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Resumo

A Diabetes mellitus (Dm) é uma doenca metabdlica resultante de alteragcGes no
metabolismo da glucose e/ou deficiente producdo/acéo da insulina. O presente trabalho
tem como objetivo principal estudar in vitro a potencial capacidade antioxidante e
antidiabética de extratos aquosos de espécies de plantas da regido do Algarve
(Aristolochia baetica L., Chelidonium majus L., Dittrichia viscosa L. e Lavandula virilis
L.).

Os métodos usados na analise da atividade antioxidante foram: o TPC, o TFC, o
TAA, o FRAP, o RP e o método do radical DPPH. Para analisar a atividade
antidiabética usaram-se 0s ensaios enzimaticos de inibicdo da a — glucosidade e da a-
amilase.

Segundo os resultados obtidos, das plantas estudadas, os extratos aquosos de D.
viscosa foram os que apresentaram uma melhor atividade antioxidante (1132,99 + 19,54
mg TE/g ps no FRAP, 623,35 + 24,02 mg TE/g ps no método RP e um valor de 1Cs, de
25,85 + 0,75 pg/mL no método DPPH) bem como os mais elevados valores de contetido
em compostos fenolicos totais obtidos (477,10 £ 22,29 mg GAE/g ps) e dos mais
elevados em flavonoides totais (22,87 + 1,73 mg QE/g ps). Foram também os extratos
aquosos desta planta que revelaram a melhor atividade inibitoria no ensaio de inibicdo
da a-glucosidase (ICsp de 0,61 = 0,06 mg/mL), revelando ser mais potente que o
controlo positivo de acarbose que apresentou um ICso de 35,17 + 3,25 mg/mL. Por sua
vez, o0s extratos aquosos de C. majus foram os que em geral apresentaram as piores
atividades antioxidante e antidiabética.

Dado a elevada correlagdo obtida tanto entre o TPC como entre a atividade
antioxidante e a atividade inibitéria da a-glucosidase, sugere-se que 0S COMPpOStos
fenolicos tenham uma relevante contribuicdo antioxidante e antidiabética na prevencéo
e terapéutica da Dm, nomeadamente no caso de D. viscosa, no entanto estudos futuros

adicionais serdo necessarios.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Antioxidantes, Enzimas, Extratos de plantas.
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Abstract

Diabetes mellitus (Dm) is a metabolic disease that result from changes in
glucose's metabolism and/or deficient insulin prodution/action. The main goal of present
work is to study in vitro the potential antioxidant capacity and antidiabetic of aqueous
extracts of plants species of the Algarve region (Aristolochia baetica L., Chelidonium
majus L., Dittrichia viscosa L. e Lavandula virilis L.).

The methods used in the analysis of antioxidant activity were: TPC, TFC, TAA,
FRAP, RP and DPPH radical method. To analyze the anti-diabetic activity, the
enzymatic inhibition assays of a-glucosidase and a-amylase were used.

According to the results, the aqueous extracts of D. viscosa showed the best
antioxidant activity (1132,99 = 19,54 mg TE/g dw in FRAP, 623,35 + 24,02 mg TE/g
dw in the RP method and an ICs, value of 25,85 £ 0,75 pg/mL in the DPPH method) as
well as the highest content values in total phenolic compounds obtained (477,10 + 22,29
mg GAE/g dw) and the highest in total flavonoids (22,87 £ 1,73 mg QE/g dw). Aqueous
extracts from this plant were also found to show the best inhibitory activity in the a-
glucosidase inhibition assay (ICsp of 0.61 + 0.06 mg/ml), which was shown to be more
potent than the positive control acarbose which showed an 1Csq of 35,17 + 3,25 mg/mL.
On the other hand, aqueous extracts of C. majus were the ones that presented the worst
antioxidant and antidiabetic activities.

Once the high correlation obtained among the TPC, the antioxidant activity and
the inhibitory activity of a-glucosidase, it is suggested that the phenolic compounds
have a relevant antioxidant and antidiabetic contribution in the prevention and
therapeutics of DM, namely in the case of D. viscosa, however additional future studies

will be required.

Key-words: Diabetes mellitus, Antioxidants, Enzymes, Plant extracts.
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PARTE |
1. Diabetes

1.1. Descoberta e Definicao

A Diabetes mellitus (Dm) foi pela primeira vez descrita nos anos de 1500 a.C.,
pelos Egipcios, através do papiro de Ebers, no qual descreveram sintomas que
caracterizam a politria (eliminacdo de urina em excesso) (1,2). Por seu tempo, 0s
Medicos Indianos (400-500 a.C.) chamaram-lhe urina de mel pois atraia as formigas.
Mais tarde Aretaeus (80-138 d.C.), Médico Grego, justificou a designacdo da doenca.
Segundo este, o termo Diabetes vém da palavra grega "sifao" (correr pelo "sifdao") pois
estes doentes perdiam quantidades tdo elevadas de liquidos através da urina que nédo
conseguiam saciar a sede e mellitus pelo facto de essa urina ter um sabor doce como 0
mel (1). Por sua vez, o Médico Arabe Avicena (960-1037 d.C.) descreveu as suas
caracteristicas clinicas e algumas complicacdes como a neuropatia periférica, gangrena
e disfuncéo erétil (3). E finalmente em 1812, o New England Journal of Medicine and

Surgery reconheceu a Dm como uma patologia clinica (2).

1.2. Caracterizacéo e Etiologia

Atualmente a Dm é uma doenca cronica de natureza metabolica resultante de
uma deficiéncia na producéo e secre¢éo de insulina pelo pancreas ou da combinacdo da
diminuicdo da resposta periférica pelos orgdos a insulina (resisténcia a insulina) com
uma producdo de insulina insuficiente para compensar a resisténcia. Em ambas as
situacOes, caso a doenca ndo se encontre controlada, ocorre um aumento anormal dos
niveis de glucose sanguineos (hiperglicémia) e distirbios no metabolismo dos hidratos
de carbono, lipidos e proteinas. Estes a longo prazo sdo responsaveis por causar de
forma progressiva lesdes em diversos orgdos do organismo, nomeadamente a nivel da
membrana endotelial incluindo assim 0s vasos sanguineos, rins e sistema nervoso que
podem originar ainda outras complicagcdes, como as doencas cardiovasculares e renais,
cataratas/retinopatia e Ulceras (4-6). Além destes fatores, a presenca de hiperlipidemia,

hipertensdo e o stress oxidativo também aumentam o risco de complicagdes (7,8).
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A insulina € uma hormona de natureza proteica sintetizada pelas células p dos
ilhéus de Langerhans do pancreas enddcrino em resposta a diversos estimulos (como
elevados niveis de glucose em circulacdo, farmacos da classe das sulfonilureias e o
aminodcido arginina), sendo a glucose o mais importante. E responsavel pela regulago
do metabolismo energético e utilizacdo adequada de glucose através da agdo em
principalmente trés tecidos, o hepético, 0 muscular e o adiposo. No figado promove a
libertacdo de glucose para a circulacdo sanguinea e acelera o seu metabolismo. Se esta
existir em excesso € promovido o seu armazenamento sob a forma de glicogénio (9).
Atua também por ligacéo aos recetores de insulina na membrana celular ativando-os e
induzindo acBes metabolicas variadas que facilitam a entrada da glicose presente na
circulacdo sanguinea para o seu interior (células musculares esqueléticas e células
adiposas). No caso das células cerebrais, da retina, tubulares renais, intestinais,
germinativas e dos globulos vermelhos ndo é necessario a insulina, pois as suas

membranas celulares sdo ja permeaveis a glicose (10).

1.3. Epidemiologia

Nos ultimos anos tém havido um aumento da incidéncia da Dm, sendo que de
acordo com previses futuras da Federacdo Internacional da Diabetes (FID), a tendéncia
ird se manter, prevendo-se que em 2040, haja um aumento da incidéncia em cerca de
200 milhdes de casos, sendo um dos principais problemas de salde da atualidade (7).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da FID, atualmente
cerca de 422 milhdes de pessoas no mundo, o0 equivalente a 1 em 11 pessoas adultas, é
afetada por um dos tipos de expressdo da doenca, sendo que quase metade (46,5%)
destas pessoas ndao tem a doenca diagnosticada. Existe também uma elevada
mortalidade associada a doenca, pelo que todos os anos, cerca de, 1,5 milhdes de
pessoas morrem devido a esta patologia (11,12).

Adicionalmente aos elevados nimeros de mortes associadas a doenga, 0s custos
que esta acarreta para os servicos de saude sdo também elevados, sendo que cerca de
12% das despesas globais (673 bilides de dolares americanos) em salde sao
despendidas na gestdo da doenca (11).

Em Portugal, no ano de 2016, 9,2% da populacdo estava afetada pela Dm

(havendo maior prevaléncia no sexo masculino que feminino), sendo que destes, 59,8%



Diabetes: analise in-vitro da atividade antioxidante e antidiabética de quatro extratos de plantas da regido do Algarve

tinha excesso de peso, um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca. Além disso, cerca de 11 mil pessoas (0,11% da populacdo nacional) morreram
devido a doenca e fatores associados (como a elevada glicémia), o que corresponde a

5% das mortes ocorridas durante este ano e a sexta causa de morte (13).

