicdo da localizacdo dos compostos fenodlicos com os compostos
indicadores de atividade antioxidante, uma vez que os compostos fendlicos tém capacidade

antioxidante (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
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5. Determinacdo da atividade antimicrobiana

Numa época em que a resisténcia microbiana esta a aumentar e a tornar-se uma questao
relevante de salde publica, a descoberta de novas estratégias para desenvolver agentes
antimicrobianos torna-se cada vez mais importante. As plantas contém centenas a milhares de
compostos quimicos com varias atividades biologicas, tendo vindo a assumir uma posicao cada
vez maior na sociedade moderna e apresentando-se como possiveis agentes antimicrobianos ou
fontes de compostos com estas propriedades. Assim, todos os extratos brutos metandlicos foram
monitorizados quanto a sua atividade antimicrobiana, por ensaio de difusdao em disco contra
nove bactérias (quatro gram positivas e cinco gram negativas) e duas leveduras. A avaliacao da
concentracao minima inibitdria (CMI) foi efetuada para os extratos brutos e respetivas fracdes,
nos mesmos microrganismos usados no ensaio da difusao em disco. Perante os resultados
obtidos, foram realizados ensaios de modo a compreender melhor a atividade exibida pelos
extratos mais ativos. A bioautografia foi efetuada para o extrato bruto e respetivas fracées com
maior atividade antimicrobiana no microrganismo que se mostrou mais suscetivel (Bacillus
cereus para os extratos das flores da urze, Listeria monocytogenes para os extratos da urze e
das suas flores e Candida tropicalis para todos os extratos). Selecionaram-se os extratos com
maior atividade antimicrobiana, a fracao 4 da urze e extrato bruto e fracées 2 e 4 das flores da
urze e testou-se em Listeria monocytogenes, por ensaio de curvas de morte, inibicao da

formacao de biofilmes e avaliacdo da tolerancia a condicdes adversas.

5.1. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos por difusao em

disco

Neste ensaio foram testados os extratos brutos metandlicos em quatro bactérias gram positivas,
cinco gram negativas e duas leveduras, por forma a realizar uma monitorizacao inicial do
potencial da atividade antimicrobiana. Como controlo foram usados discos carregados com
DMSO, para o qual ndo se verificou formacao de halo de inibicao para nenhuma das estirpes de

bactérias e leveduras estudadas.
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5.1.1. Para bactérias

Na tabela 8 encontram-se os resultados obtidos pelo ensaio de difusao em disco dos extratos
brutos metandlicos em bactérias gram negativas e gram positivas.

Tabela 8 - Halo de inibicao formado em milimetros (mm) pelo ensaio de difusao em disco para os extratos

brutos metanolicos da urze, flores da urze e feto comum em bactérias (média + desvio padrao). Cada
disco foi carregado com 2 mg de extrato.

Halo de inibicdao (mm)?

Estirpes Urze Flores da Feto comum
Urze

B. cereus ATCC 11778 7,3+0,3 8,7+0,4 6,7+0,3
S. aureus ATCC 25923 8,0+0,7 7,7+0,5 6,0 +0,0
E. faecalis ATCC 29212 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0
L. monocytogenes LMG 16779 8,4+2,9 7,8 1,6 6,0 +0,0
E. coli ATCC 25922 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0
K. pneumoniae ATCC 13883 11,2+ 2,4 10,4+ 3,4 6,0+0,0
A. baumannii LMG 1025 7,6 +0,5 7,4 +0,1 6,0 +0,0
P. aeruginosa ATCC 27853 6,0+0,0 7,5+1,1 6,0 +0,0
S. Typhimurium ATCC 13311 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0

a Segundo a norma seguida (norma M2-A8 recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)), sao considerados como halos de inibicao os diametros superiores a 6,0 mm, uma vez

que os discos de celulose usados tém um diametro de 6,0 mm (NCCLS, 2003).

Pela analise da tabela 8 verifica-se uma maior atividade antimicrobiana global para os extratos
da urze e das suas flores, sendo que o extrato do feto comum, de um modo geral, nao
apresentou atividade antibacteriana, levando a formacado de apenas um pequeno halo de
inibicao em B. cereus. Os resultados para o extrato do feto comum sao suportados pelo estudo
de Kardong e colaboradores (2013), no qual a aplicacdo do extrato metanodlico de Pteridium
aquilinum nao levou a formacao de halo de inibicdo em varias bactérias gram positivas e
negativas (Kardong et al., 2013). No entanto, o mesmo estudo testou também extratos
etandlicos e de éter de petroleo com os quais se verificou atividade antibacteriana contra
bactérias gram positivas e gram negativas. Isto mostra como o solvente usado na extracdo pode

influenciar os resultados da atividade bioldgica testada.

0 extrato da urze e o extrato das suas flores foram responsaveis pelos maiores halos de inibicao
verificados neste ensaio (11,2 mm e 10,4 mm respetivamente), para K. pneumoniae. Este

resultado é importante, uma vez que K. pneumoniae é uma bactéria oportunista associada a
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infecoes urinarias, bacteremia, pneumonia e abcesso hepatico piogénico, afetando
principalmente individuos imunocomprometidos e na auséncia de tratamento, as infecoes por
K. pneumoniae apresentam alta taxa de mortalidade (Cahill et al., 2015; Evrard et al., 2010).
Sassi e colaboradores (2007) testaram extratos de Erica multiflora resultantes da utilizacao de
diferentes solventes sobre varias bactérias gram positivas e negativas, e nao verificaram
atividade antibacteriana para K. pneumoniae (Sassi et al., 2007). A diferenca observada pode
ser devida ao facto de no estudo se ter usado uma estirpe clinica, que pode oferecer mais
resisténcia a acao de agentes antimicrobianos, e também ha diferente composicao das plantas.
A Unica bactéria gram postiva que ndo mostrou suscetibilidade para os extratos da urze e das
suas flores foi E. faecalis, tal como no estudo de Nunes e colaboradores, no qual E. faecalis e
E. coli nao foram suscetiveis ao extrato metanolico de folhas e ao de flores de Erica australis
(Nunes et al., 2014).

5.1.2. Para leveduras
0 ensaio da difusao em disco também permitiu avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos

brutos metanodlicos em leveduras, sendo que os resultados se encontram na tabela seguinte
(tabela 9).

Tabela 9 - Halo de inibicao formado em milimetros (mm) pelo ensaio de difusao em disco para os extratos
brutos metandlicos da urze, flores da urze e feto comum em leveduras (média + desvio padrdo). Cada
disco foi carregado com 2 mg de extrato.

Halo de inibicdo (mm)?

Flores da
Estirpes Urze Feto comum
Urze
C. albicans ATCC 90028 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0 +0,0
C. tropicalis ATCC 750 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+ 0,0

@ Segundo a norma seguida (norma M2-A8 recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)), sdo considerados como halos de inibicao os diametros superiores a 6,0 mm, uma vez
que os discos de celulose usados tém um diametro de 6,0 mm (NCCLS, 2003).

