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RESUMO

O aparecimento e agravamento de vérias doencas, tais como o cancro, diabetes e
doencas cardiacas, tem vindo a aumentar ao longo do tempo, levando a uma crescente
necessidade de pesquisa de novos compostos com aplicacdes biomédicas, principalmente
de origem natural. As plantas haléfitas possuem um enorme potencial biotecnol6gico por
descobrir, sendo consideradas um grande reservatorio, praticamente inexplorado, de
novas moléculas bioativas ou novas fontes de compostos conhecidos. Assim, este
trabalho teve como principal objetivo a avaliacdo do potencial antitumoral in vitro de
extratos naturais de 25 espécies de halofitas. Adicionalmente, foram avaliadas outras
atividades bioldgicas destes extratos, nomeadamente as suas propriedades antioxidantes
e despigmentantes in vitro. O perfil fitoquimico dos extratos também foi estudado pela
avaliacdo do seu conteudo em diferentes grupos fendlicos.

A atividade citotoxica in vitro foi avaliada pelo método de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) usando linhas celulares tumorais de
mamiferos (HepG2: hepatocarcinoma humano; HelLa: adenocarcinoma humano; THP1.:
leucemia monocitica aguda humana; SH-SY5Y: neuroblastoma humano) e uma linha
celular de origem ndo tumoral (S17: linha celular de medula 6ssea de murino). A atividade
antioxidante foi investigada pelos métodos de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e &cido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), e também determinando o
potencial quelante dos ides ferro (Fe?) e cobre (Cu?*). O perfil fitoquimico incluiu a
determinacdo do contetdo total de fendlicos, flavondis, taninos, flavonas e flavonol por
espetrofotometria. Por fim, foi avaliado o potencial despigmentante dos extratos através
da atividade inibitoria da enzima tirosinase.

Dos resultados obtidos € evidente que a espécie Inula crithmoides € uma potencial
candidata para a pesquisa de compostos anticancerigenos e as espécies Convolvulus
(Calystegia) soldanella, Frankenia laevis, F. pulverulenta, Lythrum salicaria e Pistacia
lentiscus apresentam um melhor potencial para serem usadas como fonte de moléculas
e/ou produtos inovadores com aplicagdes em diferentes areas, como a nutracéutica e
cosmética, uma vez que apresentaram os melhores resultados para todas as atividades

testadas.

Palavras-chave: halofitas, biocompostos, cancro, antioxidantes
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ABSTRACT

The onset and exacerbation of several diseases like cancer, cardiac diseases and
diabetes has increased over time, leading to an increasing need for the research of new
compounds with biomedical applications, namely those of natural origin. Halophytes
have a high biotechnological potential and are considered an almost unexplored reservoir
of novel bioactive molecules, or new sources of known compounds. Therefore, this work
aimed to evaluate the in vitro antitumoral potential of natural extracts from 25 species of
halophytes. Aditionally, it was evaluated other biological activities of these extracts,
namely the in vitro antioxidant and skin whitening properties. The phytochemical profile
of the extracts was also assessed through the evaluation of their content in different
phenolic groups.

The in vitro cytotoxic activity was evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method using mammalian cell lines from
tumoral origin (HepG2: human hepatocarcinoma; HeLa: human adenocarcinoma; THP1:
human acute monocytic leukemia; SH-SY5Y: human neuroblastoma) and one cell line
from non-tumoural origin (S17: murine stromal cell line). Antioxidant activity was
evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) assays, and also by determining the
chelating potential on iron (Fe?*) and copper (Cu?*) ions. Phytochemical profiling
included the determination of the total content in phenolics, flavonoids, tannins, flavone
and flavonol by spectrophotometric assays. Skin whitening potential was evaluated by
the inhibitory activity of the enzyme tyrosinase.

From our results it is clear the species Inula crithmoides hold the potential to be a
source of antitumoral compounds, while Convolvulus (Calystegia) soldanella, Frankenia
laevis, F. pulverulenta, Lythrum salicaria and Pistacia lentiscus have the highest
potential to be used as source of molecules and/or innovative products with potential
aplications in different areas, such as nutraceutical and cosmetic, since they allowed the

best results for all tested activities.

Key words: halophytes, biocompounds, tumor, antioxidant
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1. INTRODUCAO
1.1. PRODUTOS NATURAIS NA MEDICINA

Diversos produtos naturais, incluindo plantas, animais e minerais tém sido a base
do tratamento de varias doencas humanas. Historicamente, a maioria das novas drogas
tiveram origem a partir de produtos naturais (metabolitos secundarios) e de compostos
derivados de produtos naturais (Lahlou, 2013). O uso de plantas como agentes medicinais
data de 2600 AC com os registos mais antigos do seu uso na Mesopotamia. Estes
documentos relatam o uso de varios medicamentos baseadas em plantas, cerca de 1000
no caso da Mesopotdmia. No entanto, s no inicio do século XVIII foram isolados o0s
primeiros principios ativos das plantas, entre os quais a morfina, atropina, colquicina e

estricnina (Newman e Cragg, 2004).

Em 1826, E. Merck produziu o primeiro produto comercial natural puro, a
morfina. Entre 1983 e 1994, 41% das novas drogas aprovadas tiveram a sua origem em
produtos naturais, demonstrando o seu papel crucial na medicina. E importante salientar
que desde 1940, cerca de 175 farmacos antitumorais foram desenvolvidos e estdo
disponiveis comercialmente nos Estados Unidos da América (EUA), Europa e Japao;
65% destes farmacos tiveram a sua origem a partir de produtos naturais, ou seja, produtos
puros naturais (14% do total), semissintéticos ou moléculas sintéticas com farmacoforos

de produtos naturais. (Miller, 2000; Lamari e Cordopatis, 2008).

Os investigadores sempre tiveram facil acesso a vida terrestre da qual a maioria
dos produtos farmacéuticos, bem-sucedidos, de origem natural resultam. No entanto,
aproximadamente 71% do planeta é coberto por oceanos, sendo que 0S organismos
marinhos englobam sensivelmente metade da biodiversidade total na Terra. Assim sendo,
0s ecossistemas marinhos representam uma potencial fonte de biocompostos para a
criagdo de novos farmacos (Faulkner, 2002; Blunt et al., 2005; Demain e Valshnav,
2011).

Atualmente, os organismos marinhos constituem o principal alvo de investigacéo
na procura de novos compostos bioativos com potencial aplicagcdo no tratamento de

diversas doencas, sendo que muitos deles contém moléculas com importantes atividades
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biolégicas tais como antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria e antibacteriana
(Haefner, 2003; Jha e Zi-Rong, 2004; Gerwick e Bradley, 2012).

Organismos marinhos, como as esponjas, tunicados, algas, corais moles, aplisias,
microalgas, entre outros, tém sido utilizados para extracao de varios compostos bioativos
(Haefner, 2003; Donia e Hamann, 2003). Como tal, a pesquisa de compostos bioativos
em organismos marinhos possibilitou o isolamento de mais de 10.000 metabolitos, muitos

dos quais com propriedades farmacodinamicas (Fuesetani, 2000).

Até ao momento, foram identificados compostos bioativos em mais de onze
géneros de esponjas, sendo que trés desses géneros (Haliclona, Petrosia e Discodemia)
produzem compostos antitumorais e anti-inflamatérios (Blunt et al., 2004). Dos
compostos descobertos, a espongouridina é um inibidor potente de tumores obtido da
esponja Tectitethya crypta. A partir deste composto foi sintetizada uma nova classe de
analogos de nucleosideos de arabinose, um dos quais € incorporado no acido
desoxirribonucleico (ADN) celular e tem como funcdo inibir as ADN polimerases
responsaveis pela replicacdo do ADN. Este medicamento j& se encontra em uso clinico
no tratamento do linfoma “ndo-Hodgkin” e da leucemia mielocitica aguda (Ireland et al.,
1993).

A ziconotida (Prialt®) ¢ um analogo sintético de um ®-conopéptido que deriva de
produtos quimicos marinhos e constitui o terceiro medicamento na lista de farmacos dos
EUA, sendo usado como analgésico em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana
(VIH) e cancro (Staats et al., 2004). Este farmaco recebeu a sua aprovacao pela autoridade
reguladora Food and Drug Administration (FDA) em 23 de dezembro de 2004 e pela
European Medicines Agency (EMA) a 21 de fevereiro de 2005, resulta do estudo pré-

clinico e clinico de conotoxinas derivadas do gastropode marinho, Conus magus.

Outro medicamento de origem natural é o Yondelis® utilizado para o tratamento
do cancro de ovario (Newman e Cragg, 2004). Este medicamento foi desenvolvido a partir
da trabectedina, um composto que se pensava oriundo do tunicado Ecteinascidia

turbinata no entanto, evidéncias recentes mostraram que este composto origina da relacéo

ANDREIA FILIPA RODRIGUES LOPES 15



Universidade do Algarve

Mestrado em Ciéncias Biomédicas

simbiotica microbiana com o tunicado (Schmidt e Donia, 2010; Rocha-Martin et al.,
2014).

A investigacdo de produtos naturais continua a explorar uma variedade de
estruturas importantes, que podem ser usadas como modelos para o desenvolvimento de
novos farmacos pela industria farmacéutica. Nao ha divida de que os produtos naturais
tém sido, e irdo ser, fontes importantes de novos compostos farmacéuticos sendo que
atualmente é amplamente reconhecida a importancia dos organismos marinhos e o seu
potencial biomédico (Fotini e Cordopatis, 2008; Lahlou, 2013). As plantas halotolerantes,
que se desenvolvem em zonas de forte influéncia maritima, sdo igualmente uma fonte
bastante promissora de compostos com diversas aplicacdes biomeédicas. No entanto, esse
potencial encontra-se ainda pouco explorado. Deste modo, neste trabalho ira ser abordado
o potencial biomédico destes organismos.

1.2. PLANTAS HALOFITAS

As halofitas sdo plantas, essencialmente terrestres, capazes de crescer e se
reproduzir em solos salinos contendo concentragdes de cloreto de sodio entre 0s 0.5 e 0s
1.0 M, e ocasionalmente até 1.7 M (Flowers et al. 2010). Estas plantas sdo normalmente
encontradas em zonas de forte influéncia maritima, tais como dunas ou encostas rochosas,
depressdes salinas e salinas costeiras. Sao caracterizadas por alta plasticidade fisiolégica,
sendo capazes de prosperar sob condi¢fes de stress provocadas pelo biétopo onde se
encontram, tais como secura, temperaturas extremas e excessiva luminosidade (Ksouri et
al., 2011; Ksouri et al., 2012; Rodrigues et al. 2014; Redondo-Gomez et al., 2010).

Existem mais de 2500 espécies de haldfitas conhecidas, podendo estas ser
classificadas como plantas extremofilas: haldfitas, haldfilas, xerdfitas e xero-haldfitas,
dependendo de varios fatores entre 0s quais 0s seus requisitos de sal, mecanismos
adaptativos e/ou caracteristicas do bidtopo (Ksouri et al., 2011; Ksouri et al., 2012). Estas
especies desenvolveram caracteristicas fisiologicas que as permite reter e adquirir agua,
proteger as células de danos causados pela acumulacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e manter a homeostasia i6nica permitindo-as adaptar-se as condi¢des

desfavoraveis do bidtopo. Elas biossintetizam diferentes metabolitos, primarios e
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secundarios, como vitaminas, terpenoides, fenodlicos, polissacaridos e glicosideos, que
apresentam diversas atividades bioldgicas tais como antimicrobiana, antialérgica,
anticarcinogénica e anti-inflamatdria. Deste modo, estes compostos podem ter varias
aplicacdes, podendo ser cruciais na prevencao de varias doencas entre as quais o0 cancro,
inflamacéo cronica, doencas neurodegenerativas e doencas cardiovasculares (Flowers et
al., 2010; Ksouri et al., 2011; Ksouri et al., 2012; Rodrigues et al. 2014).

1.3. CARACTERISTICAS E APLICACOES

Os ambientes salinos proporcionam condi¢es desfavoraveis as plantas que
consequentemente desenvolvem desordens metabdlicas e processos de senescéncia,
ligados a uma producdo elevada e consecutiva acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Menezes-Benavente et al., 2004; Ksouri et al., 2011; Ksouri et al.,
2012).

As haldfitas possuem um sistema antioxidante poderoso que lhes possibilita
resistir e extinguir estas ROS tdxicas, permitindo-lhes sobreviver a essas condi¢des
ambientais desfavoraveis. Alguns dos mecanismos de protecdo destes compostos
antioxidantes incluem a inibicdo do inicio ou propagacéo da reacdo oxidativa em cadeia,
atrasando a oxidacéo de lipidos e de outras moléculas e consequente producéo de radicais
livres (Ksouri et al., 2011; Ksouri et al., 2012; Rodrigues et al. 2014).

Os compostos antioxidantes podem ter diversas aplicagdes a nivel da industria
agroalimentar, como aditivos alimentares em gorduras e 0Oleos e em indudstrias de
processamento de alimentos para prevencdo da sua detioracdo; da industria farmacéutica
como suplementos alimentares e da cosmética como cremes de lo¢do para o corpo,
protetores da pele da luz solar e produtos antienvelhecimento (Carolina e Jorge, 2011;
Sindhi et al., 2013). Assim, é de enorme interesse a identificacdo de novas fontes de
antioxidantes naturais, tanto por razdes econdmicas como de seguranca, para substitui¢ao
de antioxidantes sintéticos considerados potencialmente carcinogénicos como o 2,3-terc-
butil-4-hidroxianisol (BHA). Quando comparados aos antioxidantes sintéticos, 0s
naturais sdo considerados mais seguros, mais aceites pelos consumidores e, além de

protegerem 0leos vegetais contra a oxidacéo lipidica, também lhes conferem propriedades
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nutracéuticas. Por isso, a aplicacdo de antioxidantes extraidos de fontes naturais em 6leos

vegetais tem sido amplamente investigada (Carolina e Jorge, 2011).

Alguns exemplos de plantas haléfitas com atividade antioxidante incluem a Cakile
maritima, Eryngium maritimum, Crithmum maritimum, Mesembryanthemum edule e o
Limonium algarvense (Oueslati et al., 2012; Meot-Duros et al., 2009; Falleh et al., 2011;
Rodrigues et al. 2015, 2016). Como tal, as halofitas apresentam-se excelentes fontes de
antioxidantes naturais a serem exploradas (Tepe et al., 2006; Ksouri et al., 2011; Ksouri
et al., 2012; Rodrigues et al. 2014).

Além de fonte de antioxidantes naturais, as haldfitas tém sido utilizadas na
medicina tradicional. Varios estudos efetuados em diferentes espécies demonstraram o
seu potencial uso no tratamento de vérias doencas como cancro (Artemisia scopariae),
infecGes microbianas (M. edule) e reducédo da presséo sanguinea (Salsola kali), sendo que
muitos destes usos foram confirmados em estudos in vitro (Ksouri et al., 2011; Rodrigues
et al. 2014). Tendo em conta a enorme diversidade de halo6fitas e o relativo baixo nimero
de compostos bioativos identificados, é facil compreender o enorme potencial biomédico
por descobrir, sendo consideradas um grande reservatorio praticamente inexplorado de
novas moléculas bioativas ou novas fontes de compostos conhecidos (Ksouri et al., 2011;
Rodrigues et al. 2014).

1.4. ESPECIES DE HALOFITAS USADAS NESTE TRABALHO

Varias espécies de plantas haléfitas como por exemplo a A. scopariae, C. maritima,
M. edule e S. kali, foram descritas na literatura como detentoras de diversas atividades
bioldgicas: antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais, entre outras. Assim, é de enorme
interesse a investigacdo do potencial biomédico de plantas ainda desconhecidas, como as
espécies usadas neste trabalho, em que pouco ou nenhum estudo foi realizado de modo a
detetar atividades bioldgicas interessantes para a saude humana. Estas plantas constituem
potenciais reservatorios de novas moléculas bioativas e foram selecionadas tendo em conta
determinadas caracteristicas como a sua confluéncia, edibilidade, atividades bioldgicas e

aplicacdes de medicina tradicional descritas na literatura.
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Devido a enorme diversidade de espécies de haldfitas e ao baixo conhecimento sobre
as mesmas, dentro do leque de espécies investigadas neste trabalho apenas € conhecida
informacdo para as seguintes:

Arthrocnemum macrostachyum (Caryophyllales, Chenopodiaceae)

Esta espécie consiste num arbusto perene comum nas costas do sudoeste da Ibéria,
nas regides do Mediterraneo, pelo Médio Oriente e Asia (Redondo-Gomez et al. 2010a).
Sabe-se que a mesma possui a capacidade de acumular cadmio nas suas raizes, e pode ser
vantajosa para restabelecer locais contaminados por este composto (Redondo-Gomez et
al. 2010b). E considerada uma planta medicinal, contendo metabolitos com atividade
antioxidante para o radical DPPH, e também atividade quelante do ferro e cobre (Custddio
etal. 2012).

Centaurium erythraea (Gentianales, Gentianaceae)

Esta planta é bienal com cerca de meio metro de altura, encontrada na Europa
(incluindo a Escocia, Suécia e paises mediterranicos) e partes da Asia ocidental e Africa
do norte. O uso de C. erythraea na medicina tradicional tem sido descrito na farmacopeia
de 23 paises diferentes, sendo usada para o tratamento da asma, eczema, reumatismo,
feridas e chagas, bem como para reduzir o espasmo do masculo liso gastrointestinal e
disturbios digestivos (perda de apetite, desconforto do estdmago e indigestdo) (Jerkovic
etal., 2012).