1.4. Fisiopatologia

Nas pessoas saudaveis, ap0s a ingestdo de uma refeicdo ocorre a digestdo dos
hidratos de carbono e absorcdo da glucose, o que se reflete num aumento dos seus
niveis sanguineos, que por sua vez estimula a secrecdo pelas células  pancredticas de
insulina resultando num aumento do transporte, biotransformacdo e armazenamento da
glucose nos tecidos adiposo e muscular. Adicionalmente, em situagdes de jejum, a falta
de glucose no sangue € provida pelo figado (glucogendlise), sendo usada pelo cérebro,
sem qualquer dependéncia da insulina. Além disso aquando do armazenamento da
glucose, a insulina também inibe a secrecdo de glucagon pelas células a do pancreas e
baixa a concentracao sérica de acidos gordos levando a uma diminuicdo da producédo da
glucose hepatica (8).

Na Dm a falta de insulina ou resisténcia a insulina pelas células no organismo
resulta na reducdo da absorcdo de glucose pelos tecidos o que por sua vez resulta em
hipoglicemia intracelular e hiperglicemia extracelular. A hipoglicemia intracelular
provoca glucogendlise e gluconeogénese que leva a degradacdo das gorduras (causando
cetoacidose diabética) e diminui a sintese de proteinas e gamaglobulinas (causando
caquexia, polifagia e deficiente cicatrizacdo de feridas), por outro lado a hiperglicemia
extracelular pode resultar em coma hiperglicémico, e além da polidria, entre outras
complicacBes (cardiovasculares, renais, neuropaticas, susceptiblidade a infecoes).
Nestas situacOes, a secrecdo de glucagon nao € inibida pela presenca de glucose (14).

O aparecimento, progressdo e complicagdes da doenca estdo relacionados com
os efeitos "toxicos" dos elevados niveis de glucose em circulagdo juntamente com
alteracdes bioquimicas no metabolismo lipidico, stress oxidativo induzido por espécies
reativas (radicais livres), inflamagdes cronicas nomeadamente a nivel endotelial,
hipoxia e isquemia de tecidos (15,16). Assim, um individuo diabético tém um aumento
do risco para 4 vezes de doenca arterial coronaria (enfarte do miocardio e angina de

peito) e para 10 vezes de doenga vascular periférica em relagdo a um individuo ndo
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diabético o que promove um aumento de 3 a 4 vezes de hipdteses de morte por doencas

cardiovasculares (16,17).

1.5. Classificacéo

Assim a Dm pode classificar-se em trés tipos principais, em funcdo do

mecanismo que promove a hiperglicémia (4-6,18):

Diabetes insulino-dependente (tipo 1) resultante da destruicdo autoimune das
células B do pancreas devido a presenca de genes de susceptiblidade (em mais de
95% dos casos) ou de origem idiopatica (menos de 5% dos casos), caracterizando-
se pela auséncia de producdo de insulina por estas células (Quadro 1.5.1);

Diabetes ndo insulino-dependente (tipo 2) resultante da resisténcia a insulina por
parte das células (devido a fatores genéticos, ambientais e a inflamacdo) e ao
aumento da libertacdo de glucose pelo figado. Por outro lado, pode existir uma
deficiéncia na secre¢do da insulina (devido a deposicdo de polipéptidos amiloides
nas células B ou glicotoxicidade) que ndo compensa a necessidade de insulina
decorrente da resisténcia celular (Quadro 1.5.1);

Diabetes gestacional, uma forma de intolerancia a glucose com inicio ou
manifestacdo durante a gravidez (normalmente no 3° semestre), sendo um fator de
risco para o desenvolvimento de Dm tipo 2 pds-gravidez. Ocorre em 2 a 10% das

gravidezes.

1.6. Diagnostico

A Dm é diagnosticada pela verificacdo de um dos seguintes critérios (4,5,19):

Medicéo de valores de glucose no plasma em jejum >126 mg/dL;

Medicéo de valores de glucose no plasma ocasionalmente >200 mg/dL e
presenca dos sintomas classicos da doenga;

Medicéo de valores de glucose no plasma > 200 mg/dL duas horas apds a prova
de toleréancia a glucose oral (PTGO) com ingestdo de 75 g de glicose;

Medicao da hemoglobina glicada Alc (HbAlc) > 6,5% .
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Quadro 2.5.1. Comparacdo da Diabetes mellitus tipo 1 e 2 (4,6,18).

Tipo 1

Tipo 2

Prevaléncia

Idade de manifestacao

Predisposicao genética

Estilos de vida e Doengas

Sensibilidade celular a
insulina

Sinais e Sintomas

Cerca de 5 a 10% dos casos
Antes dos 30 anos,
maioritariamente na infancia
ou adolescéncia
Reduzida
Associada a doenca autoimune

ou fatores ambientais (virus)

Normal

Caracterizada por cetoacidose,

glicosuria, poliuria, polidipsia,
fraqueza, perda de peso,

Cerca de 90 a 95% dos casos
Apds os 30 anos, normalmente

de forma lenta e insidiosa

Moderada
Associada a excessiva
ingestdo alimentar,
sedentarismo, obesidade,
hipertenséo e dislipidemia
Reduzida

Caracterizada por glicosuria,
polidria, polidipsia e infecdes
fungicas

polifagia e astenia

No entanto, de acordo com a Dire¢cdo-Geral de Saude (DGS) e da Associacdo
Americana da Diabetes (ADA), no caso de pessoas que nao revelem os sintomas, o
diagnostico de diabetes ndo devera ser fundamentado num unico valor de glicemia em
jejum ou de HbAlc anormal. Nestas situacdes é necessario a realizagdo de uma segunda
analise, uma a duas semanas depois, para confirmagdo do diagndstico (19,20). Além
disso determinados acontecimentos podem surtir em hiperglicemia pontual,
nomeadamente em condicdes de stress agudo infecioso, traumatico, circulatério ou
outros, sendo neste caso transitéria ndo devendo por si sO ser considerada como
diagnostico de Dm (21).

Por outro lado, a pessoa estara em risco de desenvolver Dm (ou outra doenga
cardiovascular) se manifestar hiperglicémia intermédia, na qual apresenta niveis de
glucose no sangue superiores ao normal, ndo sendo, contudo, suficientemente elevados
para serem classificados como Dm (22). Esta situacdo ocorre se (4,5,20):

= Os valores de glucose no plasma se encontrarem, em jejum, entre 100 e 125

mg/dL, situacdo denominada de anomalia da glicemia em jejum;
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= Os valores de glucose no plasma se encontrarem, ocasionalmente, entre 140 e
199 mg/dL situacdo denominada de tolerancia a glucose diminuida;
= A HbAIc se encontrar entre 5,7 e 6,4%.

1.7. Controlo e Tratamento

A presenga da doenca controlada caracteriza-se por niveis de glicémia dentro de
certos limites, o mais proximos possivel da normalidade, bem como a manutengéo de
um peso, tensao arterial e perfil lipidico adequado. De acordo com varios fatores (idade,
tipo de vida, duracdo da doenga, existéncia de outras doencas), definem-se que valores
de glicemia cada pessoa devera ter em jejum e depois das refei¢cbes. Assim, para a
monitorizacdo da doenca devem ser regulamente medidos o nivel de glicose no sangue
(testes de glicémia capilar) assim como trimestralmente a determinacdo da HbAlc (22).

A terapéutica da Dm, para além da vertente farmacoldgica, devera ter sempre
presente a vertente ndo farmacoldgica, pelo que os estilos de vida desempenham um
papel fundamental. Os objetivos do tratamento da doenca baseiam-se assim no controlo
da glicémia minimizando episddios de hiper ou hipoglicémia, na reducdo sinais e
sintomas, na prevencdo de futuras complicacGes e na melhoria da qualidade de vida
(18).

Desta forma, pressupBe-se a ado¢do de uma dieta e refeicdes equilibradas, a ndo
ingestdo de alcool ou tabaco e a pratica de exercicio fisico e caso estes ndo permitam
isoladamente o controlo da doenca, a terapéutica com farmacos que reduzam os niveis
de glucose em circulagdo, incluindo assim a administragéo de insulina (na Dm tipo 1)
e/ou farmacos anti-hiperglicémicos/hipoglicemiantes orais (na Dm tipo 2) (5).

Conforme referido anteriormente a abordagem terapéutica dos dois tipos
principais da doenca é distinta. Na Dm tipo 1 recorre-se quase exclusivamente a
insulinoterapia maioritariamente por via subcutanea, sendo esta classificada de acordo
com a sua duragdo de acdo, em insulinas de agdo curta, intermédia ou longa. Esta
hormona sintética, administrada em periodos estratégicos, ird desempenhar as funcgdes
fisiologicas da insulina humana no organismo, mimetizando o perfil de libertacdo das
células B pancreaticas (4). Assim em funcdo da sua duracdo de acdo ird cobrir as

necessidades basais ou prandiais de insulina (18).
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No caso da Dm tipo 2, os farmacos anti-hiperglicémicos/hipoglicemiantes orais
sdo a primeira linha da terapéutica, podendo em casos avancados ser considerada a
insulinoterapia. Em Portugal, estdo atualmente disponiveis oito classes de farmacos
orais distribuidas em funcdo do seu mecanismo de acdo, que sdo usadas em
monoterapia, terapéutica dupla ou terapéutica tripla (4,18):
= Farmacos que estimulam a secre¢cdo de insulina onde se destacam as
sulfunilureias como a glibenclamida, glicazida, glipizida e glimepirida;
= Farmacos que reduzem os niveis de glucose em resultado da sua acéo ao nivel
do figado, musculo e tecido adiposo onde se incluem as biguanidas como a
metformina e as tiazolidinedionas (TZD) ou glitazonas como a rosiglitazona e a
pioglitazona;
= Farmacos que atuam na absor¢do de glicose como os inibidores das a-
glucosidases intestinais onde se destaca a acarbose;
= Farmacos que mimetizam o efeito das incretinas ou prolongam a sua acdo onde
se incluem os inibidores da dipeptilpeptidase IV (DPP-4) como a sitagliptina, a
vildagliptina, a saxagliptina e a linagliptina e os agonistas dos receptores da
GLP-1 (glucagon-like peptide-1) como o liraglutido;
» Féarmacos que sdo inibidores dos co-transportadores de sodio e glicose tipo 2
(SGLT2) como a dapagliflozina.