Pela analise da tabela 9 verifica-se que os extratos em estudo nao levaram a formacao de halo
de inibicao por parte dos extratos brutos em C. albicans e C. tropicalis, semelhante ao
verificado por Turgay e Esen com extratos de urze em C. albicans (Turgay and Esen, 2015)
indicando que os extratos nao apresentam atividade antifingica para as espécies de Candida

testadas.
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5.2. Avaliacdao da Concentracao Minima Inibitéoria (CMI)

.....

efetuada pela utilizacdo do método de microdiluicdo em caldo para as quatro bactérias gram

positivas, as cinco gram negativas e as duas leveduras.

5.2.1. Para bactérias
de cada extrato bruto metanolico e respetivas fracoes para a urze (tabela 10), para as flores

da urze (tabela 11) e para o feto comum (tabela 12), testados em bactérias.

para as bactérias em estudo.

Urze - CMI (ug.mL")

Estirpes Extrato Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto

B. cereus ATCC 11778 >2000 2000 >2000 >2000 250

S. aureus ATCC 25923 2000 >2000 >2000 1000 2000

E. faecalis ATCC 29212 2000 >2000 >2000 >2000 125

L. monocytogenes LMG 16779 2000 >2000 >2000 >2000 125
E. coli ATCC 25922 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
K. pneumoniae ATCC 13883 1000 >2000 >2000 500 >2000
A. baumannii LMG 1025 >2000 >2000 >2000 2000 >2000
P. aeruginosa ATCC 27853 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
S. Typhimurium ATCC 13311 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Considerando os resultados obtidos para a avaliacao da CMI para os extratos da urze (tabela 10)
verifica-se que a fracdo mais polar (fracao 4) € a fracdo com maior atividade antibacteriana,
nomeadamente contra bactérias gram positivas: E. faecalis e L. monocytogenes (125 pg.mL"),
e B. cereus (250 pg.mL"). A demonstracdo de atividade antibacteriana somente contra
bactérias gram positivas € semelhante ao obtido por Sassi e colaboradores, em que o extrato
metanolico de Arbutus unedo, um arbusto da familia da urze (Ericaceae), apresentou atividade

apenas contra bactérias positivas (Sassi et al., 2007). Parekh e colaboradores testaram extratos
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metandlicos de algumas plantas medicinais contra cinco estirpes bacterianas e verificaram a
existéncia de uma maior suscetibilidade por parte de bactérias gram positivas em relacdo a
gram negativas (Parekh et al., 2005). Mais estudos revelam uma maior atividade antibacteriana
de extratos e mesmo de compostos isolados de plantas em bactérias gram positivas (Biva et al.,
2016; Kramer et al., 2015; Mostafa et al., 2017), o que pode estar relacionado com a diferenca
na estrutura da parede celular de bactérias gram positivas e gram negativas. As bactérias gram-
negativas possuem uma membrana externa hidrofobica o que dificulta o possivel mecanismo de
acao de compostos bioativos presentes nos extratos de plantas, que atuam, entre outros
mecanismos, por alteragées na permeabilidade das membranas (da Cruz Cabral et al., 2013;
Stavri et al., 2007).

Uma vez que apenas a fracao mais polar (fracao 4) apresenta atividade antibacteriana, a qual
nao é manifestada pelo extrato bruto, pode significar que os compostos presentes nela, quando
em conjunto com os restantes compostos presentes no extrato bruto, apresentem um efeito
antagonico e assim nao atuem na inibicao de crescimento bacteriano. Nguefack e colaboradores
estudaram a acdo sinérgica entre varias fracoes de o6leo essencial de Cymbopogon citratus,
Ocimum gratissimum e Thymus vulgaris contra Penicillium expansum e verificaram que as
misturas de algumas das fracdes mais ativas das trés plantas revelaram efeito antagdnico
(Nguefack et al., 2012), indicando a possibilidade da ocorréncia deste acontecimento no caso

dos extratos.

Ao contrario do obtido pelo ensaio de difusao em disco, o extrato bruto da urze (tabela 10) e 0
das suas flores (tabela 11) ndo apresentaram atividade antibacteriana para K. pneumoniae. Um
estudo refere que o passo da extracao de plantas pode muitas vezes levar a precipitacao ou co
precipitacdo do extrato, o que dificulta o desempenho e a interpretacao de ensaios biologicos
posteriores (Cos et al., 2006). Assim, esta discordancia encontrada pode ser devida ao facto de
alguns extratos precipitarem aquando da adicao de meio de cultura, principalmente as fracoes
1, 2 e 4. A precipitacdo do extrato pode levar a que compostos com eventual atividade
antibacteriana sobre K. pneumoniae fiquem retidos no precipitado, diminuindo o seu contacto
com a suspensao celular e levando a que seja necessaria uma concentracao maior para inibir o

crescimento deste microrganismo.
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respetivas fracoes para as bactérias em estudo.

Flores da Urze - CMI (ug.mL"")

Estirpes Extrato Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto

B. cereus ATCC 11778 1000 500 62,5 >2000 250
S. aureus ATCC 25923 2000 2000 >2000 2000 >2000

E. faecalis ATCC 29212 2000 500 125 >2000 31,3

L. monocytogenes LMG 16779 125 2000 62,5 >2000 62,5
E. coli ATCC 25922 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
K. pneumoniae ATCC 13883 2000 >2000 >2000 2000 >2000
A. baumannii LMG 1025 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
P. aeruginosa ATCC 27853 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
S. Typhimurium ATCC 13311 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Os resultados para os extratos das flores da urze (tabela 11) revelam que as fracoes 2 e 4 sao
as que apresentam uma maior atividade antimicrobiana, para além do extrato bruto que
também apresentou uma concentracdo minima inibitéria de 125 pg.mL' contra L.
monocytogenes. Contra a mesma bactéria, as fracbes 2 e 4 precisam de uma concentracao
menor que o extrato bruto para causar inibicdo bacteriana (62,5 pg.mL™"), a semelhanca do
obtido pela fracdo 4 da urze. Para as mesmas fragoes (fracdo 2 e 4) também se destacam os
valores de CMI obtidos contra B. cereus (62,5 e 250 pg.mL™") e contra E. faecalis (125 e 31,3
pg.mL"), mais uma vez semelhante ao ocorrido para a fracao 4 da urze. Estes resultados podem
ser clinicamente importantes, uma vez que L. monocytogenes e B. cereus se encontram
normalmente associadas a doencas de origem alimentar, no caso de L. monocytogenes, a
listeriose (Early, 2009; Ferreira and Domingues, 2016). E. faecalis é dos um dos principais
microrganismos envolvidos em infecdes adquiridas em ambiente hospitalar, como infecoes do
trato urinario associadas ao cateter, endocardite e infecdes cirlrgicas e de queimaduras
(Michaux et al., 2014). A semelhanca entre a atividade antibacteriana exibida pelas fracoes 2
e 4 pode ser explicada pelo facto de no cromatograma da analise de TLC estas terem
apresentado semelhancas, com compostos ou misturas de compostos apresentando distancias

de migracao semelhantes nas duas fracoes.