Estudos fitoquimicos prévios revelaram a presenca de uma variedade de
metabolitos secundarios na planta, muitos dos quais sdo conhecidos por exibirem
importantes atividades bioldgicas tais como antimicrobiana, antimutagénica e
antioxidante (Jerkovic et al., 2012). Outros estudos revelaram que uma infusdo desta
espécie tem atividade antioxidante efetiva traduzida na capacidade de captar o radical
superdxido e inibir, ndo competitivamente, a xantina oxidase; que um extrato aquoso da
planta apresenta efeitos anti-inflamatorios e antipiréticos em ratos; e que a infuséo da
mesma também apresenta atividade antibacteriana, revelando que o Bacillus megaterium

exibiu a maior sensibilidade para esta infusé@o (Jerkovic et al.,2012).
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Convolvulus (Calystegia) soldanella (Solanales, Convolvulaceae)

E uma planta anual ou bienal com flor, de até 15 cm de altura, com época de
floragdo entre junho e setembro. Esta espécie € nativa de Portugal Continental e
frequentemente encontrada em prados ralos, pousios, bermas de caminhos e locais secos
sobre substratos arenosos. No Japdo, a espécie C. japonica é usada como medicamento
tradicional pela populacao chinesa para fins diuréticos, antipiréticos ou laxativos (Tori et
al., 1999). Vérios estudos do perfil de fendlicos foram efetuados nestas espécies e outras
do mesmo género, numa tentativa de compreender as suas diversas aplicacbes medicinais
onde foram descobertos inimeros compostos flavonoides, especialmente glicésidos da
quercetina e do canferol (Tori et al., 1999; Ahn et al., 2012). Um estudo realizado com
varias espécies de plantas revelou que o extrato metandlico da espécie C. soldanella tem
forte atividade inibitéria da producdo de Oxido nitrico, e também suprime
significativamente a expressao tanto ao nivel da transcricdo, como da traducdo, da sintase
de o6xido nitrico induzida (iNOS) (Kim et al., 2004).

Frankenia laevis e F. pulverulenta (Caryophyllales, Frankeniaceae)

Existe pouca informacdo relativa a possiveis utilizacdes de espécies pertencentes
ao género Frankenia, no entanto, foram realizados estudos fitoquimicos para a
identificacdo de diversos flavonoides e fendlicos nas espécies F. thymifolia, F.
pulverulenta e F. laevis (Harborne, 1975; Hussein, 2004; Harkat et al., 2007). Zampini et
al. mostrou que a espécie F. triandra tem atividade antibacteriana importante contra
Morganell morganii, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Outro estudo
realizado com a F. thymifolia revelou que esta é rica em polifendis, acidos gordos e
taninos, possuindo atividade antioxidante e quelante do ferro, para além disso o extrato
cloroférmico desta espécie possui atividade antibacteriana contra a Staphylococcus
aureus e E. faecium (Wided et al., 2011).

Inula crithmoides (Asterales, Asteraceae)

A Inula crithmoides € um arbusto pequeno, de até 1 m de altura, com folhas
suculentas lineares. E frequente em pantanos litorais salgados, praias de mar, leitos de

rios de agua salgada e falésias costeiras na regido do Mediterraneo e da costa Atlantica
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até as llhas Britanicas. Ela aparece em comunidades que crescem em solos salinos, com
uma textura siltosa e alagadas temporariamente, a maioria em areas litoraneas, uma vez
que requer temperaturas amenas (Gil et al., 2014). E uma planta amplamente utilizada na
medicina tradicional devido principalmente aos seus efeitos hepatoprotetores, sendo que
as suas partes aéreas sdo usadas para o tratamento de varias doencas (Abdel-Wahhab et
al., 2008). Dos estudos efetuados nesta espécie, um deles avaliou o efeito protetor do
extrato aquoso das suas partes aéreas, contra a mutagenicidade e stress oxidativo
provocados pela ocratoxina A, onde se provou que o extrato da I. crithmoides foi eficaz
neutralizando o stress oxidativo e fornecendo protecdo contra a citotoxicidade em
ratinhos machos (Abdel-Wahhab et al. 2008); outro estudo demonstrou gque esta espécie

apresenta elevada atividade antioxidante e antimicrobiana (Jallali et al., 2013).

A 1. viscosa, outra espécie pertencente ao mesmo género, possui varias aplicacdes
como planta medicinal no Mediterraneo, na Espanha e Jordania. Esta espécie é usada
como agente antissarna e anti-inflamatorio, como cicatrizante, antipirético, antisséptico,
para tratamento de diabetes, para problemas gastroduodenais, anti-helmintico,
expetorante, diurético, para o tratamento de bronquite, tuberculose, anemia e cataplasma
para a dor reumatica. E ainda usada como um indutor do aborto e da esterilidade feminina
(Ksouri et al., 2011).

Limoniastrum monopetalum (Plumbaginales, Plumbaginaceae)

Esta espécie consiste numa planta perenifélia que pode atingir até 1.8 m, é
encontrada em depressdes salinas costeiras e areas planas costeiras sujeitas a chuvas
periodicas e inundacdes. E uma planta medicinal em que o seu cha de folhas exibe
propriedades antidisentéricas contra doencas infeciosas ou parasitas que causam diarreias
sangrentas e dolorosas (Chaieb e Boukhris, 1998; Ksouri et al., 2011). Os seus ramos
eram tradicionalmente usados para tingir o cabelo e bronzear a pele. E também utilizada
para arranjos ornamentais pelas suas flores e rapido crescimento (Lieth e Mochtchenko,
2002; Ksouri et al., 2011).

Lythrum salicaria (Myrtales, Lythraceae)
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E uma planta herbacea perene distribuida amplamente pelo Norte e Noroeste do
Irdo nas zonas humidas perto de cdrregos (Manayi et al., 2013). As suas flores tém sido
usadas como plantas medicinais para o tratamento de diarreias, disenteria, inflamacéo do
intestino, hematuria, leucorreia, epistaxis e dismenorreia, sendo ainda usada para limpeza
de impetigo, eczema, lUpus e inflamacdo do aparelho genital feminino (Manayi et al.,
2013).

Estudos efetuados nesta espécie demonstraram que a mesma possui atividades
antibacterianas, antifingicas, antioxidantes, anti-inflamatorias, antinociceptivas e efeitos
citotoxicos (Manayi et al.,2013). Outros estudos efetuados com extratos da mesma
demonstraram uma diminuicdo dos niveis de glucose sanguineos em ratos e coelhos
hiperglicémicos e normoglicémicos através do aumento de secrecdo de insulina,

reduzindo também os niveis de “triglicéridos” plasmicos (Manayi et al., 2013).

O é&cido betulinico e seus derivados extraidos (acetato de etil), isolados desta
espécie, exibem atividades supressivas da transferase de acil-colesterol (hACAT)
sugerindo que esta planta possa ser util para o tratamento e prevencdo da
hipercolesterolémia e aterosclerose (Manayi et al., 2013).

Mesembryanthemum crystallinum (Caryophyllales, Aizoaceae)

Esta espécie € uma planta com flor suculenta prostrada coberta por grandes células
vesiculares acumuladoras de sal, conferindo-lhe um aspeto reluzente distinto. E
conhecida pelas suas atividades antissépticas sendo também utilizada como planta
medicinal para o tratamento de infe¢Ges oculares (Chaieb e Boukhris, 1998; Ksouri et al.,
2011).

Panicum repens (Poales, Poaceae)

E uma graminea perene resistente que pode atingir até 1 m de altura, pensando-se
ser nativa da Europa ou Australia, sendo distribuida largamente pelos tropicos e
subtrépicos (Holm et al., 1997). Um estudo acerca do potencial efeito hipolipidémico de
um extrato etandlico desta espécie foi realizado em ratos com colesterol alto

(hiperlipidémia induzida pela dieta), onde se observou que este diminuia
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significativamente o aumento dos niveis lipidicos sanguineos (colesterol total, colesterol
LDL e “triglicéridos™) consequentemente diminuindo o indice aterogénico e também
aumentava os niveis do chamado colesterol “bom” (colesterol HDL) (El-Tantawy et al.,
2015). Neste estudo foi também realizada uma andlise de cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) dos fendlicos e flavonoides que revelaram a presenca de diversos acidos

fenolicos, rutina, quercetina e apigenina-7-glucosido (El-Tantawy et al., 2015).
Pistacia lentiscus (Sapindales, Anacardiaceae)

E conhecida como uma planta medicinal tradicional, encontrada na zona do
Mediterraneo e usada amplamente para a producao de um 0leo essencial a partir das suas
bagas (Rodriguez-Pérez et al., 2013; Mezni et al., 2014). As suas bagas sdo ricas em
antocianinas que lhes conferem capacidade antioxidante e induzem a autofagia das
células, um mecanismo que confere quimioprevencao. A sua resina exibe atividades anti-
inflamatdrias e antioxidantes em individuos com doenca de Crohn e as suas folhas sao
usadas para o tratamento de eczema, diarreia e infecGes na garganta (Rodriguez-Pérez et
al., 2013; Mezni et al., 2014).

Salsola sp. e S. vermiculata (Caryophyllales, Amaranthaceae)

Existe pouca informacdo relativa a possiveis utilizaces de espécies pertencentes
ao género Salsola. Sabe-se no entanto que a S. kali é extremamente resistente, crescendo
em ambientes radioativos e resistindo a pesticidas. E (til para fitorremediacao devido a
sua hiperacumulagdo de cadmio, sendo também usada como planta medicinal pelas suas
propriedades hipotensivas (Ksouri et al., 2011). Plantas pertencentes a este género sao
usadas na medicina tradicional como anti-hipertensivos, antibacterianos, antitumorais e

consumidas para o tratamento de infecdes por ténias (Rasheed et al., 2013).
Spergularia rubra (Caryophyllale, Caryophyllaceae)

E uma planta com flor perene com ramos até 40 cm, encontrada em zonas seixosas
e em areias maritimas, marismas salinos secos. Esta espécie é distribuida por todo o
mundo, sendo a sua infusdo utilizada como diurético. O potencial antidiabético,

anticolinesterase e antioxidante foi avaliado num extrato hidroetandlico desta espécie
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onde se observou uma resposta dose-dependente para 0 DPPH e radicais superoxido e
oxido nitrico; o mesmo efeito foi observado no ensaio inibitorio da a-glucosidase e contra
a acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (Vinholes et al., 2011). Estas atividades podem
ser devidas a presenca de diferentes metabolitos como flavonas, &cidos organicos e &cidos

gordos.
Typha domingensis (Thyphales, Typhaceae)

E uma planta aquética florida perene com cerca de 2.5 m de altura comum nas
zonas humidas de aguas rasas, solos molhados, pantanos e brejos. Na Turquia, plantas da
espécie Typha sdo usadas para parar hemorragias; o seu pdlen é usado para curar feridas,
remover estase e hematémese e sdo frequentemente recomendadas para curar epistaxes e
hemorragias uterinas. No Paquistdo, o pdlen tem sido também ingerido oralmente para
aumentar o fluxo de urina, baixar a febre, prevenir hemorragias assim como curar feridas
(Sardar et al., 2014). Outros estudos efetuados nesta espécie demonstraram que extratos

metanolicos do seu polen tém um elevado potencial antioxidante (Sardar et al., 2014).

Relativamente as restantes espécies: Aster tripolium e Lactuca sp. (Asteraceae);
Cladium mariscus (Cyperaceae); Halopeplis amplexicaulis (Chenopodiaceae);
Salicornia fragilis, S. ramosissima, S. perennis subespécie perennis e S. p. subespécie
alpini (Amaranthaceae); Puccinellia maritima, Spartina versicolor e Sporobolus sp.
(Poaceae) ndo existem relatos das suas utilizagdes tanto para as espécies como para 0s

respetivos géneros.

1.5. CANCRO

O cancro é uma doenca que afeta milhdes de pessoas no mundo, apresentando em
2014 uma incidéncia de cerca de 31.000 pessoas em Portugal (World Health Organization
- Cancer Country Profiles, 2014). As taxas de incidéncia e mortalidade tém apresentado
um aumento progressivo ao longo dos anos, como tal torna-se imperativa uma
investigacdo constante nesta area. Caracteriza-se por uma proliferacdo anormal das
células originada por mutacgdes nos mecanismos de controlo dos processos de proliferacdo

e diferenciacdo celular (Salmon e Sartorelli, 2003). Segundo a teoria multifasica da
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carcinogénese conhecida por iniciacdo-promocado-proliferacdo, uma unica célula que
sofra alteracBes genéticas produzidas por diversos mecanismos, como a inativacdo de
genes supressores de tumores, ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes responsaveis
pela apoptose e mutagdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e biologicos, pode
tornar-se uma célula tumoral e eventualmente cancerigena (Brentani e Coelho, 1998).
Estas alteraces sdo passiveis de serem reparadas pelos mecanismos enzimaticos da
célula ou serem removidas pelo processo de apoptose; caso ndo seja possivel, seguem
para uma fase de promocdo. Na fase de promocéo, as células iniciadas podem ainda ser
eliminadas pela apoptose; caso tal ndo se verifique, segue-se uma fase de progressao,
considerada irreversivel, de instabilidade genética, apresentando mudancas nas
caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas das células (Dixon e Kopras, 2004). Em suma,
a célula cancerigena perde a sua funcdo em consequéncia da auséncia de diferenciacao,
proliferando de forma incontrolada, invadindo os tecidos adjacentes e metastizando
(Figura 1).

Atualmente, os tratamentos disponiveis para o cancro exibem elevadas taxas de

efeitos secundarios, sendo que os produtos naturais derivados de plantas medicinais tém
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Figura 1 - Processo de neoplasia. Inicialmente a célula normal sofre uma agressdo (agentes: quimicos, fisicos, etc.)
que podera levar a mutagBes na célula que podem ser reparadas por mecanismos enzimaticos ou removidas pelo
processo de apoptose. Caso ndo haja eliminagdo ou reparagdo, estas seguem para uma fase de promogdo em que as
células iniciadas poderdo ainda ser eliminadas por apoptose, caso tal ndo se verifique segue-se uma fase de progressao
irreversivel com perda das funcdes celulares. Posteriormente poderd haver a progressdo para outros tecidos e
metastizacdo. (Dixon e Kopras, 2004). Adaptado de Oliveira et al. (2007).
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ganho importancia no tratamento desta doenca (Boopathy e Kathiresan, 2010). Existem
diversas classes de farmacos disponiveis para o tratamento mas nenhuma delas demonstra
eficacia na eliminacdo das células cancerigenas sem afetar os restantes tecidos néo
cancerigenos (Salmon e Sartorelli, 2003). No entanto pensa-se que a estimulacdo do
sistema imunitario responsavel pela eliminacdo de células cancerigenas possa ser
desencadeada através, por exemplo, de compostos com atividade antioxidante (Xiao et
al., 2010).

O dano no ADN é considerado um dos passos mais importantes originarios do
cancro, sendo que muitos destes danos sdo de natureza oxidativa. Estima-se que uma
célula humana tipica pode experienciar até um milh&o de alteracdes no seu ADN por dia
(Clancy, 2008). A maquinaria de reparagdo do ADN remove a maioria destes danos mas,
ao longo dos anos, as lesdes oxidativas do ADN véao acumulando, constituindo um risco
de cancro (Sithranga e Kathiresan, 2010). Possiveis compostos bioativos presentes em
plantas haléfitas podem desempenhar um papel fundamental na prevencdo dos varios
mecanismos bioguimicos associados e responsaveis pelas doencas provocadas pelo stress

oxidativo das células, como as neurodegenerativas e varios tipos de tumores.

Estudos realizados em plantas halofitas onde foi avaliado o seu potencial
antitumoral revelaram, por exemplo, que a espécie Artemisia apresenta atividade
antiproliferativa em células HS578T (células de cancro da mama) (Choi et al., 2013); a
espécie Arthrocnemum indicum bloqueia o ciclo celular na fase G2/M mostrando um
efeito antiproliferativo significante (Boulaaba et al., 2013); outro estudo demonstrou que
os extratos de n-hexano e de metanol (MeOH) aquoso (85%) da espécie Glehnia littoralis
exibem um elevado efeito antiproliferativo, induzindo apoptose e reduzindo a expresséo
do &cido ribonucleico mensageiro (ARNm) da cicloxigenase (COX-2), Bcl-2 e da sintase
do 6xido nitrico induzivel (iNOS) (Um et al., 2010); outra espécie, a Tamarix gallica,
inibe a proliferagdo de células humanas de cancro do célon (Boulaaba et al., 2013); por
fim, outro estudo avaliando a atividade antitumoral da espécie Zygophyllum album
demonstrou que o seu extrato de diclorometano apresentou uma capacidade
antiproliferativa interessante contra células humanas de cancro do pulmdo (A-549) e

células do adenocarcinoma humano de célon (DLD-1) (Ksouri et al., 2013).
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1.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O metabolismo normal das células produz ROS, resultantes dos processos de
producdo de energia, fagocitose, sinalizacdo intercelular, regulacdo do crescimento
celular e sintese de substancias bioldgicas importantes (ADN, lipidos, proteinas e
glicidos). No entanto, o seu excesso no organismo tem efeitos prejudiciais como a
peroxidagdo dos lipidos membranares e a destruicdo de proteinas estruturais, enzimas,

glicidos e acidos nucleicos (Hussain et al., 1987; Nanji et al., 1994).