2. Radicais Livres, Stress Oxidativo e Diabetes

A atividade metabodlica (processos bioquimicos e fisiol6gicos) de um organismo
envolve diversas reagdes oxidativas que resultam em parte na formacdo de espécies
reativas. Estas espécies tém um importante papel na origem da vida e evolucao
bioldgica tanto a nivel da sinalizacdo celular como no normal crescimento e
metabolismo celular, no entanto também sdo responsaveis por causar danos nos tecidos
e promover o processo de envelhecimento. Além disso, estas moléculas contribuem para
0 aparecimento de diversas doencas inflamatdrias e cardiovasculares e Varios tipos de
cancro (7,23-25).

O inicio da teoria dos radicais livres (espécies reativas) nos sistemas biologicos
ocorreu com os trabalhos de Harman (1956), nos quais foi proposto o papel destes

compostos no processo de envelhecimento. Anteriormente ja Gershman et al (1954)
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tinha mencionado a toxicidade das formas de oxigénio parcialmente reduzidas. Desde
ai, o conhecimento neste assunto tem vindo a evoluir conhecendo-se a agora melhor a
origem e papel destas moléculas (7).

Estas moléculas, coletivamente denominadas por espécies reativas de oxigénio
(ROS) caracterizam-se pela sua reatividade e por serem capazes de receber ou doar
eletrbes, pois ttm um eletrdo de valéncia desemparelhado. Assim reagem com
moléculas estaveis, retirando eletrdes, iniciando assim reacdes em cadeia (15,26).

Sd0 produtos do metabolismo humano por natureza, sendo formadas
continuamente a partir de reacGes de oxidacdo-reducdo que ocorrem no organismo,
maioritariamente na respiragdo aerdbia (a nivel mitocondrial, na cadeia transportadora
de eletrbes), mas também em algumas reacdes inflamatdrias e imunes mediadas por
células. Incluem radicais livres (qualquer espécie com um ou mais eletrdes
desemparelhados) como o anido superdéxido (O, -), radicais hidroxilo (OH-) e espécies
ndo radicalares como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singleto (*O,)
(7,23,24,27,28).

Tratam-se de espécies que em baixas a moderadas concentracdes desempenham
importantes funcdes bioldgicas, como o relaxamento do muasculo liso, metabolismo de
xenobioticos e na resposta imune (“explosdo respiratéria” dos fagdcitos para matar
microrganismos) (29,30). No entanto, em elevadas concentracdes sdo também capazes
de induzir reaces em cadeia a nivel celular responsaveis por alteragdes em importantes
biomoléculas como os hidratos de carbono, proteinas, lipidos (peroxidacao lipidica) e
acidos nucleicos (podendo desencadear mutacdes). Atuam como pro-oxidantes nestas
moléculas seja pela remocdo de um atomo de hidrogénio deixando um eletrdo
desemparelhado, seja pela remocdo direta de um eletrdo deixando estas moléculas com
eletrbes desemparelhados (7,23,24,27,28).

Esta situacdo vai ultrapassar as defesas antioxidantes celulares produzindo uma
situacdo denominada de stress oxidativo que se caracteriza por uma série de reacdes
metabolicas onde participa o oxigénio originando um desequilibrio celular redox entre
pro-oxidantes/antioxidantes Figura 2.1. (7,31). Este esta envolvido direta ou
indiretamente no desenvolvimento e progressdo de diversas doencas cronicas e
degenerativas de causas multifactoriais, como a aterosclerose, Dm, doenga de
Alzheimer, enfarte agudo do miocardio, choque séptico, doencas inflamatorias (artrite
reumatoide, pancreatite e doencgas inflamatorias intestinais), seja por muta¢es nos

acidos nucleicos, oxidacgéo proteica ou peroxidacao lipidica (7,23,24,27,29). No entanto
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a progressdo dessas doencas pode ser retardada pela minimizagdo deste desequilibrio
responsavel pela producéo destas espécies. E neste sentido que os antioxidantes tém um
relevante papel, pois mantém os niveis de radicais livres baixos evitando que ocorra este
desequilibrio dinamico (7,23,29,32).

®

[

AntOx

ROS
I )

Figura 2.1. Desequilibrio celular redox. Exemplificacdo/Paralelismo do desequilibrio entre a
producdo de radicais livres (ROS) e a quantidade dos respetivos antioxidantes (AntOx)
presentes no meio responsaveis pelo desenvolvimento do stress oxidativo com os pratos de uma
balanca.

Além disso fatores externos também contribuem para a formacdo destas
moléculas ao ponto do ser humano estar constantemente exposto a radicais livres. As
principais fontes sdo a poluicdo, radiacdo eletromagnética e o fumo de cigarro (24). Os
farmacos como a doxorrubicina, o paracetamol e a nimesulida resultam também numa
importante fonte de ROS (15).

A presenca de Dm, caracterizada pela hiperglicémia, através da sua
fisiopatologia promove o aumento do stress oxidativo no organismo, dado que, entre
outros aspetos, é promovida a auto-oxidacdo da glucose e a consequente formacao de
radicais livres (17,33). No caso da Dm tipo 2, a hiperglicemia pés-prandial contribui
adicionalmente para um aumento da producdo de radicais livres, especialmente de ROS
que originam lesGes oxidativas nos tecidos, nomeadamente inflamacdo e as
complicagdes diabéticas como a lesdo endotelial, doengas cardiovasculares, nefropatia,
neuropatia e retinopatia (7,8,29,34).

Assim, a hiperglicémia extracelular e hipoglicémia intracelular, em geral,
estimulam a formacdo de ROS tanto durante a fosforilacdo oxidativa a nivel
mitocondrial (em maior quantidade, em particular o 10 superoxido bastante reativo)
onde existe acumulacdo em excesso de triglicéridos nomeadamente nas células
hepéticas e musculares, como pela glicosilacdo de proteinas, auto-oxidagdo da glucose,
a atividade da NADPH oxidase a nivel renal e vascular (fonte de energia nos
eritrocitos), a atividade da lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase (COX) e xantina
oxidoredutase (XO), oxido nitrico sintase (NOS) e citocromo P450. Este estado resulta

num decréscimo dos niveis plasmaticos de vitaminas C e E assim como de outros
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antioxidantes enddgenos e na reducdo da funcdo dos antioxidantes enziméticos. No seu
conjunto, estas espécies promovem o stress oxidativo, degenerando a secrecdo e acdo da
insulina estimulada pela glucose, acelerando assim a progressdo e evolucdo da doenca
(7,15,25,31,35,36). Uma manutencdo dos niveis de glucose sanguineos normais,
evitando picos pos-prandiais, reduzird em parte o stress oxidativo por esta via originado
(37).

Além disso, em condicbes fisiologicas, durante a acdo da insulina séo
produzidos ROS que promovem a maximizagdo da sua funcdo fisiologica (regulacao
positiva), no entanto, aquando de niveis de glicemia alterados estes também regulam
negativamente a sua fungdo promovendo o desenvolvimento de resisténcia a insulina,
compensada inicialmente pela hiperinsulinémia, a qual € um fator de risco para o
desenvolvimento de Dm tipo 2 (15,30,31).

Por outro lado, as células B pancreaticas sdo particularmente sensiveis as ROS,
dado que sdo células que tém baixos niveis de antioxidantes capazes de neutralizar
eficientemente as espécies reativas (por exemplo, a regeneracdo da glutationa é
retardada na presenca de altos niveis de glucose), o que promove a disfuncdo das células
B, um segundo fator de risco para o desenvolvimento de Dm tipo 2 (25,36,37).

O stress oxidativo tém assim um importante papel no desenvolvimento e
progressdo da doenca (Figura 2.2.), desde o estado de pré-diabetes até ao diagnostico
definitivo da doenca, sendo que em funcdo dos niveis de antioxidantes e da
susceptiblidade dos tecidos assim o nivel de disfun¢do das células B e da resisténcia a
insulina e o desenvolvimento das complicagdes, nomeadamente cardiovasculares
(25,31,36).

Existem ainda moléculas, denominadas de biomarcadores, que ao acumularem-
se no organismo, evidenciam a lesdo provocada pelo stress oxidativo na Dm, entre eles
o malondialdeido (formado na peroxidacdo lipidica), a baixa razdo glutationa
reduzida/oxidada (GSH/GSSG), moléculas glicadas, isoprostanos (biomarcadores da
peroxidacdo lipidica), 3-nitro-tirosina (NO,-Tyr) e alteracdo nos niveis das vitaminas A,
C e E (7,25,30).
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Resisténcia & insulina > Hiperinsulinémia ‘
pelas células do tecido

muscular e adiposo
Excesso de calorias - Transporte glucose

ingeridas l | l

Susceptiblidade Genética
Hiperglicémia
I_) Diabetes
Stress Oxidativo T
l —){ Disfungdo células B ‘
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Figura 2.2. Patogénese da Diabetes mellitus tipo 2. Esquema sumaério ilustrativo dos fatores
internos (estilo de vida, hereditariedade, stress oxidativo, resisténcia a insulina e inflamac&o)
envolvidos na patogénese da doenca. Adaptado de Tangvarasittichai S. (figura 8) (2015) (15)

3. Atividade Antioxidante

No sentido de combater os efeitos prejudiciais dos ROS e outros radicais livres o
organismo humano desenvolveu algumas capacidades antioxidantes para fornecer uma
protecdo eficiente contra os efeitos prejudiciais destas espécies resultantes do processo
natural da respiracéo aerdbia e metabolismo (7,27,29).