A auséncia de atividade antibacteriana contra bactérias gram negativas € suportada pelos

resultados de Guendouze e colaboradores, em que extratos metandlicos de flores de E. arborea
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e de E. multiflora nao apresentaram atividade antibacteriana para as bactérias gram negativas
testadas (Guendouze-Bouchefa et al., 2015). Estes resultados sao semelhantes ao obtido para
os extratos da urze, e demonstram mais uma vez uma maior atividade antibacteriana contra

gram positivas do que contra gram negativas.

fracoes para as bactérias em estudo.

Feto comum - CMI (ug.mL"")

Estirpes Extrato Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto

B. cereus ATCC 11778 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
S. aureus ATCC 25923 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
E. faecalis ATCC 29212 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
L. monocytogenes LMG 16779 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
E. coli ATCC 25922 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
K. pneumoniae ATCC 13883 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
A. baumannii LMG 1025 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
P. aeruginosa ATCC 27853 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
S. Typhimurium ATCC 13311 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Considerando os resultados obtidos pelo extrato bruto metandlico do feto comum e pelas suas
fracoes (tabela 14), nao se verificou atividade antibacteriana dentro da gama de concentracoes
testada (15,6 a 2000 pg.mL') para as nove estirpes avaliadas. Estes resultados estao
concordantes com o ensaio de difusdo em disco em que o extrato bruto ndo levou a formacao
de halo de inibicdo. Um estudo sobre a atividade antimicrobiana de plantas do filo Pteridophyta
mostra uma atividade pronunciada sobre bactérias gram positivas (Sen, 1980), contudo é de

notar que no estudo foram usadas varias espécies distintas.

56



5.2.2. Para leveduras
Seguem-se os resultados de CMI obtidos para o extrato bruto metanoélico da urze e respetivas
fracoes (tabela 13), extrato metanodlico das flores da urze e respetivas fracoes (tabela 14) e

extrato metanolico do feto comum e respetivas fracoes (tabela 15).

Tabela 13 - Concentracao minima inibitoria (CMI) do extrato bruto metanoélico da urze e respetivas fracoes
para as leveduras em estudo. Valores em pg.mL™.

Urze - CMI (ug.mL")

Extrato
Estirpes Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto
C. albicans ATCC 90028 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
C. tropicalis ATCC 750 500 250 500 1000 2000

Tabela 14 - Concentracdo minima inibitéria (CMI) do extrato bruto metandlico das flores de urze e
respetivas fracoes para as leveduras em estudo. Valores em pg.mL".

Flores da Urze - CMI (ug.mL"")

Extrato
Estirpes Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto
C. albicans ATCC 90028 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
C. tropicalis ATCC 750 500 125 2000 500 1000

fracoes para as leveduras em estudo. Valores em pg.mL".

Feto comum - CMI (ug.mL"")

Extrato
Estirpes Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
bruto
C. albicans ATCC 90028 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
C. tropicalis ATCC 750 1000 250 500 2000 1000

Pela observacao das tabelas, verifica-se que de uma forma geral os extratos da urze, das suas
flores e do feto comum nao apresentam atividade antifiingica para C. albicans, enquanto que
para C. tropicalis todos eles apresentam, em especial a fracdo menos polar de cada um deles
(fracdo 1). A auséncia de atividade antiflingica para C. albicans e a presenca para C. tropicalis

é semelhante ao verificado por Hamza e colaboradores (2006), que testaram a atividade
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antifingica de extratos metandlicos de diversas plantas, entre elas Pteridium aquilinum e
Agauria salicifolia Oliv. (Ericaceae) em varias espécies de Candida (Hamza et al., 2006). No
entanto este estudo néo verificou atividade antifingica para a gama de concentracoes testadas
(= 4000 pg.mL"), que sdo superiores as testadas na presente dissertacao, para além de que no

caso da urze se tratam de espécies diferentes da mesma familia, podendo haver diferencas.

5.3. Bioautografia direta

A bioautografia combina a separacdo cromatografica com a determinacao de atividade in situ,
permitindo a separacdo de uma mistura de compostos como os extratos e, em simultaneo, a

localizacao dos constituintes ativos na placa de TLC (Marston, 2011; Sasidharan et al., 2011).

Esta técnica foi efetuada para os extratos das flores da urze em Bacillus cereus ATCC 11778
(figura 24 (a)), os extratos da urze e das flores da urze em Listeria monocytogenes LMG 16779
(figura 25 (a) e (b) respetivamente) e os extratos da urze, flores da urze e feto comum em
Candida tropicalis ATCC 750 (figura 26 (a), (b) e (c)), uma vez que correspondem aos extratos
com maior atividade antimicrobiana. Estes extratos foram assim sujeitos a cromatografia em
camada fina usando como fase movel cloroformio/acetato de etilo 4:10, seguidos da
bioautografia por aplicacao direta da suspensao celular. Para cada estirpe realizou-se o mesmo
procedimento com antibidticos: tetraciclina para B. cereus (figura 24 (b)) e L. monocytogenes
(figura 25 (c)) e anfotericina B para C. tropicalis (figura 26 (d)), funcionando como controlo. As
zonas em que se observa coloracdo amarelada correspondem a presenca de compostos com

atividade antimicrobiana.

Uma vez que os extratos da urze e os extratos das flores também apresentaram atividade
antibacteriana contra Enterococcus faecalis ATCC 29212, também foi realizada a bioautografia.
No entanto os resultados nao sao apresentados na dissertacao pois nao se conseguiu obter o

crescimento adequado na placa.

Figura 24 - Cromatogramas do extrato bruto metandlico
das flores da urze e fragbes (a) e do antibiotico
tetraciclina (b) revelados com suspensao celular de
Bacillus cereus.
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Perante os resultados os resultados obtidos para a bioautografia dos extratos das flores da urze
para B. cereus (figura 24 (a)) verifica-se a existéncia de compostos com atividade
antibacteriana, por parte do extrato bruto e de todas as fracdes. Comparando estes resultados
com os obtidos no ponto 5.2.1. na avaliacao da CMI encontra-se concordancia entre eles. Pela
avaliacao da CMI, as fracoes 2 e 4 manifestaram-se como as mais ativas contra B. cereus e, na
figura acima, observa-se a presenca de uma mancha com a mesma distancia de migracao nas
duas fracoes. Relativamente a fracao 3 observa-se a presenca de uma zona com inibicao de
crescimento, contudo a sua atividade antibacteriana nao foi demonstrada pela avaliacao da
CMI. A mancha com inibicao de crescimento na fracdo 3 é semelhante a encontrada no extrato
bruto, no entanto, enquanto que na fracao 3 se encontra apenas essa mancha, no extrato bruto
esta presente uma outra semelhante a encontrada nas fracoes 1, 2 e 4. Isto pode sugerir que o
composto ou a mistura de compostos presente no extrato bruto e nas fracées 1, 2 e 4, que
apresentam aproximadamente a mesma distancia de migracao (assinalado na figura com uma
seta) pode ter um papel preponderante na atividade antibacteriana sobre B. cereus. Como
esperado, o antibiotico levou a inibicdo de B. cereus, indicada pela grande zona amarela na

bioautografia realizada com tetraciclina (figura 24 (b)).