Quando existe um desequilibrio entre os compostos oxidantes, produzidos pelo
organismo, e antioxidantes, endogenos e ingeridos pela dieta, ha a formac&o de radicais
livres que leva a um stress oxidativo. Estes radicais podem ser produzidos no citoplasma,
mitocondrias ou na membrana celular e sdo responsaveis pelo desencadear de varias
doencas nos organismos. No entanto, os organismos estdo dotados de diferentes
mecanismos de protecdo como, por exemplo, diversas enzimas (superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catélase) catalisadoras de reacOes de desintoxicacdo destes
radicais livres (Halliwell e Aruoma, 1987). Os processos de oxidacdo no organismo
podem ser evitados através do uso de compostos antioxidantes para prevencao ou reducao
das reacdes oxidativas. A introducdo de dietas ricas em compostos antioxidantes tais
como o a-tocoferol, acido ascorbico, flavonoides, carotenoides, compostos polifenélicos
e glutationa poder&o diminuir os riscos de desenvolvimento da maior parte das doencas
nos seres humanos como a artrite reumatoide, diabetes, cancro, entre outras (Ferreira e
Matsubara, 1997).

Os antioxidantes em pequenas quantidades podem apresentar grande potencial
profilatico e terapéutico para diversas doencas causadas por ROS, revelando-se de
enorme interesse para futuras investigacdes (Noguchi e Niki, 2000; Kil et al., 2009).
Sabe-se que estas espécies reativas de oxigenio estdo relacionadas com doencas como a
artrite, o choque hemorragico, doencas cardiacas, cataratas, disfuncdes cognitivas,
envelhecimento e cancro, podendo ser a sua causa ou o seu fator agravante (Halliwell et
al., 1995; Bianchi e Antunes, 1999; Shu e Lung, 2008). Como tal, e constituindo as
haléfitas uma potencial fonte destes compostos, é importante a realizacdo de estudos que

visem detetar a sua presenca nas diferentes especies para futuras aplicacées biomédicas.
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As doencas neurodegenerativas como o Alzheimer, Parkinson e Esclerose
maultipla afetam os neurdnios cerebrais por diferentes mecanismos, constituindo o
envelhecimento o maior fator de risco para a sua ocorréncia (Pérez-Hernandez et al.,
2016). O stress oxidativo é uma das maiores causas de dano e morte neuronais (Pérez-
Hernandez et al., 2016). A neuroprotecdo € um mecanismo que tem sido desenvolvido
para combater varias doencas neurodegenerativas e traumatologicas (Kwon et al., 2000).
Atualmente, um grande nimero de plantas medicinais tem sido avaliado para o seu
potencial terapéutico em doencas neurodegenerativas, mostrando que 0s seus extratos
brutos ou compostos puros isolados possuem propriedades efetivas para tratamento das
mesmas, devido a presenca de metabolitos secundarios das plantas como polifendis,

alcaloides e terpenos (Pérez-Hernandez et al., 2016).

Problemas hiperpigmentantes da pele como o melasma, a hiperpigmentacdo pds-
inflamatdria, fitofotodermatoses, entre outros, constituem um grupo de doencas ligadas a
alteracdes no pigmento da melanina e sdo uma fonte frequente de queixas nas consultas
de dermatologia (Cestari et al., 2014). Os antioxidantes inibem a tirosinase pela sua
propria oxidacdo e inibem as rea¢cdes quimicas que levam a formacdo da melanina,
alterando o tipo de melanina formada e exibindo um efeito clareador da pele (Sung et al.,
2009).

1.7. OBJETIVOS

Existem mais de 2500 espécies conhecidas de plantas haléfitas, constituindo um
recurso vasto para a pesquisa de biocompostos. No entanto, existe pouca informacao
relativa as potenciais aplicacfes destas espécies. Contudo, em alguns paises algumas
destas espécies sdo utilizadas em medicina tradicional, o que constitui uma forte evidéncia
do seu elevado potencial para futuras pesquisas que visem a confirmacdo destas
aplicacdes. Neste sentido, € necessario e de extrema importancia desenvolver estudos
direcionados nas haldfitas como forma de valorizar e beneficiar das potenciais atividades
bioldgicas que os seus compostos bioquimicos poderdo apresentar. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo do potencial antitumoral in vitro de

extratos naturais preparados a partir de diversas espécies de plantas hal6fitas comuns no
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Algarve. O objetivo secundario consistiu em avaliar outras atividades biologicas
relevantes para a saude humana, nomeadamente as suas propriedades in vitro
antioxidantes, neuroprotetoras e despigmentantes, bem como fazer uma avaliagdo
preliminar do perfil fitoquimico dos extratos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. RECOLHA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E
PREPARACAO DOS EXTRATOS

Foi recolhida a parte aérea de 25 espécies de plantas hal6fitas no Sul de Portugal,
perto da praia de Faro, Ludo e Castro Marim, em unho de 2012, nomeadamente S.
vermiculata, F. pulverulenta, H. amplexicaulis, S. ramosissima, S. perennis subsp.
perennis, S. perennis subsp. alpini, P. lentiscus, L. monopetalum, A. macrostachyum, S.
fragilis, C. erythraea, Salsola sp., P. maritima, S. versicolor, Lactuca sp., M. cristalinum,
I. crithmoides, L. salicaria, T. domingensis, C. soldanella, A. tripolium, P. repens, S.
rubra, F. laevis, C. mariscus e Sporobolus sp. A classifica¢do taxondémica foi confirmada
pelo Dr. Manuel J. Pinto (Museu Nacional de Historia Natural, Universidade de Lisboa,
Jardim Botanico, Portugal). As amostras foram secas em estufas a 40°C durante 3 dias e

pulverizadas, sendo posteriormente armazenadas a -20°C.

A preparacéo dos extratos foi realizada da seguinte maneira: o pé seco da amostra
(2,5 g) foi misturado com uma solucdo aquosa de 80% de acetona (25 mL) e
homogeneizada durante 1 hora usando um agitador IKA Ultra-Turrax T10B, a
temperatura ambiente (TA). As amostras foram entdo filtradas procedendo-se a recolha
do sobrenadante. A extracédo foi repetida 3 vezes e os sobrenadantes foram filtrados e
combinados. Os extratos organicos foram entdo evaporados num evaporador rotativo sob
pressdo controlada e temperatura baixa adequada ao ponto de ebulicdo do solvente
acetona (56°C). Os extratos secos foram pesados, ressuspensos em MeOH para se obter
uma concentracdo final de 100 mg/mL e armazenados a -20°C. Aliquotas dessa solugédo
foram posteriormente evaporadas e ressuspensas em dimetilsulféxido (DMSO) na
concentracdo de 25 mg/mL, para utilizagdo nos diferentes bioensaios.

2.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO

CULTURA E MANUTENCAO DAS LINHAS CELULARES
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Neste trabalho foram utilizadas quatro linhas celulares tumorais humanas, e uma
linha celular ndo tumoral. As linhas celulares tumorais usadas foram: a HepG2
(hepatocarcinoma humano), HelLa (adenocarcinoma humano), THP1 (leucemia
monocitica aguda humana) e SH-SY5Y (neuroblastoma humano). A linha celular ndo
tumoral utilizada foi a S17 (medula 6ssea de murino). A linha celular HepG2 foi
gentilmente cedida pela Professora Vera Ribeiro Marques e a S17 pelo Dr. Nuno

Rodrigues dos Santos (ambos do CBME, Universidade do Algarve).

As células foram cultivadas e mantidas em meio de cultura adequado,
nomeadamente Meio Eagle Modificado por Dulbecco — DMEM, para as HepG2, Hela,
SH-SY5Y e S17; e meio RPMI11640 para as THP1 suplementado com 10% (v/v) de Fetal
Bovine Serum (FBS) inativado por aquecimento, 1% de L-glutamina (2 mM), 1% de
penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50 pg/mL). Todas as linhas celulares foram
mantidas numa incubadora a 37°C, com atmosfera humidificada e com 5% de CO». O
meio de cultura das células foi mudado a cada 2-3 dias e as células utilizadas a uma

confluéncia nao inferior a 70-80%.
DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Foi feita a avaliacdo dos extratos em termos da sua capacidade de inibicdo da
viabilidade celular pelo método de brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) desenvolvido por Mosmann, 1983. Este método baseia-se na
clivagem dos sais de tetrazélio em sais de formazdo pelas desidrogenases presentes nas
mitocondrias de células viaveis (Mosmann, 1983). As células foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas durante 24 horas a 37°C, com atmosfera humidificada com 5%
de COs. As linhas celulares de HepG2, HelLa, SH-SY5Y e S17 foram semeadas a uma
densidade de 5 x 103células/poco, sendo que as THP1 foram semeadas a uma densidade
de 10 x 103células/poco. Apds este periodo, as células foram incubadas durante 72
horas com 100 uL dos extratos a varias concentragdes (125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81;
3,91; 1,95 e 0,98 ug/mL) no meio de cultura correspondente a cada linha celular. Foram
utilizados dois tipos distintos de controlo negativo: células em meio de cultura, de

maneira a poder avaliar a proliferacdo normal das células versus a proliferacéo das células
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com os extratos e, células tratadas com DMSO a concentracdo mais alta presente nos

extratos para efetuar o calculo da viabilidade celular.

Duas horas antes do final do periodo de incubacéo, foram adicionados a cada pogo
20 uL de MTT (5 mg/mL em phosphate buffered saline — PBS), incubados por mais 2
horas a 37°C e depois foram adicionados 150 uLL de DMSO a cada pogo para dissolver os
sais de formazéo formados. A absorvancia foi medida no final das 2 horas a 590 nm num

leitor de microplacas BioTek Synergy 4.

Os resultados foram expressos em termos de viabilidade celular (%), calculada em
relacdo as células tratadas com DMSO. Foram também expressos sob a forma de ICso
(ug/mL), concentracdo necessaria para inibir 50% da viabilidade celular. Como controlo
positivo foi utilizado o etopdsido, um composto antitumoral utilizado a nivel clinico para
tratamento de diversos tumores, tais como sarcoma de Ewing, cancro de pulmao, cancro

testicular e linfoma.
DETERMINACAO DO iNDICE DE SELETIVIDADE DOS EXTRATOS

Os extratos que apresentaram inibicdo da viabilidade celular das linhas tumorais
utilizadas superior a 50% para a concentragdo de 125 pg/mL foram testados na linha
celular ndo tumoral S17, de maneira a determinar-se o indice de seletividade (IS) em
relacdo as células tumorais. O IS foi entdo determinado utilizando a seguinte equacao
(Kay, 1991):

_VNT
VT

em que VNT refere-se a viabilidade celular nas células ndo tumorais (S17) e VT a
viabilidade celular nas células tumorais (HepG2, HeLa, THP1 e SH-SY5Y).

2.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

METODO DE DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
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Neste método é avaliada a capacidade de captacdo do radical livre DPPH-. O
DPPH- consiste num radical livre estavel capaz de aceitar um eletrdo e apresenta uma
absorcdo caracteristicaa 517 nm (violeta). Neste procedimento determina-se a capacidade
dos compostos antioxidantes em reduzir o DPPH:-, resultando na formagéo de difenil-
picril-hidrazina (DPPH- reduzido) pela perda do eletrdo desemparelhado para os
compostos antioxidantes. Observa-se assim uma perda de cor, sendo que o violeta passa
a rosa ou amarelo, e consequentemente uma diminui¢cdo da absorvancia medida a um
comprimento de onda de 517 nm (Brand-Williams et al., 1995; Hou et al., 2004; EImastas
et al., 2007; Sahaa et al., 2008; Chattopadhyay et al., 2009).

Para este trabalho foi usado o método desenvolvido por Brand-Williams et al.
(1995) e adaptado a placas de 96 pocos por Moreno et al. (1998). Numa placa transparente
de 96 pocos foram adicionados 22 uL dos extratos nas concentracdes de 1; 0,75; 0,5; 0,25
e 0,125 mg/mL com 200 pL de solugdo de DPPH: (120 uM) em MeOH, e incubadas no
escuro a TA durante 30 min. Em algumas amostras foram testadas concentracdes
adicionais de 0,063; 0,031 e 0,016 mg/mL para poder ser calculada a concentracédo
inibitéria para 50% (ICsg). Foram usados como controlo positivo a solucdo de
antioxidante sintético E321, butilhidroxilotolueno (BHT), na concentracdo de 1 mg/mL e
como controlo negativo uma solucdo contendo DMSO em vez dos extratos. Antes do
periodo de incubacdo foi feita uma leitura a 517 nm para controlo de cor (22 pL de extrato
e 200 pL de MeOH).

A absorvancia foi medida no final dos 30 min utilizando um leitor de placas
BioTek Synergy 4 a 517 nm e os resultados foram expressos como atividade antioxidante
(%) relativamente ao controlo negativo e como ICso, (mg/mL), sendo esta a concentracao
capaz de reduzir o radical livre DPPH- em 50%.

A atividade antioxidante foi calculada segundo a formula:

100 x ABS

AA (%) = 100 —
(%) ABScontrolo negativo

em que ABS = ABSextrato — ABScontrolo de cor.

ANDREIA FILIPA RODRIGUES LOPES 33



Universidade do Algarve

Mestrado em Ciéncias Biomédicas

METODO DE ABTS-* [4cido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiacolina-6-sulfonico)]

Neste método a atividade antioxidante foi avaliada utilizando o radical &cido
ABTS-* adaptando o procedimento descrito por Re et al. (1999). O radical ABTS'" €
um catido originado pela oxida¢do do ABTS com o persulfato de potassio, e reduzido na

presenca de um hidrogénio dador de eletrdes.

Foi preparada uma solucdo de ABTS a 7 mM, utilizando como agente oxidante
uma solucdo aquosa de persulfato de potéssio a 2,6 mM. Esta solu¢do foi incubada
durante 12-16 horas no escuro a TA dando origem a solugdo mée do radical catiénico
ABTS-*. A solucdo de ABTS-" foi depois diluida em etanol até se obter uma absorvancia
de 0,70, medida utilizando o leitor de placas BioTek Synergy 4 a 734 nm obtendo-se
assim a solucdo trabalho de ABTS-".

Numa placa transparente de 96 pocos foram adicionados 10 uL de cada extrato,
nas concentracdes de 1; 0,75; 0,5; 0,25 e 0,125 mg/mL. A reacdo foi iniciada juntando
190 puL da solugdo de trabalho ABTS** e a absorvancia medida a 734 nm ap6s 6 min.
Foram usados como controlo positivo a solucdo de antioxidante sintético BHT e como
controlo negativo uma solugdo de DMSO. A semelhanca do ensaio de DPPH-, os
resultados foram expressos como atividade antioxidante (%) relativamente ao controlo
negativo e como ICso (mg/mL.), concentracdo capaz de reduzir o radical livre ABTS:* em

50%. A atividade antioxidante foi calculada segundo a seguinte formula:

100 X ABSextrato
ABScontrolo negativo

AA (%) = 100 —

2.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE QUELANTE

A avaliaco da atividade quelante dos ides metalicos Fe?* e Cu?* foi efetuada nos
extratos as concentracdes de 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,063 mg/mL através da adaptacéo
do método descrito por Megias et al. (2009). A atividade quelante contra o Fe?* foi
determinada pela formagdo do complexo Fe?*- ferrozina, e a atividade quelante contra o
Cu?* foi determinada usando o pirocatecol violeta (PV). Como controlo positivo foi

utilizado o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), um agente quelante sintético, na
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concentracdo de 1 mg/mL. Como controlo negativo foi utilizado o DMSO em substitui¢éo

dos extratos.

Para a determinacéo da atividade quelante do Fe?*, em placas de 96 pogos foram
adicionados 200 pL de agua destilada, 30 puL de extrato e 30 uLL de uma solugdo aquosa
de cloreto de ferro (FeCl, 0,1 mg/mL) e incubou-se durante 30 min & TA. De seguida foi
adicionado a cada poco 12,5 uLL de uma solugao aquosa de ferrozina (40 mM) e incubado
a TA por um periodo de 10 min. A leitura da absorvéancia foi feita a um comprimento de
onda de 562 nm, num leitor de microplacas BioTek Synergy 4, em duas fases, uma
primeira, antes da incubacdo e uma Gltima apos os 10 min de incubacéo, para poder ser

feito o controlo da cor.

Para a atividade quelante do Cu?*, em placas de 96 pocos foram adicionados
sequencialmente 200 pL de tampéo acetato de sodio (50 mM, pH 6), 100 pL de sulfato
de cobre (CuS0O4.5H,0), 30 uL de extrato e 6 uL de PV (4 mM em tampé&o acetato de
sodio a 50 mM, pH 6). De seguida foi efetuada a leitura da absorvancia a 632 nm, num
leitor de microplacas BioTek Synergy 4. Para controlo de cor foi lida a absorvancia a 632
nm antes de se adicionar o PV. Os resultados foram expressos como atividade quelante

(%) relativamente ao controlo negativo e como valores de ICso (mg/mL).
A atividade quelante foi calculada segundo a formula:

100 x ABS
ABScontrolo negativo

AQ (%) = 100 —

em que ABS = ABSextrato — ABScontrolo de cor.

2.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE DESPIGMENTANTE

DETERMINACAO DA INIBICAO DA TIROSINASE

A avaliacdo da inibicdo da tirosinase foi realizada baseada no método descrito por
Nerya et al. (2003). A tirosinase é uma enzima envolvida na biossintese da melanina, e

por consequéncia realiza um papel importante na determinagéo da cor de pele e cabelo.
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A melanina € formada pela combinacdo de reacdes catalisadas enzimaticamente e
quimicas que juntas constituem a melanogénese, que é iniciada pela oxidacao da tirosina
a dopaquinona catalisada pela tirosinase (Chang, 2009). A inibicdo da tirosinase indica a
capacidade que o extrato tem de inibir a producdo de melanina, isto €, o seu potencial
despigmentante. Por sua vez o oposto, ou seja, verificar-se uma nao inibicdo da sua
atividade, pode indicar o potencial bronzeador (aumentar a producdo de melanina) desse

extrato.