De acordo com a definicdo de Halliwell & Gutteridge (1989) (38), os
"antioxidantes sdo substancias que, mesmo presentes em baixas concentragdes
relativamente a um substrato oxidavel, inibem ou previnem significativamente a
oxidagédo desse mesmo substrato".

Neste sentido o organismo dispde de um sistema antioxidante integrado (Figura
3.1.) que engloba componentes de varias naturezas obtendo outros compostos através da
dieta. Estes compostos complementam-se sinergicamente na sua funcdo, podendo
dividir-se em dois grandes grupos em funcdo da natureza quimica: enzimaticos e nao
enzimaticos (ou de baixo peso molecular). Os enzimaticos incluem proteinas como a
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) que
reagem com as espécies reativas sendo recicladas em seguida ou seja, sdo enzimas que

removem/inativam os ROS (basta uma pequena quantidade de enzima para a funcéo).
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Os ndo enzimaticos incluem: grandes moléculas como a albumina; minerais como o
zinco e o selénio; moléculas hidrossolGveis como o acido ascorbico (vitamina C),
glutationa (GSH), bilirrubina e acido urico; moléculas lipossollveis como o a-tocoferol
(vitamina E), coenzima Qo e carotenoides; compostos fendlicos como os flavonoides e
os &cidos fendlicos. Estes interagem com as espécies radicalares sendo consumidos
durante a reagéo (7,23,26,29).

Fontes Externas Fontes Internas
Radiagdo, Poluigcdo, Tabaco, Hiperglicémia, NADPH oxidase, Respiracdo
Farmacos Celular, Processo inflamatoério

N\ .

Radicais Livres — ROS
0, -, OH:, H,0,, !0

l<—

Enzimaticos
. CAT, GPx, SOD
(. Stress Oxidativo ) N3o-enzimaticos
T Albumina, Zn, Se, vitamina C e E, GSH,
l bilirrubina, acido urico, coenzima Q,,
caratondides, flavondides e acidos
Lesdo Celular fendlicos

Resisténcia a insulina,
Disfungao das células

Figura 3.1. Resumo do papel dos antioxidantes na cadeia génese de lesdo celular. Adaptado de
Ullah et al, 2016 (25). ROS- espécies reativas de oxigénio; CAT- catalase; GPx — glutationa
peroxidase; SOD — superéxido dismutase; GSH- glutationa

Os antioxidantes também podem ser classificados em funcdo da sua origem
como enddgenos ou exdgenos (naturais ou sintéticos). Os antioxidantes enzimaticos,
como CAT, SOD e GPx sdo os principais com origem enddgena, responsaveis por
metabolizar e eliminar intermediarios téxicos. Ja os de origem exogena sdo
maioritariamente obtidos da dieta e incluem as vitaminas C e E, carotenoides e 0s
compostos fendlicos. Adicionalmente, em funcdo do seu mecanismo de acdo,
classificam-se ainda em primarios, se sdo capazes de doar atomos de hidrogénio ao
radical tornando-o estavel (flavonoides, a-tocoferol e acido ascorbico), secundarios, se
reagem com os radicais iniciadores da reacdo e co-antioxidantes se atuam em
sinergismo (ao combinar acido ascorbico com o a-tocoferol, o primeiro é capaz de
restaurar as baixas concentragdes do segundo) (23,24,26).

Estes compostos eliminam os ROS e outros radicais livres através de diversos

mecanismos e a VArios niveis, seja por: atuarem como substrato para oxidagdo (doam
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atomos de hidrogénio ou eletrbes ao radical), finalizando assim as reagdes oxidativas
em cadeia, ao converter estas espécies em substancias mais estaveis e, em principio,
inofensivas ao organismo; promoverem a captura dos radicais livres; formarem quelatos
com 0s metais (27,29,39). Além disso demonstram em maior ou menor extensdo
atividades anti-inflamatdrias, anti-aterosclerdticas, anti-tumorais, anti-bacterianas e anti-
viricas, dai a sua importancia na prevencao/tratamento de diversas doencas e suas

complicacdes como é o caso da Dm e outras doencas associadas ao envelhecimento
(24).
LOO- )Q Vitamina E )g 2 GSH
LOOH Vitamina E - GSSH
Figura 3.2. Esquema exemplificativo do mecanismo de acdo do antioxidante Vitamina E

perante o radical (LOO-) formado durante a peroxidacao lipidica. Adaptado de Boots, 2008
(29).

Como se verifica na Figura 3.2., durante o processo, 0 antioxidante vitamina E
doa um eletrdo ao radical LOO-, ficando na sua forma oxidada (vitamina E-), que em
seguida é reduzida pela GSH regenerando-se novamente a forma antioxidante da
vitamina E.

Assim, cada tipo de antioxidante tem a sua atividade prdpria, num dado
compartimento celular e produtos especificos, dai a necessidade da enorme variedade de
antioxidantes (29).

A sua poténcia antioxidante depende da sua estrutura, tamanho dos grupos
funcionais presentes e sua localizacdo (presenca de farmaco6foros antioxidantes). No
caso dos compostos fendlicos a deslocalizagdo eletronica em torno do nicleo aromatico,
a presenca de atomos de hidrogénio nos grupos hidroxilo (-OH) adjacentes ao anel e a
presenca do grupo carbonilo (-C=0) estabilizam os radicais livres dado a estabilizagéo
por efeito de ressonancia criada (40,41).

A obtencdo destes compostos a partir da alimentacdo (chés, alimentos
funcionais) tem sido associada & diminui¢do das consequéncias negativas provocadas
pelo stress oxidativo no organismo humano e a prevencao de varias patologias como o
cancro, doencas neuroldgicas e cardiovasculares (29,41). Este facto € suportado por

possiveis acdes sinergistas que existe entre estes compostos e outros presentes quando
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presentes na matriz natural, bem como depende da sua absorcdo, distribuigéo,
metabolismo e eliminacdo (42). Além disso evitam-se o0s efeitos secundarios e
toxicidade associados aos antioxidantes sintéticos (butilhidroxianisol - BHA e
butilhidroxitolueno - BHT) (27,43,44).

No caso da Dm, os antioxidantes e a sua atividade tém especial importancia pois
0 desenvolvimento e progressdo da doenga estd associado ao stress oxidativo,
nomeadamente a nivel das células beta-pancreaticas e por outro lado as complicacfes da
doenca normalmente sdo acompanhadas por um aumento da producéo de radicais livres
e falha das defesas antioxidantes (7,24,31). A ingestdo extra de antioxidantes mostrou
ainda reduzir o risco de desenvolver a doenca (29,45,46).

Estes compostos podem assim manter o equilibrio pro-oxidantes/antioxidantes
além de preservarem a funcéo das células beta-pancreaticas e 0 mRNA insulinico (7).
Adicionalmente, a combinacdo de farmacos hipoglicémicos promovem o controlo da

glicémia prevenindo as complicacgdes diabéticas (31).

3.1. Compostos Antioxidantes Naturais

O uso de antioxidantes de origem natural vem desde a antiguidade ainda de que
de forma empirica, no entanto atualmente tém aumentado o interesse pela descoberta de
novos antioxidantes desta origem, nomeadamente pelos que sdo isolados de plantas,
com o intuito de sintetizar novos compostos mais seguros ou aperfeicoar os ja existentes
(27,29,34,47).

Além disso tém sido apresentadas evidencias cientificas que comprovam 0s seus
beneficios para a salde, especialmente na prevencdo de véarias doencas humanas onde
estd implicado o stress oxidativo, entre as quais a Dm, além de diversas aplicacdes na
cosmeética (29,34,39,48).

Neste &mbito os compostos de natureza fenolica, aléem das vitaminas C, E e
carotenoides, tém se destacado por um lado pela sua abundante distribuicdo nas plantas
e por outro lado pelas suas propriedades bioldgicas como a elevada capacidade de
capturar e reduzir radicais livres, inibindo ou reduzindo assim o stress oxidativo que a
tantas doencas esta associado, como € o caso da Dm (34,44,47,49).

Os compostos fenolicos resultam do metabolismo secundario das plantas sendo

fundamentais no seu crescimento e reproducdo. Além disso, contribuem para a cor da
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planta (pigmentos) e sdo produzidos em condigdes especificas de maior stress, como
situacbes de defesa e protecdo contra agentes patogénicos e predadores (50). No
organismo humano desempenham ainda uma série de atividades biologicas: anti-
alergénicas, anti-aterogénicas, anti-inflamatdrias, anti-microbianas, anti-trombdticas,
vasodilatadoras e cardioprotetoras. Todas estas atividades retardam o envelhecimento
celular (24,41).

Estes fitoquimicos englobam uma categoria diversificada de compostos que se
caracterizam pelo seu anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilos,
incluindo os seus grupos funcionais. Estes grupos atuam como doadores de atomos de
hidrogénio, dado as suas capacidades redutoras, quelantes de metais ou de captura de
radicais sendo assim estas atividades que caracterizam estes compostos. Esta categoria
de compostos pode dividir-se em duas grandes classes (Quadro 3.1.1.), a dos nédo

flavondides e a dos flavonoides (polifendis) (29,40,49,50).