Figura 25 - Cromatogramas do extrato bruto metandlico da urze e fragdes (a), flores da urze
e fragoes (b) e do antibidtico tetraciclina (b) revelados com suspensao celular de Listeria
monocytogenes.

A analise da biotografia para L. monocytogenes dos extratos da urze (figura 25 (a)) e dos
extratos das flores da urze (figura 25 (b)) revela semelhancas entre a atividade dos dois
extratos. Ainda assim, a maior atividade antibacteriana é evidenciada pelas flores da urze,
especialmente pelas fracées 2 e 4, tal como verificado pela avaliacdao da CMI na qual estas
fracoes apresentaram um valor de CMI menor (62,5 pg.mL™"). No que toca a bioautografia dos
extratos da urze observa-se uma maior zona de inibicdo de crescimento para a fracao 4, que
pode ser devida a migracdo do composto ou compostos responsaveis pela atividade ou mesmo
por ser a fracdo mais ativa segundo a avaliacdo da CMI. A bioautografia do antibiotico para L.
monocytogenes demonstra a existéncia de uma grande zona inibitoria (figura 25 (c)), tal como

esperado.

59



\ (&
{9 ¢ tgqpi"ca_ljsf

1
!
|
|

|

T —e— - o - —

Figura 26 - Cromatogramas do extrato bruto metandlico da urze e
fracoes (a), das flores da urze e fracdes (b), do feto comum (c) e
antibiotico anfotericina B (d) revelados com suspensao celular de
Candida tropicalis.

Na bioautografia em leveduras, o crescimento nao foi tdo homogéneo comparativamente ao
crescimento na bioautografia em bactérias. Ainda assim, é possivel encontrar alguma
similaridade entre este ensaio e o ensaio da avaliacao da CMI, no qual a fracao menos polar
(fracdo 1) correspondeu a fracao mais ativa de cada planta, e nas figuras 26 (a), (b) e (c) se
observa uma maior zona de inibicdo na proximidade da fracdo 1. Quanto ao antibiotico, a

bioautografia revela a inibicao do crescimento de C. tropicalis como esperado (figura 26 (d)).

Assim, é possivel verificar a existéncia de compostos bioativos detentores de atividade
antimicrobiana em todas as plantas, evidenciando o potencial antimicrobiano da urze e das

suas flores, assim como do feto comum.

5.4, Estudo de curvas de morte

0 ensaio por curvas de morte é o método mais apropriado para determinar o efeito bactericida
ou fungicida de um dado agente antimicrobiano e permite o estudo da interacdo dinamica entre

0 agente antimicrobiano e o microrganismo, ao longo do tempo (Balouiri et al., 2016).

x

Considerando os resultados obtidos relativos a atividade antibacteriana verificada sobre
Listeria monocytogenes tal como a relevancia deste microrganismo, prosseguiu-se com estudos

direcionados a atividade dos extratos sobre esta bactéria gram positiva. L. monocytogenes
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trata-se de uma bactéria patdgena responsavel pela listeriose, que é uma doenca grave de
origem alimentar com elevada taxa de mortalidade em mulheres gravidas, idosos, individuos
imunocomprometidos e recém-nascidos. Em individuos saudaveis, L. monocytogenes
geralmente pode originar gastroenterite febril auto-limitada (Ferreira and Domingues, 2016;
Poimenidou et al., 2016). Assim, selecionaram-se para posteriores estudos as fracdes que
apresentaram maior atividade, nomeadamente as fracdes 2 e 4 das flores da urze, assim como
o extrato bruto, e também a fracao 4 da urze, procedendo a avaliacdo do modo de acédo no
crescimento de Listeria monocytogenes LMG 16779. No caso da urze, apenas foi selecionada a
fracao 4, uma vez que o valor de CMI para o extrato bruto era superior e em tais concentracoes
o0 extrato precipitava no meio de cultura, dificultando o ensaio. Foram testadas concentracées
de 0,5x, 1x, 2x e 4x CMI de extrato (fracao 4 da urze e extrato bruto das flores da urze CMI =
125 pg.mL"; fracao 2 e fracao 4 das flores da urze CMI = 62,5 ug.mL™"). Realizaram-se medicoes
as 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas de crescimento e os resultados sdao apresentados em grafico com o
log(UFC.mL") em funcao do tempo (horas), permitindo a comparacdo do crescimento de L.

monocytogenes tratada com extrato com os controlos de crescimento e de solvente (DMSO).
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Figura 27 - Curva de morte de Listeria monocytogenes incubada com a fracao 4 do extrato bruto da
urze. Cada ponto representa a média + desvio padrao.
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Figura 28 - Curva de morte de Listeria monocytogenes incubada com o extrato bruto das flores da urze.
Cada ponto representa a média + desvio padrao.
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Figura 29 - Curva de morte de Listeria monocytogenes incubada com a fracao 2 do extrato bruto das
flores da urze. Cada ponto representa a média + desvio padrao.
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Figura 30 - Curva de morte de Listeria monocytogenes incubada com a fracao 4 do extrato bruto das
flores da urze. Cada ponto representa a média + desvio padrao.

Pela observacao das figuras 27, 28, 29 e 30 verifica-se que todos os extratos reduzem o
crescimento de L. monocytogenes e apresentam um comportamento bacteriostatico ao longo
do tempo, quando comparado com o controlo de crescimento e de solvente (DMSO). Para o
extrato bruto das flores da urze verifica-se uma dependéncia da concentracado, sendo que para
uma maior concentracao se verifica uma maior inibicao do crescimento. Para as fracdes 2 e 4
esta diferenca ndo é tdao acentuada, demonstrando uma diminuicdo generalizada do
crescimento até as 8 horas, seguindo-se um ligeiro aumento até as 24 horas, ndo ultrapassando,

no entanto, a concentracao inicial de inoculo usado.

A capacidade de extratos de plantas reduzirem o crescimento microbiano tem vindo a ser
estudada, e um estudo de Silva e colaboradores (Silva et al., 2013) demonstra que o extrato
aquoso de folhas e frutos de Vaccinium corymbosum, um arbusto da mesma familia da urze
(Ericaceae), apresenta comportamento bacteriostatico para Listeria innocua. Assim, este
estudo revela resultados semelhantes aos obtidos na presente dissertacao, em que todos os
extratos avaliados apresentaram um modo de acao bacteriostatico ao longo do tempo para L.

monocytogenes.