Os extratos foram testados as concentragdes de 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,063
mg/mL e foram utilizados como controlo positivo uma solucdo de arbutina na
concentracdo de 1 mg/mL em tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 6.5). Como
controlo negativo foi utilizado o DMSO em vez dos extratos. Em placas de 96 pocos
foram misturados 70 pL dos extratos e 3 pL de tirosinase (333 U/mL em tampéo fosfato
de potassio, 50 mM, pH 6,5) e incubou-se por 5 min a TA. Foram depois adicionados 110
ML do substrato L-Tirosina (2 mM em H20) e incubou-se por um periodo adicional de 30
min a TA. A leitura da absorvancia foi realizada a um comprimento de onda de 492 nm
num leitor de microplacas BioTek Synergy 4. Antes do periodo de incubacdo foi feita
uma leitura a 492 nm para controlo de cor. Os resultados foram expressos como atividade
inibitdéria (%) relativamente ao controlo negativo e como valores de ICso, (mg/mL),

concentracdo de inibidor necessario para inibir 50% da atividade enzimaética.
A atividade inibitdria foi calculada segundo a férmula:

100 x ABS

Al (%) = 100 —
(%) ABScontrolo negativo

em que ABS = ABSextrato — ABScontrolo de cor.

2.6. CARACTERIZACAO QUIMICA

DETERMINACAO DE DIFERENTES GRUPOS DE COMPOSTOS FENOLICOS

A determinac&o de diferentes grupos fendlicos foi realizada segundo o método de

Mazzaet al., (1999), adaptado a placas de 96 pocos. Através deste ensaio foram avaliados
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2 grupos fendlicos diferentes, nomeadamente: os derivados do acido hidroxicinamico e

os flavonois.

Em placas de 96 pogos foram adicionados 20 pL dos extratos a uma concentragéo
de 1 mg/mL, 20 pL de uma solucéo aquosa de etanol (95%, v/v) contendo 0,1 uL HCl e
160 pL de HCI (2%). Foi lida a absorvancia a 320 nm (derivados do acido

hidroxicinamico) e 360 nm (flavonois) num leitor de microplacas BioTek Synergy 4.

Os resultados foram calculados através de retas de calibracdo feitas com o
respetivo padrdo para cada grupo de fendlicos, isto é, o teor de derivados do &cido
hidroxicinamico foi determinado por interpolacdo da absorvancia das amostras contra
uma curva de calibracdo construida com padrdes de acido cafeico (acido fendlico) e
expressa como miligramas de equivalentes de &cido cafeico por grama de peso seco de
extrato (CAE/g DW) e o teor de flavonois foi determinado com a curva de calibracéo da
quercetina (flavonoide) e expressa como miligramas de equivalentes de quercetina por

grama de peso seco de extrato (QE/g DW).
TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TFT)

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada segundo o método de
Velioglu et al. (1998). Este método baseia-se na transferéncia de eletrdes num meio
alcalino de compostos fendlicos para complexos de acido fosfomolibdico / fosfotingstico
para formar complexos azuis detetados a uma absorvéncia de 760 nm (Dai et al., 2010).
O teor de fendlicos totais foi determinado por interpolacdo da absorvancia das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com padrdes de acido galico e expressa como
miligramas de equivalentes de acido galico (&cido tri-hidroxibenzdico) por grama de peso
seco de extrato (GAE/g DW).

Para efetuar este ensaio foram adicionados, em placas transparentes de 96 pocos,
5 pL dos extratos na concentragdo de 10 mg/mL, 100 pL de reagente F-C (Folin-
Ciocalteu diluido 10x v/v em H20) e incubado a TA durante 10 min. No final do periodo
de incubacao foram adicionados 100 L de carbonato de sodio (75 g/L em H»O destilada
— dH20) e incubado mais 90 min a TA. Por fim foi realizada a leitura da absorvancia a

725 nm num leitor de microplacas BioTek Synergy 4.
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TEOR TOTAL DE FLAVONA E FLAVONOL

A determinacéo do teor de flavona e flavonol foi realizada segundo o método de

Boulanouar et al. (2013), modificado a 96 pocos.

Em placas de 96 pocos foram adicionados 50 pL dos extratos a concentracédo de 1
mg/mL com 50 pL de uma solucdo a 2% de cloreto de aluminio (AICI3) em etanol e
incubado durante 1 hora a TA. A leitura da absorvancia foi feita a 420 nm num leitor de

microplacas BioTek Synergy 4.

Os resultados foram calculados com base na curva de calibracdo usando a

quercetina (flavonol) como padrdo e expressos como mg QE/g DW.
TEOR TOTAL DE TANINOS

A determinagdo do teor de taninos foi realizada segundo o método de Li et al.,
1996, adaptado a placas de 96 pogos (Zou et al., 2011). Em placas de 96 pocos foram
adicionados 10 pL dos extratos a concentracdo de 1 mg/mL, 200 puL de p-
dimetilaminocinamaldeido (DMACA) (1%), 100 uL de HCI (37%) e incubou-se durante
15 min & TA. De seguida procedeu-se & leitura da absorvancia a 640 nm num leitor de

microplacas BioTek Synergy 4.

Os resultados foram calculados com base na curva de calibracao usando diferentes

concentracdes de catequina (polifenol) como padrao e expressos como mg CE/g DW.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em sextuplicados e o0s resultados expressos como
média + erro padrdo (EP). Para a determinacdo das concentracGes de inibicdo (ICso) dos
diferentes extratos foi usado o software GraphPad Prism v. 6.0 (GraphPad Software, CA).
Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) para avaliar diferencas usando a
plataforma de Statistical Package for Social Sciences® (SPSS v. 23, IBM), e a

significancia entre médias foi analisada pelo teste de Duncan (p < 0.05).
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3. RESULTADOS
3.1. ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

A atividade citotoxica in vitro dos extratos de espécies de plantas halofitas foi
avaliada em quatro linhas celulares tumorais nomeadamente HepG2, HeLa, THP1 e SH-
SY5Y através do método de MTT. Inicialmente todos os extratos foram testados na
concentracdo de 125 pg/mL, apdés um periodo de incubag¢do de 72h. Os extratos que
apresentaram inibicdo da viabilidade celular das linhas tumorais utilizadas igual ou
inferior a 50% para a concentracdo de 125 pg/mL foram testados em concentragdes
inferiores (62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95 e 0,98 pug/mL) nas respetivas linhas para
calculo do ICso e na linha celular ndo tumoral S17 de maneira a avaliar a seletividade dos

mesmos. Os valores de inibicao da viabilidade celular encontram-se na Tabela 3.1.

Dos 26 extratos avaliados observa-se que, para a linha celular HelLa, apenas a
espécie C. soldanella reduziu significativamente a viabilidade celular (14,3% na maior
concentracdo testada); para a linha HepG2 também esta espécie apresentou valor inferior
a 50% de viabilidade celular (19,4%); ja para a linha celular THP1, as espécies C.
soldanella e I. crithmoides apresentaram ambas valores inferiores a 50% de viabilidade
celular, com valores de 44,5% e 52%, respetivamente. Por fim, para a linha SH-SY5Y,
as espécies C. soldanella., I. crithmoides e L. salicaria reduziram significativamente a
viabilidade celular, com valores de 31,1%, 50,3% e 43,3%, respetivamente. Para estas
espécies, que apresentaram valores iguais ou inferiores a 50% de viabilidade celular, foi
testado o seu efeito na linha celular ndo tumoral S17, tendo-se verificado que reduziam

significativamente a viabilidade celular, para valores inferiores a 50%.

Em suma, da analise da Tabela 3.1 pode concluir-se que o extrato da espécie 1.
crithmoides diminui a viabilidade celular nas linhas tumorais THP1 e SH-SY5Y, mas
mais significativamente nesta ultima; a L. salicaria diminui a viabilidade apenas da linha
SH-SY5Y; e a C. soldanela diminui a viabilidade celular de todas as linhas tumorais,

sendo o seu efeito mais pronunciado nas linhas HepG2, HeLa e SH-SY5Y.
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Tabela 3.1 - Atividade citotoxica in vitro (viabilidade celular, %) de diferentes extratos
de espécies de haldfitas testadas a 125 pg/mL para cinco linhas celulares.

Espécie/composto HepG2 HelLa THP1 SH-SY5Y S17
A. macrostachyum 129 +£0,65"K 231 + 1,699 84,8 + 9,672cdefoh 95 8 + 2 389k ne
A. tripolium 111 +1,80°™ 286 + 5,24" 74,3 + 0,6230cdef 46,9 + 1,028 ne
C. soldanella 18,2 + 0,482 14,3+0,09° 27,7 £0,472 31,1 £ 0,202 16,9 +0,83°
C. erythraea 139 + 2,20 148 +2,47% 81,0 £ 10,53%ccefh 115 + 3,76k ne
C. mariscus 99,2 + 1,35% 268 + 5,02" 64,4 + 6,692 69,2 + 1,68 ne
F. laevis 71,4 +0,80° 749+0,33° 143 +2,03" 80,6 + 1,567 ne
F. pulverulenta 139 + 3,47 172 £2,92¢ 121 +6,73°%"" 62,2 + 1,480cdef ne
H. amplexicaulis 111+£2,06°  132+151¢ 100 + 2,90bcdefoni 62 4 + 2 020cdef ne
l. crithmoides 102 + 1,10%f 178 + 2,88° 29,0 £ 0,572 27,4 £0,723%cd 13,7 +0,50°
L. monopetalum 143 + 4,244 172 £1,91¢ 129 + 16,58™" 62,2 + 3,26°cdef ne
L. salicaria 55,8 + 0,52° 77,6 £0,74° 57,4 +1,30%¢ 43,2 + 1,043 49,6 £ 0,57
Lactuca sp. 128 + 1,47k 457 + 4,02 75,3 + 3,80¢fN 478 + 30,31 ne
M. cristalinum 89,4 + 1,10« 127 £1,40° 183 + 6,0520cdef 102 + 2,47 ne
P. lentiscus 118 + 1,619 168 +1,25% 68,6 + 16,80 68,8 + 2,93¢cdef ne
P. maritima 134 + 1,44 199 + 2,23f 118 + 5,7530cdef 105 + 1,48k ne
P. repens 94,1 +1,71%f 138 £1,73° 76,1 + 2,69¢fN 74,4 + 1,46%f" ne
S. fragilis 136 + 1,20 175+2,80° 118 + 8,68cdef 98,4 + 2,84Nik ne
S. p. subsp alpini 136 + 4,05 176 £0,43¢ 130 + 8,42defohi 84,9+2,88 ne
S. p. subsp perennis | 148 + 4,74' 204 +2,567 111 +17,96" 87,3 + 1,07 ne
S. ramosissima 137 + 3,70 168 +2,55% 61,8 + 11,82cdefhi 68 8 + 2 2Gedef ne
S. rubra 99,1+1,49% 957 +0,72° 191 + 7,69 71,8 + 1,34¢cdef ne
Salsola sp. 98,8 +1,02% 231+1,78¢° 223 + 49,89 56,2 + 2,07Pcde ne
Sporobolus sp 80,3 + 1,37 247 + 4,849 114 + 16,05% 81,1 + 2,60¢fN ne
S. vermiculata 102 + 1,079%f 235+ 1,769 80,4 + 10,41%foni 75,6 + 1,631 ne
S. versicolor 145 +0,97¢ 225+ 1,619 214 +3,80%ccfh 107 + 4,47 ne
T. domingensis 122 +1,70M 137 +£2,64° 84,8 +8,12% 50,4 + 1,642 ne

Os valores representam média + erro padrdo (EP) de 6 replicados. Foram avaliados extratos metandlicos (MeOH) das diferentes espécies
de haldfitas. HepG2 (cancro hepatico), HeLa (cancro cervical), THP1 (leucemia monocitica aguda), SH-SY5Y (neuroblastoma) e S17
(estroma de medula éssea murina). A negrito encontram-se as espécies/compostos que demonstraram atividade. ne, ndo efetuado. O
tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna, letras diferentes séo significativamente
diferentes (Teste Duncan, p < 0,05).
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Pode ainda observar-se que a linha mais suscetivel a estas espécies é a SH-SY5Y
que apresenta viabilidades celulares muito baixas para as trés espécies que demonstraram
citotoxicidade. Pelo contrario, a linha que se apresentou mais resistente foi a THP1 cujos
valores de viabilidade celular rondam os 50%. Da analise da viabilidade celular para a

linha ndo tumoral S17, ndo se verificou seletividade dos extratos testados.

Para as espécies I. crithmoides, C. soldanella e L. salicaria, que apresentaram
viabilidades iguais ou inferiores a 50%, foi calculado o respetivo 1Cso para cada linha

celular. Os resultados s&o apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Efeito da aplicacdo de extratos de diferentes espécies de halofitas em cinco
linhas celulares (resultados expressos em ICso, pug/mL).

Espécie/composto HepG2 HelLa THP1 SH-SY5Y S17

C. soldanella 6,60+£0,11 679x+142 118 +1,38 59,7 +1,45° 12,0 +0,08°
I. crithmoides nd nd 0,06 + 0,03 839+4,108 575+1,32°
L. salicaria nd nd nd 91,7+2,67* 96,9 £6,50%
Etopdsido 543 +£0,10 7,10+0,2 1,82 + 0.06 65,6 + 0,90 0,08 £0,01

Os valores representam médias + EP de 6 replicados. Foram avaliados extratos metandlicos (MeOH) das diferentes espécies de
halofitas. HepG2 (cancro hepético), Hela (cancro cervical), THP1 (leucemia monocitica aguda), SH-SY5Y (neuroblastoma) e S17
(estroma de medula 6ssea murina). O tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna,
letras diferentes sdo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0.05). nd, ICsondo determinado.

O valor de 1Cso € a concentragdo necessaria para inibir 50% da viabilidade celular.
Da anélise da Tabela 3.2 pode observar-se que a espécie C. soldanella é mais citotoxica
para a linha celular HepG2 e menos citotoxica para a THP1. Comparando os valores de
ICso desta espécie com os do etopdsido para cada uma das linhas celulares, observa-se
que o etoposido é significativamente mais citotoxico para todas as linhas celulares, exceto
para a SH-SY5Y em que a C. soldanella foi mais citotoxica. A I. crithmoides é bastante
citotoxica para a linha THP1 comparativamente com as restantes linhas celulares. Esta
espécie também é mais citotoxica quando comparada com o etop6sido. Quanto a L.
salicaria, pode observar-se que esta é mais citotdxica para a linha SH-SY5Y

comparativamente com a linha ndo tumoral S17.

Relativamente a seletividade dos extratos para as linhas tumorais, calculada com

as percentagens de viabilidade celular obtidas apo6s aplicagdo da maior concentragédo
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testada, 125 pg/mL (Tabela 3.3), verificou-se que estas espécies ndo apresentam

seletividade significativa para nenhuma das linhas celulares testadas.

Tabela 3.3 - Valores de seletividade dos extratos de diferentes espécies de halofitas para
as diferentes linhas celulares, calculados com os valores de viabilidade celular obtidos
apos aplicacdo da maior concentragdo testada, 125 pg/mL (Tabela 3.1).

Espécie/composto HepG2 HelLa THP1 SH-SY5Y
C. soldanella ‘ 0,87 1,18 0,38 0,53
. crithmoides ‘ nd Nd 0,47 0,50
L. salicaria ‘ nd Nd nd 1,15

Foram avaliados extratos metandlicos (MeOH) das diferentes espécies de haléfitas. HepG2 (cancro hepético), HeLa
(cancro cervical), Thpl (leucemia monocitica aguda), (SH-SY5Y) neuroblastoma. nd, seletividade ndo determinada. O
calculo da seletividade foi realizado a partir os valores de viabilidades celulares (%) na Tabela 3.1.

Quanto a seletividade dos extratos para as linhas tumorais, calculada com os
valores de ICso (Tabela 3.4), verificou-se a I. crithmoides é significativamente seletiva
para a linha tumoral THP1 em relacdo a linha ndo tumoral (S17). Para além disso,
observa-se que o etop6sido apresenta uma seletividade muito inferior a da I. crithmoides
para a linha tumoral THP1. No entanto, também se observa que o etopdsido ndo apresenta

seletividade significativa para as linhas celulares HepG2, HelLa e SH-SY5Y.

Tabela 3.4 - Valores de seletividade dos extratos de diferentes espécies de haldfitas para
as diferentes linhas celulares, calculados com os valores de 1Cso (Tabela 3.2).

Espécie/composto HepG2 HelLa THP1 SH-SY5Y
C. soldanella 1,82 0,18 0,10 0,20
I. crithmoides nd Nd 958 1,06
L. salicaria nd Nd - 1,06
Etopo6sido 0,02 0,01 8.55 0,001

Foram avaliados extratos metanolicos (MeOH) das diferentes espécies de hal6fitas. HepG2 (cancro hepatico), HelLa
(cancro cervical), Thpl (leucemia monocitica aguda), (SH-SY5Y) neuroblastoma. nd, seletividade ndo determinada. O
calculo da seletividade foi realizado a partir dos valores de 1Cso da Tabela 3.2.

3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Neste trabalho foi avaliada a atividade antioxidante por ndo termos obtido
resultados favoraveis de atividade citotoxica. As ROS estdo relacionadas com o

desenvolvimento de varias doencas, entre elas o cancro, sendo interessante avaliar a

ANDREIA FILIPA RODRIGUES LOPES 42



Universidade do Algarve

Mestrado em Ciéncias Biomédicas

atividade antioxidante dos extratos e suas possiveis aplicacbes como redutoras destas
espécies. Esta foi avaliada através dos métodos de DPPH e ABTS, sendo que inicialmente
todos os extratos foram testados a uma concentracdo de 1 mg/mL e os resultados
encontram-se na Tabela 3.5. Os extratos que apresentaram valores de atividade
antioxidantes superiores a 50% para esta concentracdo, foram testados em concentracdes
inferiores (1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063; 0,031 e 0,016 mg/mL) para calculo dos valores
de ICso (Tabela 3.6).