Quadro 3.1.1. Classes e subclasses de compostos fendlicos, respetivas estruturas e exemplos

(29,40,41,50,51).
Classe Estrutura Exemplos
Fendis Simples Cs Catecol, resorcinol
Acidos Fendlicos Hidroxibenzoicos Cs-Cy Acido galico, vanilico e
c_% floroglucinico
E Acidos Fendlicos Hidroxicinamicos Cs-Cs Acidos cafeico, cumarico e
< ferdlico
Estilbenos Cs-C»-Cs Resveratrol
Flavonois Quercetina, catequina
Isoflavonas Daidzeina, genisteina
é Flavonas (Ce-C3-Cy) Luteolina
g Flavanonas Naringenina
3 Antocianinas Cianidina, delfinidina
- Taninos condensados/proantocianidinas  (Ce—C3—Co)n Epicatequina-(48 —8)-
catequina

Os compostos fendlicos sdo consumidos diariamente através da fruta, de
vegetais, do vinho tinto, cha verde/preto, café e do chocolate. Sendo que os flavonoides
estdo entre as moléculas antioxidantes mais eficientes e mais abundantes nas plantas

sendo potenciais compostos para serem usados na terapia antioxidante, além de estarem
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também presentes em alguns suplementos alimentares e medicamentos a base de plantas
(29,49).

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, tendo como elemento
estrutural basico a molécula de 2-fenilcromano (Cs—C3—Cg) que consiste numa estrutura
de 3 anéis em que A e B sdo aromaéticos e C é um heterociclo (Figura 3.1.1.€3.1.2.). O
anel A deriva da condensacgdo de trés moléculas pela via do malonato, enquanto que o
anel B e C derivam da via do chiquimato. Consoante o grau de oxidacdo do nucleo
piranico central (anel C) assim as estruturas moleculares apresentadas e a divisdo nas
respetivas classes. Ja as substituicdes nos anéis A e B resultam em diferentes compostos
dentro de cada classe de flavondides (29,40,50). E de referir que estes absorvem

radiacdo maioritariamente na zona ultravioleta (UV).

Figura 3.1.2. Estrutura molecular de um flavondide da classe dos flavonois, a quercetina
(adaptado de Boots et al, 2008 (29)).

Os a-tocoferdis (vitamina E) distribuem-se principalmente pelas sementes
oleaginosas e folhas de plantas, tendo atividade antioxidante. Tém uma estrutura com
apenas um anel fenolico, atuando no meio biofilico da célula (40). J& o acido ascorbico
(vitamina C) funciona como antioxidante no meio aquoso da célula, devido ao seu alto
poder pro-oxidante na presenca de metais de transicao.

Neste trabalho foram utilizados trés antioxidantes como padrdes para a

construcdo das retas de calibracdo usadas em alguns métodos. No método do TPC usou-
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se 0 é&cido galico, um acido fendlico pertencente a sub classe dos acidos
hidroxibenzodicos, no método do TAA o acido ascorbico e nos métodos RP e FRAP o
Trolox (antioxidante de referencia andlogo do a-tocoferol solivel em &gua, com

potencia antioxidante equivalente a vitamina C ou ao &cido urico) (27,29).

4. Atividade Antidiabética

4.1. Ensaios de Inibicdo Enzimatica

Como referido anteriormente uma das estratégias terapéuticas da Dm tipo 2 é a
diminuicdo da hiperglicémia pos-prandial, o que pode ser conseguido pela reducéo da
absorcdo de hidratos de carbono ap6s a sua ingestdo. Isto pois 0s hidratos de carbono
sdo hidrolisados nos seus agulcares simples (dissacaridos) pela enzima a-amilase e mais
tarde no monossacarideo glicose pela a-glucosidase presente no trato digestivo,
permitindo assim a sua absorcao a nivel intestinal, pois esta é a forma dos hidratos de
carbono que é facilmente absorvida do trato gastrointestinal para o sangue, responsavel
pelo aumento da glicémia pés-prandial (52,53).

Uma das estratégias para atingir niveis de glucose no sangue normais é pela
supressdo da transformacao dos hidratos de carbono da alimentacdo em glucose ou pelo
retardar da absorcdo da glucose no intestino, o que pode ser concretizado pela inibicao
da atividade das enzimas a-amilase e a-glucosidase (54).

Assim ao inibir as enzimas a-glucosidase e a-amilase intestinais, € retardada a
digestdo/hidrélise dos polissacaridos e a posterior absorcdo da glicose a nivel intestinal,
atenuando assim o aumento plasmatico de glucose pés-prandial, variacBes no perfil
diério da glucose sanguinea e picos de insulina. Estas enzimas tém, portanto, um papel
fundamental na fisiopatologia e prevencdo Dm tipo 2 (55). Neste sentido serdo usadas
neste trabalho com o objetivo de avaliar a atividade antidiabética dos extratos pela
andlise da sua inibicdo (56,57).

O farmaco anti-hiperglicémico acarbose estd aprovado na prevengdo e no
tratamento da Dm tipo 2 através da sua administragdo diaria. Este atua por inibicao
competitiva destas enzimas (mimetiza o seu substrato) regulando a absor¢édo da glicose
a nivel do intestino (58). Assim serd usado como controlo positivo no presente estudo

(52). No entanto dados os efeitos adversos da sua terapéutica (dor abdominal, diarreia e
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flatuléncia) torna-se premente a procura e analise de outras alternativas com igual
mecanismo de acdo, nomeadamente de origem natural (55,58).

Os compostos polifendis, presentes em diversas espécies vegetais, tém assim
demonstrado potencial capacidade de inibir a atividade de diversas enzimas digestivas
responsaveis pela hidrolise e absorcdo dos hidratos de carbono a nivel do estdmago e

intestino, dadas as suas capacidades para se ligarem a estas enzimas (34,59).
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5. Uso de Plantas na Terapéutica

5.1. Obtencéo e Producao de Medicamentos

O uso de plantas com acdes especificas na saude (plantas medicinais)
nomeadamente como no tratamento de doencas iniciou-se desde muito cedo,
inicialmente de maneira empirica, muitas vezes atraves de paralelismos entre as formas
das folhas, dos frutos entre outras partes, com determinadas zonas e 6rgaos do corpo,
que revelavam potencial curativo (47,60). Pelo que o conhecimento pelo valor destas é
ja antigo, tendo acompanhado a propria evolucdo do Homem (61). Estes conhecimentos
foram passando de geragdo em geracdo, via oral, sendo que com o aparecimento da
escrita também foram comecando a haver registos escritos, alguns dos quais ainda
permanecem. Determinadas plantas passaram a ser usadas em situacdes e doencas

concretas, comegando-se a sistematizar os conhecimentos (60,61).

A partir do século XIX foram isolados os constituintes ativos de origem natural
existentes nas plantas que demonstravam atividade medicinal, e iniciou-se a sintese
quimica para obtencdo de novas moléculas, pelo que nos paises mais desenvolvidos
(ocidentais), a utilizacdo direta das plantas desapareceu em parte (47,60). No entanto
nos finais do século passado, com o isolamento desses constituintes dotados de acao
farmacoldgica, entra-se numa nova fase da utilizacdo cientifica das plantas medicinais,
passando-se progressivamente ao uso destes, apds o isolamento, ou mesmo obtidos pela
sintese quimica, em detrimento do uso da planta (61). E aumentada informago sobre os
constituintes ativos e farmacologia dos farmacos vegetais havendo também um maior
nimero de ensaios clinicos com medicamentos a base de plantas, aparecem formas
farmacéuticas adaptadas ao tipo de administracdo, desenvolvimento de métodos
analiticos que garantem um adequado controlo da qualidade e seguranga assim como a
existéncia de legislacdo adequada a este tipo de medicamentos (60). O uso das plantas
na Medicina é em parte atribuido aos efeitos biolégico dos seus metabolitos
secundarios, dadas as suas propriedades antioxidantes, nomeadamente dos compostos

fendlicos, vitaminas C e E e carotendides (42).
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Assim nos Gltimos sessenta anos, em virtude de todos 0s progressos que desde ai
ocorreram, nomeadamente nos métodos quimicos e analiticos, 0os conhecimentos acerca
das plantas medicinais aumentaram consideravelmente, no entanto ainda significa muito
pouco, de entre a totalidade das plantas existentes que poderdo ter interesse na
Medicina. Existem muitas plantas que ainda ndo foram estudadas e caracterizadas, tanto
para o uso direto como para servirem de referéncia para a sintese/semi-sintese de novos
compostos farmacologicamente ativos (61,62).

Deste modo, torna-se fundamental a investigacdo e trabalho neste ambito, em
colaboragdo com etnofarmacognosistas e outros profissionais, dado que permitira
identificar e definir potenciais agentes terapéuticos tanto para uso complementar da
terapia convencional como para uso isolado, nomeadamente nas doencas cronicas, tal
como a Dm. Além de que permitira também um maior conhecimento dos efeitos
adversos de determinadas terapéuticas que as populagdes usam autonomamente e desde
h& muitos anos, a exemplo, 0s chas, por parecerem ser mais naturais e por iSso menos
toxicos. Pois sabe-se hoje que o "natural™ nem sempre é seguro (62,63).

Torna-se necessario estudar a composicdo das plantas medicinais e as suas
potenciais propriedades no organismo a fim de avaliar a sua seguranca, dado que ao
contrério de um medicamento que tém na sua composi¢do apenas um composto ativo
sobre o0 qual se sabe 0 seu teor e estd estudado os seus efeitos no organismo, estas
poderdo ter diversos compostos ativos, sobre 0s quais 0s efeitos isolados sdo pouco ou
ndo conhecidos, além dos efeitos que podem ocorrer em sinergia. A incorporacao destes
em medicamentos/produtos de salde sé ocorrera apos todo este processo.