Varios estudos reportam a presenca de acido cafeico em urze, nomeadamente na espécie Erica
arborea (Demirkiran et al., 2010; Guendouze-Bouchefa et al., 2015; Luis et al., 2011) e ainda
a presenca de quercetina (Guendouze-Bouchefa et al., 2015), de acido p-cumarico e acido
fertlico (Luis et al., 2011). Um estudo de Payne e colaboradores verificou a atividade
antibacteriana do acido cafeico, de quercetina, acido p-cumarico e acido ferulico contra varias
estirpes de L. monocytogenes (Payne et al., 1989). Estes estudos sugerem que a atividade
exibida pelos extratos da urze e das suas flores contra L. monocytogenes seja proveniente da
presenca destes compostos. Luis e colaboradores determinaram o contetdo de varios compostos
fenolicos em extratos metanolicos das diferentes partes aéreas de varias plantas, sendo que no

caso das flores da urze o composto encontrado em maior quantidade foi o acido elagico (Luis
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et al., 2011). Vattem e colaboradores demonstraram a atividade antibacteriana de extratos
aquosos de bagaco de airela contra L. monocytogenes, nos quais analisaram a presenca de acido
elagico e encontraram uma forte correlacdo entre a presenca deste acido fendlico e a atividade
exibida (Vattem et al., 2004). Estes estudos demonstram a diferenca entre a composicao
fitoquimica entre flores e as restantes partes aéreas de urze, sugerindo também que a atividade
antimicrobiana por parte das flores contra L. monocytogenes possa estar relacionada com a

presenca de acido elagico.

5.5. Estudo da inibicdo da formacao de biofilmes

Os biofilmes formados em ambientes de processamento de alimentos sao de especial
importancia, pois tém potencial para atuar como fonte de contaminacdo microbiana, podendo
levar a deterioracao dos alimentos ou transmissao de doencas (Stepanovi¢ et al., 2004). Além
disso, o0 modo de vida das células em biofilmes oferece vantagens para os microrganismos, como
a resisténcia reforcada aos stresses ambientais e aos antibioticos (Penesyan et al., 2015).
Listeria monocytogenes apresenta capacidade de fixacdo a superficies, ou seja, capacidade de
formacao de biofilmes em superficies como metais, vidro e superficies de borracha ou plasticas,
podendo levar a contaminacao de produtos alimentares (Jadhav et al., 2013; Stepanovi¢ et al.,
2004). Desta forma, os mesmos extratos selecionados no ponto anterior (6.4.) foram avaliados
€ verificada s6 em células plancténicas, ou se atua também na inibicdo da formacdo de

biofilmes.
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Figura 31 - Avaliacado do efeito da fracao 4 do extrato bruto metanélico da urze sobre a formacao de
biofilmes de Listeria monocytogenes. ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 quando comparado com DMSO
(controlo de solvente).
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Figura 32 - Avaliacado do efeito do extrato bruto metanoélico das flores da urze sobre a formacao de

biofilmes de Listeria monocytogenes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 quando comparado

com DMSO (controlo de solvente).
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Figura 33 - Avaliacao do efeito da fracdo 2 do extrato bruto metanélico das flores da urze sobre a
formacao de biofilmes de Listeria monocytogenes. ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 quando
comparado com DMSO (controlo de solvente).
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Figura 34 - Avaliacdo do efeito da fracdo 4 do extrato bruto metandlico das flores da urze sobre a
formacao de biofilmes de Listeria monocytogenes. ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 quando
comparado com DMSO (controlo de solvente).

As figuras 31 a 34 correspondem aos resultados do efeito da fracao 4 da urze, do extrato bruto,
da fracao 2 e 4 das flores da urze, respetivamente, quando se avaliou a formacao de biofilmes
na presenca de concentracdes de 0,5x, 1x, 2x e 4x CMI, em L. monocytogenes. Pela observacao
das figuras, para concentracdes iguais ou superiores a 0,5x CMI todos os extratos levam a uma
diminuicdo significativamente estatistica da formagao de biofilmes, sendo de destacar a
(0,25x CMI), apresenta uma reducao significativa da formacao de biofilmes por esta bactéria
(p<0,01). Esta fracdo e a fracdo 4 das flores da urze inibem a formacdo de biofilmes

significativamente com p<0,001 para concentracdes de 4x, 2x e 1x CMI.

Varios estudos relatam a atividade de extratos de plantas na inibicao da formagao de biofilmes
em L. monocytogenes, como o estudo de Nostro e colaboradores (2016) que verificou a
atividade in vitro de extratos metandlicos de algumas plantas na inibicdo da formacao de
biofilmes de bactérias associadas a surtos alimentares (Nostro et al., 2016). Neste estudo, os
extratos de Punica granatum L. e de Rhus coriaria L. (CMI = 625 e 78 pug.mL™' respetivamente),
numa gama de concentracdes que varia entre %2 a 1/16 xCMI produzem uma inibicao
significativa de biofilmes de 80-60 % para L. monocytogenes. Comparando estes resultados com
0os obtidos na presenca dissertacao verifica-se que no estudo as concentracdes, quando
relacionadas com a CMI, necessarias para alcancar o mesmo grau de significancia do
presentemente obtido sao menores. Um outro estudo, de Sandasi e colaboradores (2010) revela
o efeito de extratos de algumas ervas usadas na culinaria e de algumas plantas na formacao de
biofilmes por L. monocytogenes, em que a percentagem de inibicao obtida pelos extratos ronda

os 74-78 % e € muito proxima da obtida para o antibiético ciprofloxacina (75%) (Sandasi et al.,
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2010). Estes resultados sao semelhantes aos obtidos na presente dissertacao. Estas evidéncias

sugerem o potencial destes extratos contra a formacao de biofilme de L. monocytogenes.

5.6. Avaliacao da tolerancia a condicdes adversas

Listeria monocytogenes é uma bactéria ubiqua na natureza e além da capacidade de formar
biofilmes, sobrevive em condicées de stress (baixo pH, baixa temperatura e elevada
concentracao de sal), o que facilita a sua transmissao através do consumo de alimentos
contaminados, como a carne, vegetais, alimentos prontos a comer ou leite nao pasteurizado
(Ferreira and Domingues, 2016; Poimenidou et al., 2016). De forma a avaliar se os extratos
contribuem para a suscetibilidade de L. monocytogenes a condicdes adversas ou, se pelo
contrario, induzem a sua protecao celular, realizou-se uma pré-incubacao das células com
concentracao subinibitéria (0,5x CMI) do extrato bruto metanodlico das flores da urze, e
respetivas fracdes 2 e 4, assim como a fracdo 4 da urze, e avaliou-se o seu efeito na
sobrevivéncia de L. monocytogenes a condicoes adversas. Este estudo permite averiguar o
potencial dos extratos em aplicacoes alimentares de forma a prevenir o aparecimento desta

bactéria mesmo em processos de preservacao alimentar.

As figuras 35 e 36 mostram o efeito da fracao 4 da urze, do extrato bruto metanolico das flores
da urze e respetivas fracoes 2 e 4, na tolerancia de L. monocytogenes a pH acido (2,4) e a

temperaturas elevadas (55 °C), respetivamente.
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Figura 35 - Avaliacao do efeito da fracdo 4 do extrato bruto metandlico da urze, extrato bruto e fracoes
2 e 4 das flores da urze em Listeria monocytogenes submetida a pH acido 2,4 durante 60 minutos. ***
p<0,001; **** p<0,0001 quando comparado com DMSO (controlo de solvente). F4U: fracao 4 do extrato
bruto metanélico da urze; UF: extrato bruto metanélico das flores da urze; F2UF: fracdo 2 do extrato

bruto metanolico das flores da urze; F4UF: fracao 4 do extrato bruto metanolico das flores da urze.