Dos 26 extratos avaliados, treze apresentaram uma atividade antioxidante superior
a 50% para a concentracdo de 1 mg/mL (Tabela 3.5), sendo que sete espécies
apresentaram valores superiores ao controlo positivo BHT nessa mesma concentracdo
(82,3%). As espécies que apresentaram valores de atividade antioxidante para o DPPH
superiores a 50% foram: A. tripolium (84,8%), C. soldanella (62,5%), C. mariscus
(90,4%), F. laevis (94,4%), F. pulverulenta (97,8%), L. monopetalum (80,1%), L.
salicaria (93,8%), Lactuca sp. (82,2%), P. lentiscus (92,6%), Salsola sp. (81%),
Sporobolus sp. (61,6%), S. vermiculata (76,8%) e T. domingensis (83,8%), sendo que as
espécies F. pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria, F. laevis e C. mariscus, apresentaram
valores estatisticamente superiores ao obtido com o controlo positivo utilizado (BHT:
82,3%).

Relativamente ao método de ABTS verificou-se que das 26 espécies estudadas,
nove apresentaram uma atividade antioxidante superior a 50% para a concentragéo de 1
mg/mL (Tabela 3.5), sendo que quatro destas espécies apresentaram atividades
antioxidantes superiores a 90% e apenas uma apresentou um valor superior ao controlo
positivo (BHT: 95,3%). As espécies que apresentaram valores de atividade antioxidante
superiores a 50% foram: C. mariscus (93,8%), F. laevis (93,8%), F. pulverulenta
(87,4%), L. monopetalum (69,5%), L. salicaria (95,1%), P. lentiscus (95,5%), Salsola sp.
(56,6%), S. vermiculata (72,7%) e T. domingensis (93,8%), sendo que a espécie L.
salicaria apresentou uma atividade antioxidante (95,1%), semelhante a do controlo
positivo BHT (95,3%).
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Tabela 3.5 - Atividade antioxidante (AA, %) determinada através dos métodos de DPPH
e ABTS dos diferentes extratos de espécies de haldfitas, testados a uma concentracédo de

1 mg/mL.

Espécie/composto DPPH ABTS
A. macrostachyum 20,6 = 1,75 28,0 + 1,24f
A. tripolium 84,8 +2,22¢ 36,0 + 3,78°
C. soldanella 62,5 + 3,47f 20,0 + 0,369
C. erythraea 9,87 £ 0,67 11,1 + 0,52}k
C. mariscus 90,4 + 1,25 93,8 +0,10%
F. laevis 94,4 +0,13%® 93,8 +0,03%
F. pulverulenta 97,8 £0,122 87,4 +1,20°
H. amplexicaulis 3,2+273 18,0 £ 1,13"
I. crithmoides 48,4 + 1,509 14,3 + 2,43k
L. monopetalum 80,1 +1,07% 69,5 +1,93°
L. salicaria 93,8 +0,89% 95,1 + 0,082
Lactuca sp. 82,2 +2,93% 36,6 +2,01°
M. cristalinum 9,29 + 1,484 13,4 + 1,06
P. lentiscus 92,6 +2,07® 95,5 + 0,052
P. maritima 16,1 + 1,14k 11,6 + 1,25/
P. repens 20,5 + 1,83ii 9,56 + 1,73
S. fragilis 30,6 +0,29" 20,6 + 0,41 9N
S. p. alpini 21,1 +1,921 22,3 +0,40%"
S. p. perennis 15,6 + 4,85k 27,4 + 0,59
S. ramosissima 27,2 + 321N 27,8 £ 0,30f
S. rubra 22,2 + 1,601 sa
Salsola sp. 81,0 £1,07% 56,6 + 1,274
Sporobolus sp 61,6 + 2,56 25,1 + 1,26™"
S. vermiculata 76,8 +1,75¢ 72,7 +2,39¢
S. versicolor 18,6 + 1,19 20,9 + 1,08f9n
T. domingensis 83,8 + 1,40 93,8 +0,10%

BHT 82,3 +1,51¢% 95,3 +0,072

Os valores apresentados representam médias + EP de 12 replicados para cada espécie/composto. Foram avaliados
extratos metandlicos (MeOH) das diferentes espécies de hal6fitas. A AA do BHT é apresentada para a concentragdo de
1 mg/mL. A negrito encontram-se 0s extratos que apresentaram valores de AA superiores a 50%. O tratamento
estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. sa, sem atividade. Para a mesma coluna, letras diferentes
sdo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0.05).
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Pode ainda observar-se que as espécies C. mariscus, F. laevis, F. pulverulenta, L.
monopetalum, L. salicaria, P. lentiscus, Salsola sp., S. vermiculata e T. domingensis
demonstraram atividade antioxidante para ambos os métodos DPPH e ABTS, sendo que
as espécies C. mariscus, F. laevis, F. pulverulenta, L. salicaria, P. lentiscus e S.
vermiculata apresentaram valores de atividade antioxidante bastante semelhantes para

ambos 0s métodos.

Pela anélise da Tabela 3.6 observa-se que as espécies P. lentiscus, L. salicaria e
F. pulverulenta que apresentaram valores de atividade antioxidante de DPPH superiores
ao controlo positivo BHT na concentracdo de 1 mg/mL (0,10 mg/mL), apresentam valores

de ICsp inferiores ou semelhantes ao mesmo.

Tabela 3.6 - Atividade antioxidante determinada através dos métodos de DPPH e ABTS
(ICso, mg/mL) de diferentes extratos de espécies de plantas haldfitas.

Espécie/composto DPPH ABTS
A. tripolium 0,44 + 0,05% -
C. soldanella 0,88 + 0,03f -
C. mariscus 0,23 + 0,045 0,32 +£0,01°¢
F. laevis 0,19 +0,02 0,18 +£0,01°
F. pulverulenta 0,10 + 0,00 0,15 + 0,03°
L. monopetalum 0,57 £ 0,02¢ 0,77 £ 0,03¢
L. salicaria 0,03 +0,00% 0,05 + 0,002
Lactuca sp. 0,54 + 0,02% -
P. lentiscus 0,12 + 0,073 0,28 + 0,03°
Salsola sp. 0,41 +0,02¢ 0,73 +£0,01°
Sporobolus sp. 0,82 +0,03f -
S. vermiculata 0,57 £0,02¢ 0,70 £ 0,01¢
T. domingensis 0,26 +0,02° 0,41 £ 0,014
BHT 0,10 + 0,002 0,10 £ 0,002

Os valores apresentados representam as médias + EP. Foram avaliados extratos metanélicos (MeOH) das diferentes
espécies de haldfitas. O tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna,
letras diferentes sdo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0,05). —, 1Cso ndo foi calculado.

Apesar das espécies F. laevis e C. mariscus terem também apresentado valores de
atividade antioxidante superiores ao BHT, apresentam valores de 1Csg superiores ao
mesmo (0,10 mg/mL), o que significa que é necessaria uma maior concentragdo das
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mesmas para reduzirem o DPPH em 50% comparativamente ao controlo positivo. Para o
método de ABTS observa-se também que os valores mais baixos de I1Cso séo 0s das
espécies F. pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria e F. laevis com valores inferiores a
0,30 mg/mL, sendo que a espécie L. salicaria apresenta o valor de 1Cso mais baixo (0,05

mg/mL).

3.3. ATIVIDADE QUELANTE

A atividade quelante foi avaliada em busca de novas aplicacdes biomédicas para
0s extratos uma vez que ndo foram obtidos resultados favoraveis para a atividade
citotoxica. Com a avaliacdo desta atividade fomos testar o potencial dos extratos como
neuroprotetores. A atividade quelante do Fe?* foi determinada pela formagdo do
complexo Fe?*- ferrozina, e a atividade quelante do Cu?* foi determinada usando o PV.
Inicialmente todos os extratos foram avaliados a uma concentracdo de 1 mg/mL (Tabela
3.7). Para os extratos que apresentaram valores de atividade quelante superiores a 50%
para esta concentracdo, foram testados em concentracgdes inferiores (1; 0,75; 0,5; 0,25;
0,125; 0,063; 0,031 e 0,016 mg/mL) para o calculo do ICso (Tabela 3.8).

Dos 26 extratos testados apenas duas espécies apresentaram uma atividade
quelante do Fe?" superior a 50% para a concentracdo de 1 mg/mL e quatro espécies
apresentaram uma atividade quelante do Cu?* superior a 50% para a concentragdo de 1
mg/mL As espécies que apresentaram atividades quelantes do Cu?* superiores a 50%
foram a F. pulverulenta (92,4%), F. laevis (78,1%), L. salicaria (94,5%) e P. lentiscus
(90,7%). As espécies F. pulverulenta (92,4%), L. salicaria (94,5%) e P. lentiscus (90,7%)
apresentaram valores iguais ou superiores a 90%, ainda que ndo tenham sido superiores
ao controlo positivo EDTA (96,3%). A espécie com maior atividade quelante do Cu?* foi
a L. salicaria apresentando um valor de 94,4%, valor mais préximo ao do controlo
positivo EDTA (96,3%).
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Tabela 3.7 - Atividade quelante (AQ, %) do Cu®" e do Fe?* (mg/mL) de diferentes
extratos de espécies de plantas haléfitas aplicados a concentragdo de 1 mg/mL.

Espécie/composto Cu® Fe?
A. macrostachyum 22,4 +0,26%" 29,6 +2,47¢
A. tripolium 27,2 + 3,80°f 5,71 + 2,04M
C. soldanella 24,2 + 4,231 11,2 + 1,54%"
C. erythraea 11,5 + 1,34k 12,9 + 1,271°¢f"
C. mariscus 28,1+1,87°f 8,01 + 2,439
F. laevis 78,1 +0,67° 39,5+ 2,39°
F. pulverulenta 92,4 +0,31% 70,8 + 1,26°
H. amplexicaulis 27,0 £ 1,27¢f 2,11+ 2,62
. crithmoides 13,8 + 1,42k 12,4 +1,26™"
L. monopetalum 39,7 +0,50¢ 19,6 £1,26°
L. salicaria 94,9 +0,12% 72,2 +1,38°
Lactuca sp. 30,4 + 0,40¢ 3,59 + 1,28
M. cristalinum 24,4 + 0,401 33,2 + 0,79
P. lentiscus 90,7 £ 0,35° 35,2 + 2,56%
P. maritima 21,2 + 2,509 12,3 +1,03M"
P. repens 16,6 + 3,37 6,21 + 1,71
S. fragilis 17,2 +0,53" 8,30 + 1,349ni
S. p. alpini 20,0 + 0,43%" 14,7 + 2,39¢%
S. p. perennis 19,4 + 1,399 Sa
S. ramosissima 22,9 + 0,47%n 5,79 + 1,53
S. rubra 11,4 +£ 0,97 14,0 + 2,03¢
Salsola sp. 27,4 + 0,59¢° 10,6 + 1,85
Sporobolus sp 28,0 + 0,45°f 16,2 + 1,25¢
S. vermiculata 27,5 + 0,64¢f 8,41 + 0,909"i
S. versicolor 18,8 + 0,389 11,7 +1,59%"
T. domingensis 23,6 + 2,421 12,7 + 2,13¢fon

EDTA 96,3+1,118 100 = 0,052

Os valores apresentados representam médias + EP de 6 replicados para cada extrato. Foram avaliados extratos
metandlicos (MeOH) das diferentes espécies de haléfitas. A AQ do controlo positivo EDTA é apresentada para a
concentragdo de 1 mg/mL. A negrito encontram-se as espécies/compostos que apresentaram valores de AQ superiores
a 50%. O tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna, letras
diferentes sdo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0.05). sa, sem atividade.
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Relativamente a atividade quelante do Fe?', as espécies F. pulverulenta e L.
salicaria apresentaram valores superiores a 50%. A espécie L. salicaria foi a mais ativa,
apresentando um valor de 72,2% e a espécie F. pulverulenta apresentou uma atividade de
70,8%, sendo que nenhuma destas espécies apresentaram valores préximos do controlo
positivo EDTA (100%). As espécies F. pulverulenta e L. salicaria apresentaram atividade
quelante para ambos os ides Fe?* e Cu?*, a F. pulverulenta apresenta atividades quelantes
de 92,4% e 70,8% para o Fe?* e Cu?*, respetivamente, e a L. salicaria apresenta atividades
de 94,9% e 72,2%, respetivamente para o Fe?* e Cu®*, apresentando-se ambas as espécies

mais ativas para 0 Cu?* comparativamente ao Fe?*.

Da analise da Tabela 3.8 observa-se que a espécie L. salicaria apresenta o valor
mais baixo de ICsg (0,17 mg/mL) e mais préximo ao valor do EDTA (0,10 mg/mL)
relativamente ao Cu?*. As restantes espécies apresentaram valores de atividade quelante
para 0 Cu?* de 0,29 mg/mL (P. lentiscus), 0,30 mg/mL (F. pulverulenta) e 0,44 mg/mL
(F. laevis). Relativamente ao Fe?*, a espécie L. salicaria apresentou o ICso mais baixo
(0,21 mg/mL) e mais proximo do EDTA (0,10 mg/mL) e a espécie F. pulverulenta
apresentou um ICsg de 0,50 mg/mL. A L. salicaria apresentou valores muito proximos de
ICso para ambos os ides Fe?* e Cu?* (0,17 e 0,21 mg/mL, respetivamente). Os valores
mais baixos de ICso relativos a atividade quelante do Fe?* e do Cu?* estdo associados aos

valores mais altos de atividades quelantes.

Quanto ao Cu?* observa-se que as espécies que apresentaram valores mais baixos
de ICso sdo L. salicaria, F. pulverulenta, P. lentiscus e F. laevis, por ordem decrescente,
e relativamente ao Fe?*, as espécies L. salicaria e F. pulverulenta apresentam os valores

mais baixos de ICso, do menor para 0 maior.
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Tabela 3.8 - Atividade quelante do Cu®* e do Fe?* expressa em valores de 1Cso (mg/mL).

Espécie/composto Cu® Fe?*
F. laevis 0,44 + 0,012 -
F. pulverulenta 0,30 +£0,01° 0,50 +0,03°
L. salicaria 0,17 +0,00° 0,21 +0,01°
P. lentiscus 0,29 +0,01° -
EDTA 0,10 + 0,002 0,10 + 0,002

Os valores representam meédia + EP para cada extrato. Foram avaliados extratos metanélicos (MeOH) das diferentes
espécies de haldfitas. O tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna,
letras diferentes séo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0.05). —, ICso ndo foi calculado.

3.4. ATIVIDADE DESPIGMENTANTE

Esta atividade foi avaliada com o intuito de testarmos novas aplicacdes
biomédicas para os extratos uma vez que nao foram obtidos resultados interessantes para
0 objetivo principal deste trabalho. Através da avaliacdo desta atividade ensaiamos o
potencial dos extratos como despigmentantes para aplicacdo de diversas doencas

dermatoldgicas.

A atividade despigmentante dos extratos de plantas hal6fitas foi avaliada pelo
método de inibicdo da tirosinase segundo Nerya et al. (2003). Inicialmente todos os
extratos foram testados a uma concentracdo de 1 mg/mL (Tabela 3.9). Os extratos que
apresentaram valores de inibicdo da tirosinase superiores a 50% para esta concentracao,
foram testados em concentragdes inferiores (1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,063 mg/mL)
para calculo do ICso (Tabela 3.9).

Dos 26 extratos avaliados apenas uma espécie (P. lentiscus) apresentou uma
atividade inibitoria da tirosinase superior a 50% para a concentracdo de 1 mg/mL (89,5%),
significativamente superior a atividade do controlo positivo utilizado, arbutina (67,5%).
O valor de ICso para esta espécie foi de 0,23 mg/mL, inferior ao obtido para a arbutina
(0,48 mg/mL).
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Tabela 3.9 - Atividade inibitoria (Al, %) da tirosinase para os diferentes extratos de
plantas haléfitas a uma concentracdo de 1 mg/mL e respetivos valores de 1Cso (mg/mL).

Espécies/compostos Tirosinase I1Cso
A. macrostachyum sa =
A. tripolium 15,9 +1,54fdni -
C. soldanella 10,9 + 0,65" -
C. erythraea 15,8 + 1,14 -
C. mariscus 24,8 £ 0,64% -
F. laevis 34,3+1,49° -
F. pulverulenta 40,3 +0,89° -
H. amplexicaulis 15,1 + 1,08 -
I. crithmoides 2,77 +£2,92% -
L. monopetalum 6,64 + 0,75 -
L. salicaria 53,0+ 6,17° -
Lactuca sp. 2,61+1,19% -
M. cristalinum sa -
P. lentiscus 89,5+ 0,722 0,23+0,02
P. maritima 17,3 + 4,42¢fNi -
P. repens 9,21 + 1,27 -
S. fragilis 22,4 + 2,79%f -
S. p. alpini sa -
S. p. perennis 18,8 + 0,78¢"" -
S. ramosissima 12,7 + 1,089" -
S. rubra 16,7 + 1,76%" -
Salsola sp. 19,0 +1,71°% -
Sporobolus sp 9,32 + 0,48k -
S. vermiculata 21,2 +1,45%f -
S. Versicolor 5,54 + 1,76 -
T. domingensis 26,9 +2,07¢ -

Arbutina 67,5 + 4.06° 0,48 £ 0,02

Os valores representam média + EP de 6 replicados para cada espécie/composto. Foram avaliados extratos metandlicos
(MeOH) das diferentes espécies de haldfitas. O controlo positivo foi testado na mesma concentragéo dos extratos (1
mg/mL). A negrito encontram-se as espécies/compostos que apresentaram valores de AQ superiores a 50%. sa, sem
atividade. -, 1Cso ndo calculado. O tratamento estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a
mesma coluna, letras diferentes sdo significativamente diferentes (Teste Duncan, p < 0,05).
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3.5. CARACTERIZACAO QUIMICA

A caracterizagdo quimica foi efetuada de maneira a compreendermos o teor de
determinados compostos quimicos que poderdo estar relacionados com as atividades
citotoxica, antioxidante, neuroprotecéo e despigmentante avaliadas neste trabalho. Para a
caracterizagdo quimica dos extratos foi determinado o seu contetdo total de fendlicos,
flavondis, flavonas/flavonol e taninos por espetrofotometria. A Tabela 3.10 apresenta
uma compilacdo dos resultados obtidos para os diferentes ensaios realizados de
caracterizacdo fitoquimica dos extratos utilizados neste trabalho.