6. Caracterizacao das Plantas

Neste sentido, pretende-se no presente trabalho estudar a atividade antidiabética
e antioxidante na prevencdo e tratamento da doenca Dm, atraves do uso in vitro de
extratos aquosos de plantas colhidas na regido Algarvia (Portugal). Para tal analise
foram escolhidas quatro plantas que se caracterizam a seguir, a saber Aristolochia
baetica L., Chelidonium majus L., Dittrichia viscosa L. e Lavandula virilis L..

Tratam-se de 4 espécies plantas tipicas da regido do Algarve sobre as quais
existem ainda escassas referéncias documentadas em relacdo & sua aplicacdo na

Medicina, nomeadamente a nivel da Dm dai a minha escolha para o seu estudo. Sao
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além disso plantas que me sdo muito familiares, pois desde sempre as vi crescer nos
campos em torno da minha casa, 0 que suscitou ainda mais 0 meu interesse no estudo

das suas potenciais aplicacGes terapéuticas (Quadro 6.1.).

6.1. Aristolochia baetica L.

A espécie Aristolochia baetica L. (Figura 6.1.) pertence a familia das
Avristoloqueaceas, sendo vulgarmente denominada por erva-cavalinha, balsamina, candil
ou aristologuia (Quadro 6.1.) (64). Os seus principais constituintes ativos sdo 0s
derivados fenantrénicos azotados como o acido aristoloquico livre e esterificado, cerca
de 1% e o derivado dimetoxilado em Cg e 0 &cido nor-aristoloquico. Foram encontrados
também, nas raizes, llla-6-O-beta-D-glucosidio, cloreto de magnoflorine (alcaloide) e
cinco aristolactamas (intermediarias na via biossintética do acido aristoloquico), além
da sacarose e frutose (65,66).

As plantas do género de Aristolochia tém ja sido usadas na Medicina Chinesa
dadas as suas numerosas atividades biologicas (67).

A sua raiz parece ter atividades de febrifuga (baixa a febre), emenagoga
(controla o fluxo menstrual) e abortiva (68,69). Além disso, 0s seus extratos, realizados
em solventes organicos (hexano, cloroférmio e acetato de etilo), apresentam-se como
potentes inibidores da proliferacdo celular em células de cancro da mama humanas, bem
como de outras células de linhagem cancerigena bem como atividades antisséticas (66).
Por outro lado, tém sido descrito que a presenca de acidos aristoléquicos € responsavel
por problemas de nefrotoxicidade (62,67).
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Quadro 6.1. Nome Botanico, familia, nome comum, distribuicdo geogréfica, habitat e outras consideracfes referentes as espécies em estudo.

Nome
Botéanico
Aristolochia
baetica L.
(64,70)

Chelidonium
majus L.

(65,71)

Dittrichia
viscosa L.

(68,70,72,73)

Lavandula
virilis L.

(70,74,75)

Familia

Aristoloqueaceas

Papaveraceas

Asteraceas

Lamiaceas

Nomes Comuns

Erva-cavalinha,
balsamina, candil ou
aristoloquia.

Celiddnia, cedronha,
erva-andorinha, erva-
das-verrugas ou
quelidénia-maior.

Enula-peganhosa,
erva-dificil-cheirosa,
tdgueda, tagueda-
prostrata, taveda-de-
folhas-estreitas,
taveda-de-folha-de-
charuto ou tadega.

Rosmaninho-verde

Distribuicao
Geografica
Grande parte
do Barrocal
Algarvio.

Portugal, e
outros paises
da Europa,
Asia Central
e Meridional.

Sudoeste
Meridional e
Barlavento
Algarvio.

Encostas da
Serra
Algavia,
Sudoeste de
Espanha e
ilha da
Madeira.

Habitat

Distribui-se por sebes e matas,
maioritariamente em solos
calcarios pedregosos.

Distribui-se por muros e
paredes velhas, sebes e
caminhos.

Planta ruderal frequente
encontrar nas encostas
marginais, campos incultos e
baldios.

E endémica nas zonas secas,
Xistosas e arenosas.

Charnecas e matos baixos
xerofilicos, em solos
geralmente &cidos e

pedregosos (Xistos, sienitos,
mas raramente arenitos) nas
encostas das serras algarvias
geralmente cobertas de
sobreirais, carvalhais, azinhais,
medronhais ou pinhais.

Caracterizacdo e Florescéncias

Planta herbacea vivaz, rizomatosa e
trepadeira.
Floresce entre dezembro e junho.

Planta herbécea vivaz.
Floresce entre marco e setembro.

Subarbusto densamente glanduloso
pegajoso, Viscoso e aromatico, com
numerosos renovos folhosos no tronco e
nos ramos velhos acastanhados. Floresce
entre junho e outubro.
Capitulos amarelo-citrino, folhas verdes e
inflorescéncias secas e castanhas.

Subarbusto de pequeno porte (até 75 cm),
muito ramificado com numerosos ramos
floriferos eretos, aromatico, perenifélio e
pubescente. Floresce entre abril e junho.
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6.2. Chelidonium majus L.

A espécie Chelidonium majus L. (Figura 6.1.) pertence a familia das Papaveraceas,
sendo vulgarmente denominada por celiddnia, cedronha, erva-andorinha, erva-das-verrugas
ou quelidonia-maior (Quadro 6.1.) (71).

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa (76), para efeitos terapéuticos utilizam-
se as suas partes aéreas secas, inteiras ou fragmentadas, contendo no minimo 0,6 % de
alcaloides totais, expressos em quelidonina (CxH19NOs) no farmaco seco (65). Os
principais constituintes sdo os alcaloides isoquinoleicos, do tipo da benzofenantridina em
0,3 a 1% (quelidonina, maioritariamente, sanguinarina, queleritrina, berberina e coptisina);
acidos organicos (acido malico, quelidénico e citrico); flavonoides; lecitina; saponina;
carotenoides, &acidos fendlicos. No latex, de cor amarelo-alaranjado, existem enzimas
proteoliticas (65,76).

No que diz respeito a identificacdo, ensaios de qualidade e dosagem, de acordo com
a Farmacopeia Portuguesa o pé ¢ identificado microscopicamente, usando uma solucao de
hidrato de cloral, como contendo numerosos fragmentos de folha e macroscopicamente
como verde acinzentado a verde acastanhado. Alem disso, o farmaco é identificado por
cromatografia em camada fina, apds revelagdo pela solucéo de iodobismutato de potéssio e
solucdo de nitrito de sddio, pelo perfil de bandas castanhas. Deve ainda satisfazer os
seguintes ensaios de qualidade: elementos estranhos (10,0%, no méaximo), perda por
secagem (10,0%, no maximo), cinzas totais (13%, no méximo). A dosagem de alcaloides
totais, expressos em quelidonina, é feita por espectrofotometria a 570 nm na solugdo
extrativa, apos a adicdo de sal sédico cromotrépico e no liquido de compensacgédo e usando
os 0,933 como valor de referéncia da absorvéncia especifica da quelidénia-major
(quelidonina) (76).

Em termos de farmacologia e atividade bioldgica, a quelidonina (o alcaléide
principal) é ligeiramente analgésico, sedativo, espasmolitico, antitdssico e antiviral. Ja a
berberina tém atividade colagoga e outros alcaloides tém uma acdo antibacteriana, anti-
tumoral e queratolitica. E principalmente indicada em sintomas no sistema hepatobiliar e
anorexia, sendo que os usos aprovados pela Comissdo E Aleméa sdo nos espasmos nas vias
biliares e no aparelho gastrointestinal. O latex, por aplicacdo tdpica pode tratar certos
tumores cutaneos (condilomas, verrugas ou papilomas) (60).

O seu uso por via oral é contraindicado na gravidez, aleitamento e obstrucdo das

vias biliares (60).
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Verificou-se, num estudo (77), que o extrato alcodlico da planta tém efeitos anti-
tumorais, anti-genotoxicos e hepato-protetores no ratinho, pelo que os autores sugerem o
potencial desta para uso na terapia do cancro. Ja o extrato hidroalcoolico da quelidénia-
maior, mostrou ter atividade anti-tumoral e bactericida sobre as bactérias gram-positivo,
nomeadamente Bacillus antharacis e Staphylococci, sendo o alcaldide sanguinarina
responsavel por esta atividade, dada a sua interagdo com o ADN (78). Por fim, o extracto
etanolico das partes aéreas da planta mostrou ter propriedades inibidoras da enzima
acetilcolinesterase, responsavel pela degradacdo da acetilcolina na fenda sinaptica,
propriedades estas atribuidas a berberina, 8-hidroxidi-hidroqueleritrina e 8-hidroxidi-
hidrossanguinarina (79).

Recentemente, verificou-se num outro estudo (80) que a quelidonina e
homogquelidonina sdo potentes agentes citotoxicos em linhagens celulares de cancro,
destacando-se este efeito em células leucémicas. Este estudo veio confirmar um outro
publicado anteriormente (81), acerca do forte potencial antioxidante e atividade
antiproliferativa via apoptose nas células leucémicas. Neste é referido que os alcalGides de
isoquinolina e os flavondides podem desempenhar um papel importante tanto na
quimioprevencgdo do cancro através da sua atividade antioxidante como na quimioterapia,
como agente citotoxico e indutor de apoptose.

Constatou-se também que a quelidonina (principal alcaldide isoquinolinico da
planta) tem efeitos inibitorios profundos sobre a inflamacdo das vias aéreas em ratinhos,
melhorando a asma alérgica nestes podendo ser um potencial agente preventivo ou

terapéutico para na asma (82).