Analisando os resultados obtidos, verifica-se que todos os extratos levam a um aumento
estatisticamente significativo da reducao logaritmica das unidades formadores de colénias por

mililitro, tornando a bactéria mais suscetivel a acidez do meio envolvente (p<0,001).
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Figura 36 - Avaliacao do efeito da fracdo 4 do extrato bruto metandlico da urze, extrato bruto e fracoes
2 e 4 das flores da urze em Listeria monocytogenes submetida a temperaturas elevadas (55 °C) durante
120 minutos. * p < 0,5 quando comparado com DMSO (controlo de solvente). F4U: fracao 4 do extrato
bruto metandlico da urze; UF: extrato bruto metandlico das flores da urze; F2UF: fracdo 2 do extrato
bruto metanolico das flores da urze; F4UF: fracao 4 do extrato bruto metanolico das flores da urze.

Por outro lado, no que toca a tolerancia a temperaturas elevadas apenas o extrato bruto das
flores da urze e a fracdo 2 reduzem significativamente a tolerancia de L. monocytogenes

(p<0,5), nao demonstrando, no entanto, inducao de protecao celular.

Existem poucos estudos que avaliem o efeito de extratos de plantas na tolerancia de
microrganismos a condicdes adversas. Este género de estudo é mais direcionado na analise da
adaptacao de L. monocytogenes a alimentos, como o estudo de Poimenidou e colaboradores
(Poimenidou et al., 2016) que demonstra que células de L. monocytogenes adaptadas a tomate
cereja e a folhas de alface podem adquirir resisténcia a agentes antibacterianos. Um outro
estudo de Oliveira e colaboradores revela que o uso de um composto natural, o resveratrol,
induz um aumento na tolerancia de L. monocytogenes ao stress apos adaptacao ao resveratrol
(Oliveira et al., 2017), contrariamente ao obtido na presente dissertacao, em que se verificou
um aumento da suscetibilidade de L. monocytogenes tratada com os extratos, em condicoes de
pH baixo e temperaturas elevadas. Esta diferenca pode ser devida a uma acao conjunta de
varios compostos presentes em cada extrato ou a uma diminuicao da expressdao de proteinas
relacionadas com a tolerancia a estes fatores (Gandhi and Chikindas, 2007). Estas evidéncias
salientam a relevancia dos resultados obtidos, ja que alguns compostos podem induzir protecao
celular ao stress e, na presente dissertacao tal nao se verificou. Estes resultados incentivam
assim o potencial uso destes extratos, por exemplo, como conservante alimentar alternativo
para controlar L. monocytogenes. Contudo mais estudos sdo necessarios, nomeadamente no

despiste de toxicidade por parte dos extratos.
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As doencas transmitidas por alimentos constituem uma questao global com elevado impacto na
saude humana, por isso o desenvolvimento de novas estratégias antimicrobianas para o controlo
e a eliminacao de microrganismos em alimentos frescos é de extrema importancia, permitindo
também aumentar a vida til dos produtos alimentares (Hintz et al., 2015; Oliveira et al.,
2017). Desta forma, estes estudos demonstram o potencial dos extratos da urze e das suas
flores no controlo de células plancténicas, em que apresentaram um comportamento
bacteriostatico ao longo do tempo, e em biofilmes de L. monocytogenes nos quais se verificou
uma inibicdo significativa da sua formacao. Em adicdo, este Ultimo estudo mostra que os
extratos provocam um aumento da suscetibilidade de L. monocytogenes a condicoes adversas.
Assim, os extratos da urze e das suas flores podem ser uma potencial fonte de compostos
naturais que podem ser usados como conservantes e no tratamento de infecées causadas por
L. monocytogenes. No entanto, mais estudos devem ser realizados, no ambito de compreender

melhor que compostos estao envolvidos na atividade apresentada pelos extratos.
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Capitulo V

Conclusao

A presente dissertacdo teve como objetivo global a caraterizacao fitoquimica dos extratos da
urze e do feto comum, e a avaliacdao da atividade antioxidante bem como do potencial
antimicrobiano.

Os resultados para a caraterizacao fitoquimica indicam que o extrato que apresenta maior teor
em fenois totais é o extrato das flores, e em flavondides totais o extrato da urze e o extrato

das suas flores, com aproximadamente o mesmo teor.

Todos os extratos revelaram potencial antioxidante pelo método do DPPH, sendo que a urze e
as suas flores apresentaram atividade antioxidante forte e o feto comum atividade moderada.
Pelo método que usa o sistema B-caroteno/acido linoleico, o extrato que apresentou atividade
antioxidante superior foi o extrato do feto comum. Pela avaliacao da atividade antioxidante
pelos dois métodos diferentes conclui-se que os extratos apresentam um potencial antioxidante
interessante ao nivel da sequestracao de radicais livres, evidenciada pelo método do DPPH, e
uma menor atividade ao nivel da oxidacdo lipidica, demonstrada pelo método do B-
caroteno/acido linoleico, sendo que neste aspeto o feto comum é o que apresenta um maior

potencial.

Relativamente a atividade antimicrobiana, apesar do feto comum nao demonstrar atividade
antibacteriana, apresentou atividade antifuingica. Os extratos da urze e das suas flores também
apresentaram atividade antifiingica e, a semelhanca do observado com o feto comum, a fracao
mais ativa de todas as plantas foi a fracao menos polar (fracdo 1). Adicionalmente, os extratos
da urze e das suas flores revelaram um bom potencial antibacteriano, nomeadamente contra
bactérias gram positivas, sendo de salientar a atividade exibida pela fracao mais polar (fracdo
4) da urze, e pelo extrato bruto e fracées 2 e 4 das flores da urze. Perante a atividade
antimicrobiana verificada, procedeu-se a avaliacdo do modo de acdo do extrato bruto e das
fracoes com maior atividade, verificando-se que todos os extratos reduzem o crescimento de
L. monocytogenes, apresentando um comportamento bacteriostatico ao longo do tempo. Na
formacao de biofilmes, houve uma inibicao significativa desta capacidade para todos os
extratos e fracGes analisadas, sendo de destacar a fracdo 4 da urze em que todas as
concentracdes testadas, inibitorias e subinibitdrias, levaram a uma reducao significativa. Na
tolerancia a condicbes adversas, os resultados revelaram que os extratos tornam L.
monocytogenes significativamente mais suscetivel a pH acido, e no que toca a temperaturas
elevadas apenas o extrato bruto da urze e a fracao 2 das flores da urze apresentaram uma

reducdo significativa da sobrevivéncia de L. monocytogenes.