Relativamente ao teor de derivados do acido hidroxicindmico pode observar-se
que todas as espécies possuem este tipo de composto, especialmente as espécies A.
tripolium, C. soldanella., L. salicaria, Lactuca sp. e Sporobolus sp. com valores
superiores a 45 mg CAE/g DW. A espécie L. salicaria foi a que apresentou o teor mais
elevado deste grupo de compostos (69,7 mg CAE/g DW). As restantes espécies de plantas
haléfitas apresentaram valores entre 0s 20 e 0s 45 mg CAE/g DW, excetuando as espécies
P. repens (17,1 mg CAE/g DW) e S. fragilis (9,79 mg CAE/g DW) que apresentaram
valores inferiores.

Quanto ao teor em flavonois verificou-se que na generalidade as espécies de
haléfitas estudadas possuem baixos niveis do mesmo, ndo tendo sido detetado este grupo
de compostos nas espécies A. macrostachyum, P. lentiscus, I. crithmoides, P. repens, S.
fragilis e S. p. alpini. A espécie que apresenta maior teor em flavonois € a Sporobolus sp.
com um teor de 46,0 mg QE/g DW, seguida da Salsola sp. (32,3 mg QE/g DW) e da C.
soldanella (28,3 mg QE/g DW). A espécie com menor teor desta classe de compostos é
a S. versicolor com um teor inferior a 1 mg QE/g DW, sendo que as restantes espécies

apresentam valores entre 1 e 25 mg QE/g DW.

Das 26 espécies estudadas, praticamente todas apresentaram teores de fendlicos
totais muito elevados, sendo que quinze espécies apresentaram valores superiores a 100
mg de GAE/g DW e, oito destas espécies apresentaram valores acima de 200 mg GAE/g
DW. Quanto as restantes espécies apresentaram valores também muito elevados, acima
dos 50 mg GAE/g DW, excetuando a C. erythraea (44,6 mg GAE/g DW), H. amplexicaulis
(38,9 mg GAE/g DW) e S. fragilis (39,7 mg GAE/g DW). As espécies com valores mais
elevados e mais significantes de fendlicos totais sdo a L. salicaria (279 mg GAE/g DW),
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seguida da C. mariscus (254 mg GAE/g DW), F. laevis (253 mg GAE/g DW) e da F.
pulverulenta (239 mg GAE/g DW).

Tabela 3.10 — Caracterizacdo fitoquimica dos diferentes extratos de espécies de haldfitas.

Espécies Acido Flavondis Fenolicos Flavonas / Taninos
Hidroxicindmico (mg QE/g Totais (mg Flavonois (mg CE/g
(mg CAE/g DW) DW) GAE/g DW) (mg QE/g DW)
A. macrostachyum | 21,7 +0,37" Nd 59,4 +0,98° 4,62?:\/(\)/,)279“ nd
A. tripolium 62,9 + 1,49° 9,91 + 1,101 223 +2,63¢ 3,71 +0,50" nd
C. soldanella 49,7 + 0,59¢ 28,3 +0,71° 145 + 4,32f 12,7 +0,39¢ nd
C. erythraea 24,9 + 1,29Km 3,27 £ 1,40 44,6 1,619 4,63 + 0,189 nd
C. mariscus 34,5+ 0,789 11,9 +0,84" 254 +2,26° 13,8 +0,20¢ 38,7 £2,217
F. laevis 39,4 + 0,47 16,2 + 0,43 253 +1,52° 12,8 +£0,31¢ nd
F. pulverulenta 44,4 +1,03% 25,6 + 1,42 239 + 4,61° 13,7 +0,17¢ nd
H. amplexicaulis 27,1 +0,95K 24,0+ 1,18¢ 38,9 + 0,784 18,1 + 0,25°¢ nd
. crithmoides 33,0+ 0,679 nd 141 + 3,83f 1,26 + 0,08 nd
L. monopetalum 30,8 +0,67" 12,7 +0,72" 249 +1,41° 13,8+0,26 6,63 +0,80°
L. salicaria 69,7 £ 0,812 13,2 £ 0,75% 279 £ 3,042 4,38 + 0,139 nd
Lactuca sp. 51,9+0,52° 20,3 +0,65¢ 115 + 2,21 10,6 + 0,24¢ nd
M. cristalinum 26,5 + 0,35 5,30 + 0,32« 93,7 + 2,844 2,96 + 0,08 nd
P. lentiscus 21,8+0,82" nd 130 + 3,59" 8,18 +0,31" 7,85+ 0,80°
P. maritima 23,5+0,34™ 2,18 £ 0,44'm 83,0 £2,23™ 3,25+ 0,11N nd
P. repens 17,1+0,61° nd 97,4 +2,53% 0,43 £ 0,09 nd
S. fragilis 9,79+ 1,14 nd 39,7 + 1,46¢ nd nd
S. p. alpini 22,4+£0,71™ nd 67,6 +2,16°% 0,56 + 0,05% nd
S. p. perennis 24,1 +1,02'mn 1,10 +1,36™ 75,7 £ 2,25™ 4,62 + 0,289 nd
S. ramosissima 33,6 +1,56%" 7,27 1,79 74,2 + 2,49 4,52 + 0,189 nd
S. rubra 30,6 + 0,941 13,6 +0,98%" 85,3 +1,72m 593+0,11¢ nd
Salsola sp. 42,6 £0,73¢ 32,3+0,89° 231 + 3,61 20,5+ 0,15° nd
Sporobolus sp 46,8 + 1,29¢ 46,0 £ 1,492 180 +4,93¢ 26,4 +0,432 nd
S. vermiculata 31,6 + 0,899 17,8 £ 1,01°f 134 + 2,629 13,3 £ 0,25¢ nd
S. versicolor 28,0 + 0,97V 0,83+ 1,10™ 123 + 4,431 1,68 + 0,39k nd
T. domingensis 31,9 +0,36%" 12,7 £0,52" 230 + 2,92 10,4 £0,07¢" 43,4 +1,74°

Extratos metandlicos (MeOH) das diferentes espécies de hal6fitas. Absorvancias lidas a 320nm (derivados do é&cido hidroxicindmico —
equivalentes de acido cafeico), 360nm (flavonois — equivalentes de quercetina), 725nm (fendlicos totais — equivalentes de acido galico),
420nm (flavonas/flavondis — equivalentes de quercetina) e 640nm (taninos — equivalentes de catequina). Os valores representam média +
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EP de 6 replicados para a concentragdo de 1 mg/mL (acido hidroxicinamico, flavonois, flavona/flavonol e taninos) e de 10 mg/mL
(fenodlicos totais). A negrito apresentam-se as espécies com maior teor detetado para cada grupo de fendélicos. nd, ndo detetado. O tratamento
estatistico foi feito para cada método entre diferentes extratos. Para a mesma coluna, letras diferentes sdo significativamente diferentes

(Teste Duncan, p < 0,05).

Relativamente ao teor em flavonas / flavonais, as espécies de haléfitas incluidas
neste trabalho possuem baixo teor na sua constituicdo sendo que na S. fragilis ndo foi
detetado este grupo de compostos. A espécie que apresenta maior teor é a Sporobolus sp.
com um teor de 26,4 mg QE/g DW, seguida da Salsola sp. (20,5 mg QE/g DW) e da H.
amplexicaulis (18,1 mg QE/g DW). As espécies com um teor mais reduzido de flavonas
/ flavonois sdo a P. repens e S. p. alpini com um teor inferior a 1 mg QE/g DW, sendo

que as restantes espécies apresentam valores entre 1 e 14 mg QE/g DW.

Por fim, as espécies C. mariscus, L. monopetalum, P. lentiscus e T. domingensis
sdo as Unicas que apresentaram na sua composicdo taninos, especialmente a T.
domingensis (43,4 mg CE/g DW), seguida de C. mariscus (38,7 mg CE/g DW), de P.
lentiscus (7,85 mg CE/g DW) e da L. monopetalum (6,63 mg CE/g DW).
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4. DISCUSSAO
4.1. ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

A atividade citotoxica in vitro das espécies de halofitas foi avaliada em quatro
linhas celulares tumorais, HepG2, HeLa, THP1 e SH-SY5Y através do método de MTT.
O método colorimétrico de MTT baseia-se na capacidade das células vivas reduzirem o
MTT em sais de formazao (Mosmann, 1983). Esta reducéo ocorre principalmente a nivel
da mitocondria pela acdo da enzima sucinato desidrogenase, fornecendo assim uma
medida da funcdo mitocondrial da célula. Assim, quanto menor a viabilidade da célula,
menor sera a quantidade de sais de formazdo formados, resultando numa menor

absorvancia.

Diversas plantas halofitas foram ja descritas como tendo atividade citotdxica,
entre elas a espécie Artemisia (células de cancro da mama), Arthrocnemum indicum
(adenocarcinoma coloretal), Glehnia littoralis e Tamarix gallica (adenocarcinoma do
célon), Zygophyllum album (cancro do pulmao e adenocarcinoma humano de célon) e J.
acutus (hepatocarcinoma humano) (Choi et al., 2013; Um et al., 2010; Boulaaba M. et
al., 2013; Ksouri et al., 2013; Rodrigues et al., 2014).

Para as quatro linhas celulares tumorais testadas, os melhores resultados foram
obtidos com os extratos de I. crithmoides, L. salicaria e C. soldanella, onde se verificou
uma reducao significativa da viabilidade celular, ap6s tratamento com a concentragéo de
125 pg/mL. A espécie C. soldanella reduziu a viabilidade celular em todas as linhas
tumorais avaliadas, apresentando-se mais citotoxica nas linhas HeLa e HepG2. De forma
a se avaliar o potencial antitumoral destes extratos foram calculados os respetivos ICso e
testados os extratos na linha celular ndo tumoral (S17), a concentracdo de 125 pg/mL,

para avaliacdo da sua seletividade.

Relativamente a seletividade dos extratos destas especies, verificou-se que,
quando calculadas a partir dos valores de ICso, a |. crithmoides revelou ser
significativamente seletiva para a linha tumoral THP1 relativamente a linha celular ndo
tumoral (S17), sendo que as restantes espécies nao se revelaram seletivas (Tabela 3.4).
No entanto, quando calculadas a partir dos valores de viabilidade celular a concentracao
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de 125 pg/mL, esta especie (I. crithmoides) nédo se revelou ser seletiva nesta mesma linha
em relacdo a linha S17, tal como o observado nas restantes espécies avaliadas. Isto
significa que, para a concentragéo de 125 pug/mL, a I. crithmoides apresenta-se igualmente
citotoxica para a linha tumoral THP1 e para a linha ndo tumoral (S17), mas em
concentracdes menores ja se revela significativamente mais seletiva para a linha tumoral
(THP1) em relacao a linha S17.

Segundo dos Santos et al. (2010), todos os extratos naturais que exibam valores
de ICso inferiores a 30 pg/mL s&o considerados fontes promissoras de compostos
antitumorais. A 1. crithmoides apresentou um ICso de 0,06 pg/mL para a linha tumoral
THP1 e, como ja foi referido anteriormente, esta espécie é significativamente seletiva
para esta linha em relagdo a linha ndo tumoral. Assim sendo, esta espécie revela-se uma
fonte promissora de compostos antitumorais. No entanto, este resultado podera ser um
erro, tendo em conta que s6 foram utilizadas diluicdes até 0,98 pug/mL, pelo que este
resultado devera ser confirmado, testando-se o seu efeito com dilui¢des inferiores. Um
estudo de Abdel-Wahab et al. (2008) mostrou que um extrato aquoso da I. crithmoides
foi seguro na neutralizacdo do stress oxidativo induzido pela ocratoxina A (carcinogénico
renal) e forneceu protecdo contra a sua citotoxicidade em ratinhos machos. Para além
disso, neste trabalho, o extrato de I. crithmoides revelou-se significativamente mais
seletivo para esta linha tumoral que o controlo positivo (etopdsido), indutor de morte de
células tumorais. O etopdsido é um dos compostos mais potentes utilizado no tratamento
de varios tipos de cancro como o dos testiculos e dos ovarios (Hande, 1998). Neste estudo,
0 etoposido revelou ser seletivo também para a linha THP1 (8,55), mas em comparacgéo
com a seletividade da I. crithmoides (958), esta espécie é 112 vezes mais seletiva que o

mesmo.

Tendo em conta os resultados obtidos neste estudo para a espécie I. crithmoides,
que devem ser confirmados com dilui¢des inferiores a 0,98 pg/mL, esta revela-se uma
potencial candidata para o desenvolvimento de novos estudos de avaliacdo do seu
potencial uso como droga anticancerigena ou como composto “guia” para a semi-sintese
ou sintese total de novos farmacos com eficiéncias / seletividades mais elevadas. A

pesquisa de compostos antitumorais e novos estudos de atividade antitumoral para esta
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espécie devem ser desenvolvidos também com diferentes métodos de extracdo (metanol,
agua, éter, entre outros) e outras linhas tumorais. Desta forma, a este trabalho deveriam
seguir-se outros com o objetivo de confirmar a seletividade deste extrato, proceder a sua
caracterizagdo quimica detalhada, de forma a se fazer a desreplicagdo e assim evitar a
pesquisa de compostos ja conhecidos, e se novos compostos forem detetados, prosseguir

com o seu isolamento e identificagéo.

Apesar dos restantes resultados obtidos para as diferentes linhas tumorais néo se
terem demonstrado seletivos comparativamente a linha ndo tumoral, o composto
anticancerigeno etoposido apresenta também citotoxicidade para as células S17. Para
além disso, este composto também ndo se revelou seletivo para as linhas HepG2, HelLa e
SH-SY5Y em relacdo as S17, mas a espécie C. soldanella mostrou ser mais seletiva para
a linha tumoral HepG2 e as espécies I. crithmoides e L. salicaria também foram mais
seletivas para a linha SH-SY5Y, em comparacdo com o etop6sido. No entanto, sdo
descritos diferentes niveis de sucesso com este medicamento no tratamento de diversos
tipos de cancro (Hande, 1998). Como tal, estas espécies poderdo também ser potenciais
alvos de pesquisa de compostos anticancerigenos, devendo-se fazer a caracterizacao
quimica detalhada para se evitar a pesquisa de compostos ja conhecidos e, caso se

descubram novos compostos, proceder ao seu isolamento e identificacéo.

A espécie C. soldanella, para além de reduzir drasticamente a viabilidade celular
nas linhas tumorais HepG2 e HelL a, também apresentou um ICso inferior a 30 pg/mL para
a linha HepG2 e, como ja referido anteriormente, segundo dos Santos et al., este extrato
¢ considerado uma fonte promissora de compostos antitumorais. Avaliando a sua
seletividade, observa-se que esta espécie apresenta uma seletividade para a linha tumoral
HepG2 muito superior ao etoposido (1,82 vs. 0,02). Assim sendo, e tendo em conta que
esta espécie apresenta compostos fendlicos na sua constituicdo que tém potencial
antitumoral (Ahn, 2012), pode ser interessante realizar um fracionamento bioguiado para
separacdo dos compostos toxicos para a linha tumoral dos nao toxicos para a linha ndo
tumoral, apds desreplicacdo das amostras, e posterior pesquisa da sua citotoxicidade para

as diferentes linhas tumorais.
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A maior parte dos farmacos utilizados para o tratamento de diversos cancros
possuem valores de citotoxicidade para as células ndo tumorais superiores aos das células
tumorais, tal como o observado neste estudo para o etoposido. Tendo isto em mente e
verificando-se uma evidente reducdo dréstica da viabilidade celular para as linhas HepG2
e HelLa (C. soldanella) e SH-SY5Y (L. salicaria), podera ser interessante efetuar-se um
estudo mais dirigido para a busca e isolamento de compostos anticancerigenos nestas
espécies. Através de um fracionamento bioguiado, separando os compostos toxicos para
as linhas tumorais daqueles toxicos para as linhas celulares ndo tumorais, pode-se
identificar os compostos responsaveis pela atividade citotoxica. Para além disso, estudos
efetuados na espécie L. salicaria mostram que esta tem atividade antitumoral, sendo que
0 extrato de etil acetato € altamente citotoxico para a linha celular T47D (carcinoma do
ducto mamério) e o extrato de cloroférmio fracionado é citotoxico para a linha K-562
(leucemia) e HT-29 (Mahnaz et al., 2011); compostos identificados nesta espécie tém
também atividades antitumorais para as linhas tumorais HT-29 e K-562, sendo que o
crescimento e proliferacdo destas linhas € predominantemente influenciado por
compostos derivados do triterpeno e esteroides desta planta (Manayi et al., 2013).