6.3. Dittrichia viscosa L.

A Dittrichia viscosa L. (Figura 6.1.) pertence a familia das Asteraceas, sendo
vulgarmente denominada por énula-peganhosa, erva-dificil-cheirosa, tagueda, tagueda-
prostrata, taveda-de-folhas-estreitas, tdveda-de-folha-de-charuto ou tddega (Quadro 6.1.)
(72).

Os principais constituintes ativos sao flavondides, lactonas e &cidos
sesquiterpénicos e ésteres 9-hidroxinerolidol (83).

Esta planta sofre variagcdes anuais no seu contetdo de agucares soluveis, amido,
lipidos totais e azoto. E perante um stress hidrico a concentragdo em compostos fendlicos

nas folhas aumenta. Durante o verdo verifica-se uma diminuicdo do amido e um
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esgotamento dos lipidios totais, enquanto que os aclcares sollUveis osmoticamente ativos
aumentam (73).

Os extratos da D. viscosa estdo descritos como tendo propriedades antipiréticas,
antidiabéticas, antivirais, antifingicas, antibacterianas e antissépticas. Tem sido usada para
tratar feridas, lesdes, edemas, contusGes e distdrbios intestinais, ainda que, se usada
desadequadamente possa causar complicacbes graves, nomeadamente dermatites de
contacto (73,83,84). E ainda referido que os seus extratos exibem atividades anti-
inflamatdrias e de captura de radicais livres, apresentando propriedades protetoras da

peroxidacao lipidica em modelos de membranas (73).

6.4. Lavandula virilis L.

A Lavandula virilis L. (Figura 6.1.) pertence a familia das Lamiéceas, sendo
vulgarmente denominado rosmaninho-verde (74).

Os principais constituintes ativos sdo os compostos fendlicos, incluindo &cidos
hidroxicinamicos (3-O-cafeoilquinicos, 4-O-cafeoilquinicos, 5-O-cafeoilquinicos, cafeico e
acidos rosmarinico), flavonas (luteolina e luteolina-7-O-glucésido) e uma flavanona
(pinocembrima) (75).

Foi verificado, em estudos fitoquimicos que o seu 06leo essencial revela a presenca
de compostos antioxidantes e antifungicos (7,85,86).

O é&cido rosmarinico é o composto principal identificado nos extratos
do rosmaninho-verde. Tém importantes atividades bioldgicas, tais como antioxidantes (87)
e antimicrobiana (88) e neuroprotector (89). Existem ainda referéncias (90) que este tenha
propriedades anticancerigenas preventivas no humano, através da redugdo da expressao do
gene pro-inflamatério da ciclo-oxigenase 2 (fator de risco para o desenvolvimento de
tumores), nomeadamente em células epiteliais mamarias ndo malignas. Um estudo recente
salienta ainda o elevado potencial terapéutico deste composto e outros derivados fenolicos
na prevencao e terapéutica, em modelos experimentais, da Dm tipo 2 e da hiperlipidémia.
Verifica-se assim que se trata de um recurso bioldgico com bastante interesse para as
industrias alimentar e farmacéutica (75).
Os extratos da planta revelam ainda propriedades Medicinais como antissético,

anti-inflamatorio e antimicrobiano (91).
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Figura 6.1. Apresentacdo das espécies em estudo, no seu habitat natural. A - Aristolochia baetica
L.; B - Chelidonium majus L.; C- Dittrichia viscosa L.; D - Lavandula viridis L.

26



Diabetes: analise in-vitro da atividade antioxidante e antidiabética de quatro extratos de plantas da regido do Algarve

PARTE Il
7. ODbjetivos

O presente trabalho pretende contribuir para o estudo de novas potenciais
terapéuticas de origem natural que tragam beneficios para a doenca Diabetes melitus, tais
como novas fontes de antioxidantes naturais e inibidores das enzimas envolvidas na
fisiopatologia da Dm. Assim tém como principais objetivos:

= Auvaliar a potencial atividade antioxidante e antidiabética in vitro de extratos
aquosos de quatro plantas tipicas da regido do Algarve;

= Enunciar qual/quais das quatro plantas estudadas tém a melhor atividade
antioxidante e antidiabética in vitro;

= Verificar a existéncia de correlacdes entre os métodos estudados.

8. Amostras

As amostras usadas no presente trabalho dizem respeito a extratos aquosos de
quatro plantas selvagens da regido do Algarve (Portugal), a saber, Aristolochia baetica L,
Chelidonium majus L., Dittrichia viscosa L.. e Lavandula virilis L..

Tratam-se, a excecdo de Chelidonium majus L., de plantas silvestres, dado que sdo
espécies de plantas que nasceram e reproduziram-se espontaneamente sem qualquer
intervengdo do Homem. Estas tinham previamente sido colhidas ainda frescas num dia sem
chuva e seco. No Quadro 8.1 encontram-se as informacdes referentes ao local de colheita,
data de colheita e respetivas condicdes de cultivo das plantas usadas para a preparacdo dos
extratos aquosos usados neste trabalho.

E ainda de referir que as plantas foram autenticadas pelo Coronel José Rosa Pinto
(Herbério da Universidade do Algarve) sendo la depositado um exemplar da planta com a

funcdo de voucher (ou seja foi depositado e registado na base de dados do herbario).
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Quadro 8.1. Informacgdes relativas ao local de colheita, data de colheita e condic¢Ges de cultivo das
plantas usadas para a preparac¢do dos extratos aquosos usados neste trabalho.

Planta Local da Colheita Data da Colheita Condig6es de Cultivo
Aristolochia baetica L. Rocha da Pena Maio de 2015 Planta silvestre
Chelidonium majus L. Albufeira Marco de 2016 Planta cultivada

Dittrichia viscosa L. Barranco do Velho Maio de 2015 Planta silvestre
Lavandula virilis L. Barranco do Velho Maio de 2015 Planta silvestre

9. Reagentes e Materiais

9.1. Reagentes

No presente trabalho usaram-se os seguintes reagentes:
a-glucosidase (Maltase) 2000 U, 1000 U/mL, 123 U/mg em 3,2 M de sulfato de amonio
fornecida pela Megazyme® (Irlanda); 4-nitrofenill-a-D-glucopiranosido, lote 10153955,
acido 3,5-dinitrosalicilico, lote 10171814, quercetina dihidratada lote J5969A, acarbose
95% lote C12Z009 fornecidos pela Alfa Aesar® (Alemanha); fosfato de sodio dibasico
anidro fornecido pela Biosciences® (USA); carbonato de sdédio anidro, ferrocianeto de
potéssio, acido sulfarico 95-97%, fosfato de sodio dibasico dihidratado, acido acético
glacial 100%, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), cloreto de aluminio hexahidratado
fornecidos pela Merck® (Alemanha); amido de batata sollvel, tartarato de sodio potassio
tetra-hidratado, acido tricloroacético fornecidos pela Panreac® (Espanha); cloreto de ferro
(1) hexahidratado, acetato de sodio trihidratado, metano, acido galico monohidratado
fornecidos pela VWR Prolabo® (Bélgica); acido cloridrico Riedel-de-Haén® (Seelze); a-
amilase de pancreas de porco 16 U/mg, molibdato de aménio, 2,2 difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), reagente Folin-Ciocalteu, Trolox fornecidos por Sigma-Aldrich Co® (USA);

cloreto de sodio fornecido por Scharlau® (Espanha).

9.2. Material de Laboratoério

Além do material comum de laborat6rio foram usados 0s seguintes equipamentos:
uma balancga digital da marca Ohaus Corporation® (USA) modelo Scout Pro; uma balanga
analitica da marca Ohaus Corporation® (USA) modelo Explorer Pro; uma balanca
analitica Shimadzu® modelo AW220; um espectrofotometro T70+ UV/Vis da marca PG

Instruments Ltd (United Kingdom); uma placa de aquecimento da marca VWR®; um
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banho-maria da marca VWR® modelo VWB6; um termdémetro digital HI98501
Checktemp® da Hanna intruments; um vértex de marca stuart® modelo SA8; um medidor

pH da marca Hanna instruments modelo checker plus; uma estufa da marca Binder®.

10. Procedimento Experimental

O processo de recolha das plantas e extragdo utilizado durante os estudos
preliminares e os métodos analiticos foram realizados segundo os parametros e protocolos
estabelecidos no Laboratério Food Science Lab da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da
Universidade do Algarve de acordo com os procedimentos descritos em seguida.

E de referir que cada ensaio, para cada planta, foi realizado em triplicado usando o
mesmo extrato a fim de obter resultados concordantes e como metodologia para avaliar a
sua repetibilidade. Além disso as metodologias para a determinacdo da capacidade
antioxidante sdo numerosas e podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem
em fundamentos diversos. Por isso, foram aplicados varios métodos para aferir de modo
mais proximo da realidade esta capacidade ja que nenhum ensaio usado isoladamente para
determinar a capacidade antioxidante ird refletir exatamente a “capacidade antioxidante

total” de uma amostra.

10.1. Preparacdo das Amostras (extratos aquosos)

Para a preparagdo dos extratos usaram-se as plantas previamente secas no

Laboratério Food Science Lab em caixas que permitem o arejamento, a temperatura

ambiente, protegidas da luz direta e ao abrigo da humidade (Figura 10.1.1.).

Figura 10.1.1. Plantas no estado seco presentes nas caixas de arejamento (da esquerda para
a direita, A. baetica, C. majus. D. viscosa e L. virilis).