Assim, conclui-se que a urze e o feto comum podem ser uma fonte de novos compostos com

potencial uso terapéutico.
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Em estudos futuros seria relevante proceder a uma caraterizacao mais aprofundada de cada
extrato e fracoes ativas, de forma a compreender e identificar os compostos responsaveis pelas
atividades bioldgicas aqui descritas. Seria também importante avaliar a toxicidade dos extratos
e compostos envolventes de forma a assegurar o seu uso seguro, bem como experimentar outros
solventes na extracao e testar compostos purificados. Uma vez que se observaram algumas
diferencas entre a atividade demonstrada pelos extratos da urze e pelos extratos das suas
flores, seria igualmente pertinente perceber as diferencas encontradas, em particular ao nivel

dos compostos envolventes.
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Anexo |

Calculo de IC5g e de AAI

Como referido no Capitulo Il dos Materiais e Métodos no ponto 5.2., sdo apresentados nesta

seccao os restantes calculos de ICs5y e de AAL.

Nas figuras 37, 38 e 39 encontram-se os graficos da percentagem de inibicao (% |) em funcao
da concentracao de extrato bruto das flores da urze na célula espetrofotométrica, para as trés
concentracées de DPPH. Estes graficos permitiram o calculo de ICsq e de AAl para as trés
concentracdes de DPPH (tabelas 16,17 e 18), e assim calcular a média de cada parametro que
se encontra nos resultados. O extrato bruto das flores da urze apresentaram um potencial

antioxidante forte.

[DPPH] =0,08 mM

N
o

y =2,6871x - 0,0059

RZ - 0,9971 y= 2,8193X + 0,0358

R?=0,9952

=
]

% Inibicao
=
<)

y=2,617x+1,571
R?=0,9811

0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato metandlico Flores da Urze] célula (ug.mL™?)

Figura 37 - Percentagem de inibicao (% I) do extrato bruto metandlico das flores da urze para a solucao
de DPPH 0,08 mM.

Tabela 16 - ICsp e AAl de extrato bruto metanolico de flores da urze para a solucdao de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C
padrao
ICs0 (ug.mL") 18,6 17,7 18,5 18,3+ 0,5
AAl 1,7 1,8 1,7 1,7 £ 0,0
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[DPPH] =0,12 mM

14 [y=1,8861x-2,4107
12 R?=0,9933 y = 2,025x - 0,3063
o 10 R? = 0,9994
S g
2
T 6
Ry
y =1,8398x + 0,7202
2 R%=0,9505
0
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato metandlico Flores da Urze] célula (pg.mL™?)

o A O B A C

Figura 38 - Percentagem de inibicao (% 1) do extrato bruto metandlico das flores da urze para a solugao
de DPPH 0,12 mM.

Tabela 17 - ICso e AAl de extrato bruto metandlico das flores da urze para a solucao de DPPH 0,12 mM.

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B C B
padrao
ICs0 (ug.mL™") 27,8 24,8 26,8 26,5+ 1,5
AAl 1,7 2,0 1,8 1,8 +0,1
[DPPH] =0,20 mM
8
7 y=1,1931x - 1,4963 y=1,2353x - 0,1849
6 R?=0,999 R? = 0,9967
z& 5
S 4
[ =
o3
2 y =1,341x - 9,3552
1 R? = 0,9599
0
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato metandlico Flores da Urze] célula (pg.mL?)

¢ A O B A C

Figura 39 - Percentagem de inibicao (% |) do extrato bruto metandlico das flores da urze para a solucao
de DPPH 0,20 mM.
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Tabela 18 - ICso € AAl de extrato bruto metanolico das flores das urze para a solucao de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B C R
padrao
ICs0 (ug.mL™") 43,2 40,6 443 42,7 1,9
AAl 1,8 1,9 1,6 1,8 +0,2

Seguem-se os calculos os graficos da percentagem de inibicao (% 1) em funcao da concentracédo
de extrato bruto do feto comum na célula espetrofotométrica, para as trés concentracoes de
DPPH (figuras 40, 41 e 42) e as tabelas com os parametros antioxidantes calculados para cada
concentracao de DPPH (tabelas 19, 20 e 21). O AAl do extrato do feto comum indicou um

potencial antioxidante moderado.

[DPPH] =0,08 mM

10 1y =1,2806x-0,3109

g R?=0,9351 y =1,3953x - 0,2821
o R?=0,9834
l& 6
3 2
= 4
= y=1,1793x - 0,1256

5 J R? = 0,9908

e
0
0 1 2 3 4 5 6 7

[Extrato metandlico Feto comum] célula (pg.mL?)

o A O B C

Figura 40 - Percentagem de inibicdo (% 1) do extrato bruto metandlico do feto comum para a solucao de
DPPH 0,08 mM.

Tabela 19 - ICso € AAl de extrato bruto metanodlico do feto comum para a solugcao de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C
padrao
ICs0 (ug.mL™") 39,3 36,0 42,5 39,3 £ 3,2
AAl 0,8 0,9 0,7 0,8 +0,1
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[DPPH] =0,12 mM

6
5
° y =0,6584x + 0,5107
4
S R?=0,9239
23
£
X 2 y =0,7618x - 0,3305
1 R2? =0,9982
0
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

[Extrato metandlico Feto comum)] célula (pg.mL?)

o A O B A C

Figura 41 - Percentagem de inibicdo (% 1) do extrato bruto metanélico do feto comum para a solucao de
DPPH 0,12 mM.

Tabela 20 - ICso e AAl de extrato bruto metanélico do feto comum para a solucao de DPPH 0,12 mM. -:
Pontos eliminados

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B C _
padrao
ICs0 (ug.mL™") - 75,2 66,1 70,6 £ 6,4
AAl - 0,6 0,7 0,7+0,1
[DPPH] =0,20 mM
5 y=0,7142x - 3,523
4 y =0,5775x - 1,2362 y =0,5328x + 0,5215 R2=0,8372
X R2=0,7795 R? = 0,8502 O —0
.§ 2
S 1
£
x 0
10 7
-2
-3

[Extrato metandlico Feto comum] célula (ug.mL™?)

o A O B A C

Figura 42 - Percentagem de inibicdo (% I) do extrato bruto metandlico do feto comum para a solucao de
DPPH 0,20 mM.
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Tabela 21 - ICsp € AAl de extrato bruto metanodlico do feto comum para a solugao de DPPH 0,20 mM.

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B C R
padrao
ICs0 (ug.mL™") 88,7 92,9 74,9 85,5+9,4
AAl 0,8 0,8 1,0 0,9 £ 0,1

O procedimento realizado para a avaliacao da atividade antioxidante nos extratos brutos foi

efetuado também para trés padroes antioxidantes: rutina, trolox e acido galico.

Assim, de seguida encontram-se os calculos da atividade antioxidante para os padrées, com os
graficos da percentagem de inibicdo (% |I) em funcdo da concentracdo de rutina na célula
espetrofotométrica da rutina (figuras 43, 44 e 45), do trolox (figuras 46, 47 e 48) e do acido
galico (figuras 49, 50 e 51). Os parametros da atividade antioxidante para cada concentracdo
de DPPH da rutina seguem-se nas tabelas 22, 23 e 24; para o trolox apresentam-se nas tabelas
25, 26 e 27; e para o acido galico encontram-se nas tabelas 28, 29 e 30. Todos os padroes

antioxidantes exibiram um potencial antioxidante forte.