A P. lentiscus é a espécie mais investigada para a atividade antitumoral, sendo
esta eficaz contra as células do cancro coloretal, de préstata e leucemia (Bozorgi et al.,
2013). Neste estudo ndo obtivemos reducdes na viabilidade celular das linhas celulares
tumorais avaliadas, este fato poderéa ter a ver com o tipo de extracdo utilizada (acetona) e
com a parte da planta investigada (parte aérea). Outros fatores também poderdo estar
envolvidos na falta de atividade antitumoral verificada neste estudo, uma vez que a
producdo de compostos por parte destas plantas estd intimamente relacionada com o
stress a que sdo submetidas, a altura em que a planta tera sido colhida e as caracteristicas
do biotopo aquando da colheita, podem influenciar a producdo de compostos que lhes

permite sobreviver em condi¢cBes ambientais desfavoraveis.

4.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada através dos métodos de DPPH

e ABTS. Ambos consistem na medicdo da capacidade de captacdo/neutralizacdo de
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radicais livres, observando-se uma perda de cor e consequentemente uma diminuicao da
absorvancia medida a um comprimento de onda de 517nm (DPPH) e a 734nm (ABTS)
(Brand-Williams et al., 1995; Re et al. (1999); Hou et al., 2004; Elmastas et al., 2007;
Sahaa et al., 2008; Chattopadhyay et al., 2009).

A composicdo de um extrato em termos de compostos com atividade antioxidante
depende dos métodos de extracdo e do solvente utilizado. A acetona, solvente usado na
extracdo das haldfitas, tem uma elevada polaridade, portanto serd de esperar que 0s
extratos apresentem elevados compostos polares extraidos. Quanto maior a constitui¢ao
em substancias polares maior a capacidade antioxidante dos extratos (Alves et al., 2010),
portanto sera de esperar que 0s extratos destas espécies tenham elevadas atividades

antioxidantes.

Com o método do DPPH, das treze espécies que se revelaram ativas, as espécies
F. pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria, F. laevis e C. mariscus apresentaram valores
de atividade antioxidante superiores ao controlo positivo BHT. Estudos prévios também
exibiram atividade antioxidante de extratos polares da L. salicaria, corroborando os
resultados deste estudo (Coban et al., 2003; Tunalier et al., 2007; Manayi et al.,2013). O
mesmo também se verificou para a P. lentiscus que varios estudos de diferentes partes da
planta mostraram atividade antioxidante (Hosseinzadeh et al., 2012; Bozorgi et al.,2013).
Relativamente as espécies F. pulverulenta e F. laevis, até a data ndo ha relatos de
propriedades antioxidantes, no entanto, para a espécie F. thymifolia L., pertencente ao
mesmo género, um estudo mostrou que a sua atividade antioxidante era tanto maior
quanto maior a polaridade do extrato, sendo que o extrato de metanol conduziu a melhores
resultados de atividade antioxidante comparativamente ao de cloroférmio (Wided et al.,
2011). Tendo em conta este fato, para as espécies que demonstraram atividades
antioxidantes superiores a do controlo positivo isto pode ser devido a seletividade do
solvente para extracdo de certos grupos fendlicos. De fato, varios estudos mostraram que
a natureza dos solventes, notavelmente a polaridade, tém diferentes capacidades de
extracdo e qualidades de compostos fendlicos nas plantas (Wided et al., 2011).

As espécies que também mostraram atividade antioxidante para o DPPH (inferior

ao controlo positivo) foram: A. tripolium, C. soldanella, L. monopetalum, Lactuca sp.,
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Salsola sp., Sporobolus sp., S. vermiculata e T. domingensis. Um estudo realizado com
duas espécies diferentes de Limoniastrum mostrou que o extrato metandlico da L.
monopetalum ndo tem atividade antioxidante para o DPPH (Debouba et al., 2013); no
entanto neste estudo foi demonstrado que o extrato de acetona possui atividade
antioxidante bastante elevada para o DPPH (80,1%) proxima do controlo positivo (BHT:
82,3%). Este fato pode ter a ver com o tipo de compostos extraidos com cada um dos
solventes e de acordo com os resultados aqui obtidos, o extrato acetdnico parece ter uma
maior seletividade para compostos polares com propriedades antioxidantes
comparativamente ao extrato metandlico. Relativamente a Lactuca sp. ndo ha relatos da
sua atividade antioxidante, no entanto, a espécie L. sativa possui elevadas atividades
antioxidantes para o DPHH (Liu et al., 2007). Também para a A. tripolium ndo ha relatos
de atividade antioxidante, no entanto diferentes extratos (etil acetato, butanol, metanol,
aquoso) da espécie A. scaber mostraram atividade antioxidante do DPPH tendo-se obtido
os valores mais elevados para o etil acetato, composto mais polar (Thiruvengadam et al.,
2014), e também mostrou atividade para o ABTS com o extrato metanolico (Lee et al.,
2013).

Relativamente ao ABTS, nove espécies apresentaram atividade antioxidante,
nomeadamente C. mariscus, F. laevis, F. pulverulenta, L. monopetalum, L. salicaria, P.
lentiscus, Salsola sp., S. vermiculata e T. domingensis, das quais apenas a L. salicaria
apresentou um valor superior ao controlo positivo BHT (95,3%). Todas as espécies que
apresentaram atividade antioxidante para o ABTS também tiveram atividade antioxidante
para 0 DPPH; no entanto, as espécies Salsola sp., Lactuca sp., L. monopetalum, C.
soldanella e A. tripolium apresentaram valores de atividade antioxidante dispares para
ambos os métodos com diferencas superiores a 20% de atividade antioxidante de um
método para o outro, sendo mais ativas no método de DPPH. Segundo Alves et al. (2010),
0 tempo de reacdo necessario para a sequestracdo dos radicais € um fator importante na
eficiéncia antirradicalar, sendo que quanto maior o tempo de incubacdo maior sera a
eficiéncia e consequentes atividades antioxidantes. Como tal, a diferenca entre os
periodos de incubacdo utilizados para os dois métodos, 30 min no método de DPPH e 6
min no caso do ABTS pode explicar as diferengas na atividade antioxidante para os dois

radicais. As espécies A. tripolium, C. soldanella, Lactuca sp. e Sporobolus sp. foram
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apenas ativas para o0 método de DPPH, apresentando valores inferiores a 50% para o
ABTS. Isto também podera ser explicado com a eficiéncia antirradicalar e o tempo de
incubacdo, no entanto, também podera ser devido a capacidade antirradicalar dos
constituintes do extrato, sendo que poderdo ter um maior teor em compostos capazes de

reduzir o radical DPPH em comparacdo com o ABTS.

Um estudo efetuado com extratos aquosos e metandlicos da S. vermiculata
também ndo mostraram atividades antioxidantes do ABTS para esta espécie (Alali et al.,
2007), no entanto o extrato acetonico desta espécie revelou ter atividades antioxidantes
elevadas neste trabalho (76,8%). Tal como o explicado anteriormente, isto pode significar
gue o extrato acetonico tem uma maior seletividade para compostos polares antioxidantes
em compara¢do com o metandlico. Ja para a espécie Salsola sp. ndo ha relatos de
atividades antioxidantes, tendo sido a primeira vez que esta atividade é descrita para esta
espécie. Outro estudo mostrou que a T. domingensis também possui elevada atividade
antioxidante, revelando que as fracbes de hexano, etil acetato e metanol tiveram valores

elevados de equivalentes do Trolox (padrdo no método de ABTS) (Sardar et al., 2014).

As especies F. pulverulenta, L. salicaria e P. lentiscus tiveram valores de ICso
semelhantes ou inferiores ao controlo positivo BHT para ambos os métodos, sendo que a
L. salicaria foi a Unica espécie com um valor inferior ao BHT. As atividades antioxidantes
para estas espécies foram descritas também por outros autores, como ja referido
anteriormente, assim sendo, as espécies F. pulverulenta, P. lentiscus e L. salicaria tém o
maior potencial antioxidante comparativamente com as restantes espécies que
demonstraram também atividade antioxidante. A L. salicaria é, realmente, a espécie de
maior destaque uma vez que apresenta valores superiores de atividade antioxidante e ICso
inferiores aos do controlo positivo para ambos os métodos avaliados, e também diversos
estudos demonstraram o seu potencial antioxidante (Coban et al., 2003; Tunalier et al.,
2007; Manayi et al.,2013).

Para as espécies C. mariscus, C. soldanella e Sporobolus sp., até a data ndo ha
informacdes sobre as suas propriedades antioxidantes, nem para 0s respetivos generos,

tendo sido pela primeira vez aqui descrito o seu potencial antioxidante.
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Sabe-se que os compostos antioxidantes tém diversas aplicacdes a nivel das
industrias farmacéuticas, alimentares e cosméticas. A busca de antioxidantes naturais para
substituicdo de antioxidantes sintéticos usados na industria alimentar para conservagdo
dos alimentos tem-se revelado intensiva e de grande importancia, tendo em conta os riscos
associados ao uso de antioxidantes sintéticos (Sindhi et al., 2013). Também na industria
farmacéutica, a pesquisa de compostos antioxidantes naturais se revela importante tendo
em conta que cada vez mais doencas estdo associadas a processos oxidativos como o
cancro, diabetes, doencas neurodegenerativas, entre outras (Sindhi et al., 2013). J& na
cosmeética, este tipo de compostos sdo usados em cremes e lo¢Ges para retardar 0 processo
de envelhecimento e para protecéo contra os raios solares (Sindhi et al., 2013). As plantas
sdo cada vez mais utilizadas para a pesquisa deste tipo de compostos, assim sendo as
espécies S. vermiculata, F. pulverulenta, P. lentiscus, L. monopetalum, Salsola sp., L.
salicaria, T. domingensis, F. laevis e C. mariscus revelam-se cada vez mais promissoras
para a pesquisa e isolamento deste tipo de compostos uma vez que constituem um

reservatorio natural dos mesmos.

4.3. ATIVIDADE QUELANTE

O ferro e 0 cobre sdo dois i6es importantes para o funcionamento normal dos
organismos. Sabe-se que 0 excesso de ferro no organismo, principalmente a nivel
cerebral, estd associado ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a
doenca de Parkinson (Dexter et al., 1987; Riederer et al., 1989; Connor et al., 1992) e a
doenca de Alzheimer (Connor et al., 1992; Qian e Wang, 1998; Thompson et al., 2003).
Relativamente ao cobre, sabe-se que a sua acumulacdo nomeadamente no liquido
cerebrospinal pode provocar a doenca de Alzheimer e muitas outras doencas neuroldgicas
(Roos et al., 2006).

A atividade quelante do Fe?* foi determinada pela formagéo do complexo Fe?*-
ferrozina, e a atividade quelante do Cu?* foi determinada usando o PV. Pela avaliagdo da
atividade quelante dos iGes metalicos Fe?* e Cu?* de varios extratos de diferentes espécies
de haldfitas e, comparando os resultados obtidos para ambos, verifica-se que as espécies

mais ativas foram a F. pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria e a F. laevis, sendo que a
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F. pulverulenta e a L. salicaria apresentaram atividade quelante para ambos os ides. A L.
salicaria revelou ser a mais ativa para ambos o0s i6es com valores de ICso proximos ao

controlo positivo EDTA.

As espécies F. laevis, F. pulverulenta, L. salicaria e P. lentiscus apresentam
atividades quelantes do Cu?* muito elevadas e tendo em conta que compostos com
atividade gquelante para este ido podem ser usados para contrariar o inicio e/ou progressao
da doenca de Alzheimer (Roos et al., 2006), revelam-se muito promissoras para a
pesquisa de compostos para o seu tratamento. De fato existem evidéncias que suportam
uma ligacdo entre o aumento da concentracdo de iGes cobre e geracdo de ROS em
pacientes com Alzheimer e na morte celular neuronal (Gaeta et. Hider, 2005). Estes dados
indicam que a acumulagéo de cobre tem um impacto significativo na geracdo de ROS e
pode ser em parte responsavel pelo aumento nos parametros globais de stress oxidativo

observados no Alzheimer (Custodio et al., 2012).

Relativamente a atividade quelante do ferro, as espécies L. salicaria e P. lentiscus
apresentaram-se as mais ativas para este ido tal como ja descrito na literatura. Um estudo
realizado para a L. salicaria avaliou o seu potencial quelante para o Fe?* como medida de
atividade antioxidante onde se verificou que um extrato de etanol (70%) das flores desta
espécie possui uma boa atividade redutora para este ido (Jamshidi et al., 2013). Quanto a
espécie P. lentiscus ndo ha relatos do seu potencial quelante, no entanto a espécie P.
atlantica subsp. mutica apresenta atividade quelante a concentracdo de 1 mg/mL quase
quatro vezes menor comparativamente ao EDTA a 0,037 mg/mL, tendo capacidade
ligeiramente eficaz para ligacdo ao ferro (Bozorgi et al.,2013). Tendo em conta 0s
resultados aqui obtidos e os descritos na literatura, estas espécies constituem fortes
candidatas a pesquisa de compostos quelantes do ferro para tratamento de diversas
doencas neurodegenerativas, incluindo o Parkinson e o Alzheimer. De fato, niveis
anormalmente elevados de ferro foram demonstrados em diversas doengas
neurodegenerativas, sendo que os niveis elevados de ferro no cérebro tem sido implicado
como um dos maiores geradores de ROS capazes de danificar moléculas biologicas como
lipidos, hidratos de carbono, proteinas e acidos nucleicos (Qian e Wang, 1998). O stress

oxidativo que resulta de niveis elevados de ferro e, possivelmente também de defeitos nos
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mecanismos de defesa antioxidantes, acredita-se ser uma das causas responsaveis pela
morte neuronal em doencas neurodegenerativas, sendo que a sobre-expressao do recetor
para a lactotransferrina no cérebro estd associada aos niveis elevados de ferro
intraneuronal e a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na doencga de Parkinson
(Qian e Qin, 1998).

Para as espécies F. laevis e F. pulverulenta, nada é sabido acerca do seu potencial
quelante para estes ides, assim como também nada ¢ sabido para o respetivo género, tendo
sido descrito neste trabalho, pela primeira vez, o seu potencial promissor como quelantes

do cobre.

Das restantes espécies de halofitas avaliadas, as espécies T. domingensis e A.
macrostachyum estfo descritas como detentoras de atividade quelante para os ides Cu?
e Fe?*, respetivamente (Sardar et al., 2014; Custodio et al., 2012); no entanto, neste
trabalho, ndo obtivemos resultados favoraveis a atividade quelante para estas espécies. A
atividade quelante depende do solvente usado para extracdo dos compostos devido a
presenca de diferentes potenciais antioxidantes no extrato, sendo que 0s compostos que
apresentam polaridades mais elevadas sdo responsaveis pela atividade quelante destes
i0es (Sardar et al., 2014). Neste estudo o solvente utilizado para extracdo foi a acetona,
pelo que seria de esperar uma forte composicdo em compostos polares para estes extratos
e consequentes elevadas atividades quelantes, no entanto 0 mesmo ndo se observou,
tendo-se obtido poucas espécies com atividade quelante neste trabalho. Isto podera ser
explicado, uma vez mais, pelas condi¢cdes de colheita das plantas e da parte da planta
utilizada na investigacdo, sendo que a altura em que a planta tera sido colhida e as
caracteristicas do biétopo aquando da colheita podem influenciar a producdo de
compostos que lhes permite sobreviver em condi¢des ambientais desfavoraveis e,
também, as diferentes partes da planta usadas para o estudo poderdo conter teores

diferentes de compostos com atividade quelante.

4.4. ATIVIDADE DESPIGMENTANTE

A atividade despigmentante dos extratos de plantas halofitas foi avaliada pelo

método de inibicdo da tirosinase segundo Nerya et al. (2003). A tirosinase é uma enzima
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envolvida na biossintese da melanina, e por consequéncia realiza um papel importante na

determinacdo da cor de pele, da iris e cabelo.

A tirosinase é uma importante enzima responsavel pela formacéo da melanina,
catalisando as duas primeiras etapas na melanogénese em mamiferos. Para além da
pigmentacdo da pele é também responsavel por reacGes de escurecimento enzimatico em
frutos danificados durante o seu manuseio e processamento pds-colheita. Os inibidores
da tirosinase sdo importantes tanto para 0 Seu uso na cosmética como na industria
alimentar (Chang, 2009). Os produtos de branqueamento de pele podem ser usados para
a cosmética a fim de se obter uma aparéncia mais clara de pele mas também podem ser
usados para o tratamento de doencas de pigmentacdo como 0 melasma ou a

hiperpigmentacdo pos-inflamatoria (Smit et al., 2009; Gillbro et al.,2011).

A espécie P. lentiscus foi a Unica que mostrou atividade inibitdria da tirosinase,
tendo apresentado uma inibicdo muito superior ao controlo positivo arbutina. A arbutina
é um O-B-D-glucosido da hidroquinona, sendo usada como uma substancia farmacéutica
muito importante com propriedades desinfetantes (em doengas genito-urinérias) e
também despigmentantes como agentes de clareamento da pele (Pop et al., 2009). Esta
espécie para além de possuir uma atividade inibitoria da tirosinase muito superior a
arbutina (67,5% vs. 89,5%, respetivamente) também possui um valor de ICso
significativamente inferior comparativamente com este composto revelando ser
necessaria uma quantidade muito menor deste extrato para inibir 50% da atividade da
tirosinase. Até a data, ndo existem relatos de atividade inibitdria da tirosinase para esta
espécie, nem mesmo para o seu género (Bozorgi et al., 2013), sendo aqui descrito pela
primeira vez 0 seu potencial promissor como agente de clareamento da pele. A
hidroquinona, um efetivo agente clareador da pele, foi banida do mercado devido a
preocupacOes sérias na sua seguranca, tendo sido associada com mutagenicidade e
aumento da incidéncia de ocronose nos paises Africanos (Smit et al.,2009). A arbutina é
uma forma glicosilada da hidroquinona que também apresenta citotoxicidade para as
células, por este motivo um derivado da arbutina foi sintetizado mostrando uma

citotoxicidade muito inferior a esta (Smit et al., 2009).
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Somando este fato ao resultado obtido pela P. lentiscus comparativamente a
arbutina na inibicdo da tirosinase e tendo em conta que, hoje em dia, é percetivel
utilizacdo de diferentes produtos naturais na grande variedade de produtos
despigmentantes disponiveis comercialmente (Smit et al., 2009), esta espécie é uma
potencial fonte de biocompostos mais seguros para tratamento de doencas provocadas
pela acumulacdo de melanina, para uso na cosmética ou na industria alimentar. Pelo que
é impreterivel o estudo da mesma para isolacdo dos seus componentes ativos e 0 seu efeito

na inibicdo da tirosinase e reducdo da pigmentagéo.