[DPPH] =0,08 mM

120 |y =7,5931x + 8,5031

100 R?=0,9684
o
g &0 y = 7,6697x + 8,3168 W
2 60 R? = 0,9564 R
® 40 _ y =7,6008x + 8,1131

20 : R? = 0,9699
0
0 5 4 6 8 10 12 14

[Rutina] célula (pug.mL?)

Figura 43 - Percentagem de inibicao (% I) da rutina para a solucao de DPPH 0,08 mM.
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Tabela 22 - I1Cso e AAl da rutina para a solucao de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C i
padrao
ICso (pg.mL") 5,5 5,4 5,5 5,5 + 0,0
AAI 5,5 5,5 5,4 55+0,0
[DPPH]=0,12 mM
100
g0 |v=64846x-0,2765
S R? = 0,9959 y = 6,0196x + 2,5426
£ 60 R2=0,9422 O
£ 40
® y = 6,3648x + 1,2114
20 R? = 0,9969
0
0 2 4 6 8 10 12 14

[Rutina] célula (pug.mL?)

Figura 44 - Percentagem de inibicao (% I) da rutina para a solucao de DPPH 0,12 mM.

Tabela 23 - ICso e AAl da rutina para a solucao de DPPH 0,12 mM.

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B C
padrao
ICs0 (ug.mL") 7,8 7,9 7,7 7,8 0,1
AAl 6,0 5,9 6,1 6,0+ 0,1
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[DPPH] =0,20 mM

70 y =4,365x-0,7532
60 R?=0,9871

50

y=4,2211x +1,3975
R?=0,9818

% Inibigdo

y =4,6356x-0,7792
R?=0,9818
0 2 4 6 8 10
[Rutina] célula (pg.mL?)

o A O B A C

12

Figura 45 - Percentagem de inibicao (% I) da rutina para a solucao de DPPH 0,20 mM.

Tabela 24 - ICso e AAl da rutina para a solucao de DPPH 0,20 mM.

14

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B C )
padrao
ICso (Hg.mL™") 11,6 11,5 11,0 11,4 + 0,4
AAl 6,4 6,5 6,8 6,6 +0,2
[DPPH] = 0,08 mM
35 y =9,9064x - 0,6031
30 R*=0,9979 y =10,015x - 0,1628
2 _
o 2 R? = 0,9662
S 2 A
< 15
X
10 y = 12,515x - 1,1424
5 R?=0,9254
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

[Trolox] célula (pug.mL?)

¢ A O B A C

Figura 46 - Percentagem de inibicao (% I) do trolox para a solucao de DPPH 0,08 mM.
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Tabela 25 - ICso e AAI do trolox para a solucao de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C i
padrao
ICso (g.mL"") 5,1 5,0 4,1 4,7+0,6
AAI 5,9 6,0 7,4 6,4+0,8
[DPPH] =0,12 mM
20 [y =7,3422x-0,6796
" R?=0,9989 y=7,133x +0,1317
o R? = 0,9986
3,
S 10
£
X y = 6,9152x + 0,6533
> R2 = 0,9897
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

[Trolox] célula (pg.mL™)

o A O B A C

Figura 47 - Percentagem de inibicao (% I) do trolox para a solucao de DPPH 0,12 mM.

Tabela 26 - ICso e AAl do trolox para a solucao de DPPH 0,12 mM.

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B C _
padrao
ICs0 (ug.mL") 6,9 7,0 7,1 7,0+0,1
AAl 6,7 6,6 6,5 6,6 + 0,1

90



[DPPH] =0,20 mM

12
10 y= 4;{622_62); 9 8/14144 y =4,3638x - 1,2881
o i R? = 0,9937
UT 8
O
2 6
£
X 4
y = 4,1976x - 0,3648
2 R2=0,95
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

[Trolox] célula (pg.mL™?)

o A O B A C

Figura 48 - Percentagem de inibicao (% I) do trolox para a solucao de DPPH 0,20 mM.

Tabela 27 - ICso e AAl do trolox para a solucao de DPPH 0,20 mM.

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B C _
padrao
ICs0 (ug.mL™") 10,9 11,8 12,0 11,5+ 0,6
AAl 6,8 6,3 6,2 6,4+0,3
[DPPH] = 0,08 mM
160
140  |y=39,781x-1,2733
120 R2 = 0,9807 y =37,397x + 3,6775
‘& 100 R?=0,9914
S g0
[=
< 60
X 20 y =37,882x + 1,0328
R?=0,9952
20
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

[Acido gélico] célula (pg/mL)

¢ A o B A C

Figura 49 - Percentagem de inibicao (% I) do acido galico para a solucao de DPPH 0,08 mM.

91



Tabela 28 - ICso e AAl do acido galico para a solucdo de DPPH 0,08 mM.

[DPPH] = 0,08 mM

Média + desvio

A B C )
padrao
ICso (ug.mL") 1,3 1,2 1,3 1,3:0,0
AAI 21,8 23,6 20,6 22,0+1,5
[DPPH]=0,12 mM
120
y =24,541x + 2,1678
100 R2=0,9978 y = 24,602 + 3,6377
8 8 R2=0,998
S 60
£
X 40 y = 24,852x + 3,9323
20 R? = 0,9957
0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

[Acido galico] célula (pg.mL?)

o A OB A C

Figura 50 - Percentagem de inibicao (% I) do acido galico para a solucao de DPPH 0,12 mM.

Tabela 29 - ICso e AAI do acido galico para a solugao de DPPH 0,12 mM.

[DPPH] = 0,12 mM

Média + desvio

A B c B
padrao
ICs0 (ug.mL™") 1,9 1,9 1,9 1,9 £ 0,0
AAl 23,9 24,8 25,2 24,6 £ 0,7
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[DPPH] =0,20 mM

y = 17,835x + 0,4001
59 R? =0,9987

y=16,777x + 0,5993
R?=0,9962

w b
o o

% Inibicdo

y=17,701x + 0,2118
R? = 0,9982

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
[Acido gélico] célula (pg,mL?)

o A O B A C

Figura 51 - Percentagem de inibicao (% 1) do acido galico para a solucdo de DPPH 0,20 mM.

Tabela 30 - ICso e AAl do acido galico para a solucdo de DPPH 0,20 mM.

[DPPH] = 0,20 mM

Média + desvio

A B C _
padrao
ICs0 (ug.mL™") 2,8 2,9 2,8 2,8 £0,1
AAl 26,4 24,4 26,2 25,7 + 1,1
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Anexo I

Comunicacao oral

Participacao no “XII Annual CICS-UBI Symposium” com a comunicacao oral "Phytochemical
characterization and evaluation of the antimicrobial properties of the heather and common
bracken”.
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