Relativamente as outras espécies utilizadas neste trabalho, até a data também néao
ha relatos de atividade inibitdria da tirosinase, no entanto, para o género Salicornia, a
espécie S. herbacea mostrou ter atividade para esta enzima. Segundo Sung et al. (2009)
esta espécie inibiu a tirosinase em 54% comparativamente a arbutina, exibindo um maior

e mais potente efeito inibitdrio que a mesma (Sung et al., 2009; Smit et al., 2009).

4.5. CARACTERIZACAO QUIMICA

Para a caracterizacdo quimica dos extratos foi determinado o seu contetdo total
de fendlicos, flavonois, flavonas/flavonol e taninos por espetrofotometria. Os compostos
fenolicos sdo constituidos pelo menos por um anel aroméatico com um ou mais grupos
hidroxilo ligados e séo classificados como flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides
sdo compostos polifendlicos cujas subclasses principais sdo as flavonas, os flavonadis,
isoflavonas, flavanonas e antocianidinas; os ndo-flavonoides compreendem os acidos
fenolicos (Del Rio et al., 2013). Como tal, nos ensaios de caracterizacao fitoquimica dos
extratos de plantas hal6fitas foi avaliado o seu teor em compostos fendlicos néo
flavonoides (&cido hidroxicinamico, fendis totais e taninos) e flavonoides (flavona e
flavonois). Para avaliacdo do teor em fenois totais foi usado o método de F-C que mede
fendlicos totais e outros substratos de oxidacdo, sendo que o0s outros substratos de
oxidacao presentes numa amostra podem interferir na mensuragéo dos fendlicos totais de

uma maneira inibitoria, aditiva ou de reforgo (Dai et al.,2010).

Dentro dos flavonoides, os flavondis ocorrem amplamente pelo reino das plantas

sendo 0s mais comuns a quercetina, canferol, isoramnetina e a miricetina (Del Rio et al.,
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2013). As flavonas sdo estruturalmente semelhantes aos flavondis. Relativamente aos
compostos ndo flavonoides, os acidos fenolicos constituem outra classe principal de
fendlicos no reino das plantas e, ocorrem na forma de esteres, glicésidos ou amidos, mas
raramente na forma livre. Os derivados do &cido hidroxicindmico constituem compostos
fenolicos das paredes celulares das plantas desempenhando um papel critico durante o
crescimento da planta, protegendo-a contra infecdo, feridas e radiacédo ultra violeta (UV)
(Dai e Mumper, 2010; Tsao, 2010; Del Rio et al., 2013).

Estudos referentes a quercetina mostraram que os seus metabolitos (quercetina-
3¢-O-sulfato, quercetina-3-O-glucuronida e isoramnetina-3-O-glucuronida) tém
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e modulacdo da funcao endotelial
(Del Rio et al., 2013). Vérios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar o
efeito de alimentos ricos em flavonoides em fatores de risco de doencas cardiovasculares,
incluindo hipertensdo, disfuncdo endotelial, metabolismo dos lipidos e ativacdo de
plaquetas, onde se verificou que componentes como a quercetina e os flavan-3-ols tém a
capacidade de melhorar a funcdo vascular, diminuir a pressao sanguinea, aumentar os

niveis de colesterol HDL e diminuir niveis de colesterol LDL (Del Rio et al., 2013).

Os taninos sdo outros compostos ndo flavonoides e podem dividir-se em dois
grupos, taninos hidrolizaveis e taninos condensados, possuindo um grande potencial para
formar ligagdes com outros oxidantes de plantas (Del Rio et al., 2013). Estudos realizados
em elagitaninos, subgrupo dos taninos, relacionaram a sua presenca com atividades
antiproliferativas em células HelLa (Ross et al., 2007). McDougall et al. sugeriu que o
composto principal relacionado com a inibicdo do crescimento de células tumorais pode
ser os elagitaninos do género Rubus (framboesa, amora artico, amoras silvestres) e
morango (Dai e Mumper, 2010; Del Rio et al.; 2013).

Neste trabalho, a espécie I. crithmoides revelou-se uma forte candidata para a
pesquisa de compostos anticancerigenos e segundo Abdel-Wahab et al. (2008) um extrato
aquoso desta espécie foi seguro na neutralizacdo do stress oxidativo da ocratoxina A
(carcinogeénico renal) e forneceu protecéo contra a sua citotoxicidade em ratinhos machos.
Relativamente a caracterizacdo quimica desta espécie observa-se que a mesma é

significativamente rica em fendlicos totais. Segundo Del Rio et al. (2013) estes
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compostos tém diversas atividades descritas incluindo atividade antitumoral e, como tal,
a atividade antitumoral da espécie I. crithmoides podera ser atribuida a estes compostos.
De fato, extratos ricos em fendlicos ou polifendis isolados de diferentes plantas ediveis
tém sido estudados num numero de linhas celulares tumorais representando diferentes
fases evolutivas do cancro. Extratos de frutos silvestres (amoras, framboesas, mirtilos,
morangos) e os polifendis isolados de morangos incluindo antocianinas, canferol,
quercetina, esteres de acido comarico e eldgico, mostraram inibir o crescimento de linhas
celulares tumorais da mama, do colon, da prostata e de cancro oral humano com diferentes
sensibilidades entre linhas celulares (Dai e Mumper, 2010). Segundo Ross et al. (2006),
os elagitaninos relacionam-se com a inibicdo do crescimento de celulas tumorais e
portanto, seria de esperar que as espécies que contivessem taninos na sua constituicdo se
apresentassem mais citotdxicas para a linha HeLa, no entanto o mesmo n&o se verificou,
possivelmente porque a sua constituicdo em taninos é relativamente baixa comparada

com os restantes compostos fenolicos.

A atividade antioxidante relatada das frutas tem sido atribuida também aos
polifendis. Estes suprimem a geracéo de radicais livres reduzindo a taxa de oxidagao pela
inibicdo da formacdo ou desativando espécies reativas e precursores dos radicais livres
(Dai e Mumper, 2010; Del Rio et al.; 2013). Neste trabalho, as espécies que apresentaram
atividade antioxidante correspondem as espécies que se mostraram mais ricas em
compostos fenolicos, sendo que as espécies F. pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria, F.
laevis e C. mariscus, que apresentaram valores superiores e mais significantes que o
controlo positivo BHT para o método de DPPH foram também as que apresentaram 0s
valores mais elevados de teor de fendlicos totais na sua constituicdo. Esta observacao
podera ser sugestiva de que estes compostos (fendlicos totais) serdo os responsaveis pela
atividade antioxidante destas plantas, tendo em conta que as mesmas apresentaram
valores muito inferiores de teores para os restantes compostos fendlicos. Um estudo
realizado com a F. thymifolia mostrou que esta é rica em polifendis, acidos gordos e
taninos, possuindo atividades antioxidante e quelante do ferro (Wided et al., 2011).
Varios estudos mostraram que a natureza dos solventes, notavelmente a polaridade, tém
diferentes capacidades de extracdo e qualidades de compostos fendlicos nas plantas

(Wided et al., 2011). De acordo com o observado neste trabalho, Bozorgi et al. (2013)
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também mostrou que a espécie P. lentiscus é rica em compostos fenolicos totais (acido
galico) e em catequina e epicatequina, sendo que o &cido gélico foi introduzido como
composto antioxidante e antimutagénico. Estes resultados corroboram os nossos, uma vez
que esta espécie é mais rica em fenolicos totais (&4cido galico) e possivelmente estes serdo
0s responsaveis pela sua atividade antioxidante. Investigacdes do perfil fitoquimico da L.
salicaria mostram que a mesma possui &cidos fendlicos, flavonoides, taninos,
antocianinas, glicésidos, triterpendides e acidos organicos, sendo que 0s taninos seriam o
maior componente desta espécie (Jamshidi et al., 2013). Este trabalho demonstrou que
esta espécie foi das mais ricas em derivados do acido hidroxicindmico e em fendlicos
totais, ndo tendo demonstrado a presenca de taninos. Esta diferenca entre o descrito na
literatura e o observado neste trabalho relativamente a constituicdo em taninos desta
espécie podera ter a ver com a época e condi¢des de colheita desta espécie ou até mesmo
com o tipo de solvente utilizado na extracdo. A atividade antioxidante desta espécie pode
ser atribuida principalmente a presenca de compostos fendlicos (Jamshidi et al., 2013).
Os fendlicos, como produtos de metabolitos secundarios das plantas, sdo de elevado
interesse nas inddstrias farmacéuticas e alimentares devido a sua atividade antioxidante
(Jamshidi et al., 2013).

Em suma, na literatura os compostos fendlicos sdo intensivamente estudados e
associados a prevencdo de vérias doencas cronicas como compostos antioxidantes.
Relativamente as espécies aqui testadas para procura de compostos fendlicos, verificou-
se gue as espécies mais ricas em compostos flavonoides foram a C. soldanella, Salsola
sp. e Sporobolus sp., revelando que estas poderdo ser potenciais fontes promissoras de
novos compostos desconhecidos e boas candidatas para a pesquisa de possiveis
aplicacdes na prevencao de certas doencas cardiovasculares e de varios tipos de cancro.
A realizacdo de uma caracteriza¢do quimica detalhada (metabolémica) destas espécies
pode revelar-nos quais 0s compostos responsaveis pelas suas diferentes atividades e, para
além disso, potenciais aplicacdes futuras. De fato, um estudo realizado na espécie C.
soldanella mostrou que € constituida por inimeros compostos flavonoides, especialmente
glicosidos do canferol (Ahn et al., 2012); outro estudo realizado em espécies do género
salsola mostraram que espécies deste género sdo ricas em flavonoides, terpendides,

alcaloides, saponinas, antraquinonas e hidratos de carbono (Munir et al., 2014).
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Os compostos ndo flavonoides sdo o0s mais associados com as atividades
antioxidantes e antitumorais, pelo que as espécies mais ricas nestes compostos (A.
tripolium, C. mariscus, F. laevis, F. pulverulenta, 1. crithmoides, L. monopetalum, L.
salicaria, Lactuca sp., P. lentiscus, Sporobolus sp., S. vermiculata, S. versicolor e T.
domingensis) poderdo ser potenciais fontes promissoras de compostos conhecidos e,
eventualmente, desconhecidos, e também boas candidatas a investigacfes mais dirigidas
para a pesquisa de possiveis aplica¢cBes antitumorais noutras linhas celulares ainda ndo
testadas. Estudos realizados nas espécies P. lentiscus, L. salicaria e espécies pertencentes
ao género Frankenia, mostraram que entre os constituintes destas espécies, elas seriam
ricas em compostos ndo flavonoides (fendlicos totais), tal como referido anteriormente
(Wided et al., 2011; Bozorgi et al., 2013; Jamshidi et al., 2013). Relativamente a A.
tripolium ndo hé relatos do seu perfil fitoquimico, no entanto, a espécie A. glehni revelou
possuir derivados do canferol e acidos fendlicos no seu extrato de agua etanol (7:3)
(Nugroho et al., 2012). A Lactuca sativa é rica em fendlicos totais (Liu et al., 2005), o
mesmo se observa neste trabalho para a espécie Lactuca sp. Segundo Rasheed et al.
(2013) espécies do genero Salsola apresentaram-se ricas em derivados do &cido
hidroxicinamico, flavonoides, derivados de acidos gordos e alcaloides (Rasheed et al.,
2013), neste trabalho a espécie S. vermiculata apenas se revelou rica em fenolicos totais,
sendo que estas diferencas para a literatura poderao ter a ver, mais uma vez, com o tipo
de extracdo efetuada, com as condigdes de colheita e com as partes estudadas da planta.
Por fim, um estudo efetuado a T. domingensis foi de encontro aos achados neste trabalho,
revelando que esta espécie é rica em fenolicos totais para os diferentes tipos de extracdo

utilizados (hexano, metanol, cloroférmio, etil acetato e 4gua) (Sardar et al., 2014).

Para as espécies C. mariscus, I. crithmoides, Sporobolus sp. e S. versicolor e seus

respetivos géneros nao foram encontrados relatos do seu perfil fitoquimico.
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5. CONCLUSAO / PERSPETIVAS FUTURAS

Varias espécies de plantas haldfitas foram descritas na literatura como tendo
diversas atividades biologicas tais como antioxidante, antimicrobiana e antitumoral. Este
trabalho teve como objetivos a avaliacdo do potencial antitumoral in vitro de extratos
naturais de diversas espécies de plantas hal6fitas comuns no Algarve e avaliagdo das suas
propriedades antioxidantes, neuroprotetoras e despigmentantes in vitro, bem como fazer

uma avaliacéo preliminar do perfil fitoquimico dos extratos.

O cancro é uma doenca que afeta milhdes de pessoas no mundo, sendo que as
taxas de incidéncia e mortalidade tém apresentado um aumento progressivo ao longo dos
anos, como tal torna-se imperativa uma investigacao constante nesta area. Neste trabalho,
os resultados obtidos para a atividade antitumoral sugerem que a espécie I. crithmoides é
uma potencial candidata para o desenvolvimento de novos estudos de avaliacdo do seu
potencial uso como droga anticancerigena ou como composto “guia” para a semi-sintese
ou sintese total de novas drogas efetivas. Esta espécie é também significativamente rica
em fendlicos totais descritos na literatura como detentores de diversas atividades
incluindo atividade antitumoral. A este trabalho devem seguir-se outros com o objetivo
de confirmar a seletividade da I. crithmoides, proceder a sua caracterizagdo quimica
detalhada, de forma a se fazer a desreplicacdo e assim evitar a pesquisa de compostos ja
conhecidos, e se novos compostos forem detetados, prosseguir com o seu isolamento e
identificacdo. A pesquisa de compostos antitumorais e novos estudos de atividade
antitumoral para esta espécie devem ser desenvolvidos também com diferentes métodos

de extracdo (metanol, 4gua, éter, entre outros) e diferentes linhas tumorais.

O metabolismo normal das células produz ROS e 0 seu excesso no organismo tem
efeitos prejudiciais. As plantas cada vez mais tém sido utilizadas para a pesquisa de
compostos naturais de antioxidantes. Os resultados obtidos neste estudo mostram que as
espécies S. vermiculata, F. pulverulenta, P. lentiscus, L. monopetalum, Salsola sp., L.
salicaria, T. domingensis, F. laevis e C. mariscus sdo fontes promissoras de compostos
antioxidantes, constituindo fortes reservatorios naturais para a pesquisa e isolamento

destes compostos.
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Pela avaliacdo da atividade quelante dos ides metalicos Fe?* e Cu?* as espécies F.
pulverulenta, P. lentiscus, L. salicaria e a F. laevis sdo fontes de potenciais biocompostos

para tratamento de doencas causadas por acumulo destes ides metalicos.

Os produtos de branqueamento de pele podem ser usados para a cosmética a fim
de se obter uma aparéncia mais clara de pele mas também podem ser usados para 0
tratamento de doencas de pigmentacdo como o melasma ou a hiperpigmentacdo pés
inflamatoria. Os resultados obtidos para a atividade despigmentante mostram que a P.
lentiscus é uma potencial fonte de biocompostos mais seguros para tratamento de doengas
provocadas pela acumulacdo de melanina, para uso na cosmética ou na industria

alimentar.

Os compostos fendlicos sdo intensivamente estudados e associados a prevencao
de vérias doengas cronicas como compostos antioxidantes. As espécies C. soldanella,
Salsola sp. e Sporobolus sp., sdo fontes promissoras de compostos flavonoides e
excelentes candidatos para futuras pesquisas em possiveis aplicaces para prevencao de
doencas cardiovasculares e de varios tipos de cancro. Os compostos nao flavonoides séo
0s mais associados com as atividades antioxidantes e antitumorais e as espécies A.
tripolium, C. soldanella, C. mariscus, F. laevis, F. pulverulenta, I. crithmoides, L.
monopetalum, L. salicaria, Lactuca sp., P. lentiscus, Salsola sp., Sporobolus sp., S.
vermiculata, S. versicolor e T. domingensis sdo potenciais alvos de investigacdes mais
dirigidas & pesquisa de possiveis aplica¢des antitumorais noutras linhas celulares ainda

ndo testadas e diferentes métodos de extracgéo.

Em suma, este trabalho mostra o forte potencial biomédico destas plantas como
fontes naturais de compostos com possiveis aplicacdes em diversas atividades bioldgicas
como antioxidantes, despigmentantes, neuroprotetoras e antitumorais, assim sendo
podem ser usadas na prevencdo e tratamento de varias doengas como O cancro,
inflamacdo, Alzheimer, Parkinson, melasma, entre outras. Neste contexto, as espécies
halofitas tém sido consideradas uma fonte importante de novos compostos ativos com

aplicacdes na industria farmacéutica, alimentar e cosmética.
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