As suas partes aéreas foram reduzidas a p6 (s6 ndo foram usadas as raizes e caules
mais grossos) por trituracdo e homogeneizacdo usando um moinho de cozinha e
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conservadas por congelamento (-20°C) em tubos tipo Falcon até ao momento da realizacdo
do extrato (infuséo).

Para a realizacdo da infusdo, pesaram-se 1,5 g do extrato moido anteriormente que
se colocou num saco feito a partir de uma gaze. Foram realizadas infusdes dos extratos
num volume de 30 mL de agua destilada a uma temperatura de 95°C, durante 15 minutos, e
com agitacdo constante de 200 rpm. Em seguida, filtrou-se o extrato aquoso com um filtro
de pregas, sendo este transferido para um baldo volumétrico de 25 mL na qual se perfez a
totalidade com agua destilada (Figura 10.1.2.). O contetdo foi dividido por varios tubos
Eppendorfs e armazenado a -20°C, a fim de uma melhor conservagdo aquando da
realizacdo dos ensaios analiticos. Paralelamente, foram preparados Eppendorfs de extrato
para cada planta, contendo 1 mL cada um, a fim de secagem na estufa a temperatura
constante de 50°C por cerca de 72 horas, de modo a obter uma massa de residuo seco por 1

mL de extrato.

Figura 10.1.2. Extratos aquosos dispostos na ordem da esquerda para a direita, A. baetica,
C. majus. D. viscosa e L. virilis. A: Amostras ap0s infusdo a 95°C por 15 minutos em 30
mL de agua destilada com agitacdo magnetica de 200 rpm a partir de 1,5 g de extrato
moido. B: Extratos apés diluigdo para 25 mL.

10.2. Métodos Analiticos

Em todos os métodos: foi utilizado como equipamento de medida do sinal na forma
de absorvéncia e respetivo sistema informatico, o espectrofotometro T70+ UV/Vis
Spectrometer, PG Instruments Ltd; os resultados sdo expressos relativamente ao peso seco
da planta (mg/g) e em relagdo a concentragdo no extrato (mg/mL); todos os ensaios foram

realizados em triplicado.

10.2.1. Determinacéo Quimica do Conteudo Fenolico Total (TPC)

Uma dos procedimentos para avaliar o conteudo de compostos fendlicos totais é
através do metodo colorimétrico de Folin-Ciocalteau (92), contetdo fendlico total (TPC),

adaptado do método espectrofotométrico proposto por Huang et al. (2006).
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De acordo com este método, os compostos fendlicos interagem com o reagente de
Folin-Ciocalteau (complexo fosfomolibdénio/fosfotungsténio) de coloracdo amarela, em
meio basico, através dos seus grupos hidroxilo oxidaveis, pela transferéncia de eletrbes
para 0 complexo resultando na formacdo de um complexo com uma coloracdo azul
(Figura 10.2.1.1.) cuja intensidade da cor é medida espectrofotometricamente a 765 nm
(93).

Reagente F-C  + Fenol > _

(NaCoO;) A =765 nm

Figura 10.2.1.1. Método TPC. Mecanismo da reacdo de complexacao do complexo
fosfomolibdénio/fosfotungsténio com os fendis presentes através dos respetivos grupos carbonilo e
hidroxilo. Reagente F-C - reagente Folin-Ciocalteau

A concentracdo em compostos fenolicos é determinada através de uma reta de
calibracdo, sendo gque neste caso o contetido de fenois foi obtido por interpolacdo na reta de
calibracéo do 4cido galico. E expresso em mg de equivalentes de 4cido galico (GAE) para
1 g de peso seco (ps), ou seja mg GAE/g planta. Foram usadas solucbes de vérias
concentracdes de acido galico na gama de concentracdes de 0,0113 a 0,1017 mg/mL a fim
de tracar a reta de calibracdo do acido galico (y=9,8343x-0,0129; R2=0,9918) em
absorvéncia versus concentracdo (mg/mL) de &cido galico, que permitiu calcular os mg
GAE/g ps de planta no extrato.

Para tal, procederam-se as devidas dilui¢cbes dos extratos das plantas; misturou-se
0,1 mL de cada extrato aquoso com 0,5 mL da Solu¢do Folion-Ciocalteau e 0,4 mL da
solucdo saturada carbonato de sddio (7,5%); paralelamente preparou-se o branco contendo
agua destilada em vez do extrato; ap6s as amostras permanecerem 30 minutos no escuro,
leu-se a absorvéncia no espectrofotometro a 765 nm, usando inicialmente o branco para
tarar o aparelho.

Foram ainda preparadas as solucdes dos reagentes utilizados no método:

» Solucdo Folion-Ciocalteau: Preparou-se uma diluicdo 1:10 em agua destilada do
reagente de Folion-Ciocalteau (armazenado a 4°C);
» Solucdo carbonato de sodio (7,5%): Pesou-se 7,5 g de carbonato de sodio e

dissolveu-se para o volume final de 100 mL.

Este meétodo permite quantificar o conteddo de compostos fendlicos totais
funcionando como um indicador elementar para retirar as primeiras conclusdes acerca da
capacidade antioxidante da amostra em estudo. Contudo tém a desvantagem da presenca de
outros compostos como 0 acido ascorbico, agucares, aminas aromaticas ou acidos

organicos poderem também reduzir o reagente de Folion-Ciocalteau. Além disso alguns
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compostos inorganicos como sulfato de ferro, nitrato de potassio, fosfato de sédio ou de

manganésio poderem também reagir, sobrestimando assim os resultados (42).

10.2. 2.Determinacéo Quimica do Conteudo de Flavonoides Total (TFC)

Uma dos procedimentos para avaliar o contetdo de flavonoides total (TFC) é
através do método colorimétrico de Lamaison e Carnat respeitando as respetivas alteracdes
efetuadas por Quettier-Deleu et al. (2000) que utiliza o reagente cloreto de aluminio
hexahidratado (AICl3-6H,0) (94).

Este método baseia-se numa reacdo em que os flavonoides, usando 0s seus grupos
carbonilo e hidroxilo, formam um complexo com o ido aluminio Al (Ill) do reagente,
originando uma coloragdo amarela (Figura 10.2.2.1.). A formagdo de cor permite
determinar espetrofotometricamente a 430 nm a quantidade de flavonoides presentes na
amostra por interpolacdo na reta de calibracdo da quercetina. O contetdo de flavonoides
totais é expresso em mg de equivalentes de quercetina (QE) para uma quantidade adequada
de planta (1 g de ps)

AB* + Flavonoidle ———  [AB* - Flavonoide]
(CH,0H) A =430 nm

Figura 10.2.2.1 Método TFC. Mecanismo da reacdo de complexagdo do aluminio com 0s
flavonoides presentes através dos respetivos grupos carbonilo e hidroxilo.

Foram usadas solucBes de varias concentracbes de QE na uma gama de
concentracdes de 0 a 0,0600 mg/mL para tracar a reta de calibracdo obtida (y=12,631x +
0,1392; R®=0,9801) em absorvéncia versus concentracdo (mg/mL) de quercetina, que
permitiu calcular os mg QE/g de planta.

Para tal, procederam-se as devidas diluicdes dos extratos das plantas; misturou-se
0,40 mL de cada extrato com 0,80 mL da solucdo de AICI;.6H,0 a 2 % preparando-se 3
réplicas para cada amostra; paralelamente preparou-se o branco contendo agua em vez do
extrato; ap0s as amostras permanecerem 10 minutos no escuro, leu-se a absorvéncia no
espectrofotometro a 430 nm, contra o0 branco (a mesma mistura sem a amostra).

Foram preparadas as solugdes reagentes utilizadas no método:

= Solucdo de cloreto de aluminio hexahidratado (AICI3.6H,0) a 2%: Dissolveu-se 2 ¢
de AICIl3-6H,O em metanol, perfazendo-se um volume de 100 mL com &gua
destilada.
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Apesar deste método ndo avaliar diretamente a capacidade antioxidante, permite

quantificar um grupo especifico de compostos fenolicos, os flavonoides.

10.2.3. Analise da Cor

Uma dos métodos para analisar a cor de um extrato é através do método
espectrofotométrico de Kelebek (95) e Glories (96) pela medicdo direta da absorvéncia
aos comprimentos de onda de 420 nm (A450), 520 nm (As,,) € 620 nm (Ag,0), de modo a
obter a propor¢do de amarelo, vermelho e azul, respectivamente. Apds esta medigdo
obtém-se a intensidade da cor (InC) pelo somatorio de A,,g, Aszo € Agao que Serd usada no

calculo da proporcao de cada cor, de acordo com as seguintes expressoes:

100 100 100
%amarelo = Ayyg X Pl %vermelho = A,y X e %azul = Agyo X —

Para tal, mediu-se a absorvéncia do branco, e em seguida de cada extrato aos
comprimentos de onda de 420 nm (A4,0), 520 nm (As,,) € 620 nm (Ag,0). Tendo-se

calculado InC, e as respetivas proporcdes de cor de acordo com as expressdes acima.

10.2.4. Determinacgdo Quimica da Atividade Antioxidante Total (TAA)

Um dos procedimentos para avaliar a atividade antioxidante total (TAA) de um
extrato é através do método colorimétrico de Prieto, Pineda e Aguilar (1999) (97) usando
fosfomolibdénio.

Este método baseia-se na determinagdo quantitativa da capacidade antioxidante da
amostra, pela reducdo de Molibdénio (V1) a Molibdénio (V), e consequente formacéo de
um complexo verde de fosfato de Molibdénio (V) em pH acidico (Figura 10.2.4.1). A
intensidade da cor é medida espectrofotometricamente a 695 nm e a sua concentracao é
determinada através de uma reta de calibracdo, sendo que neste caso a atividade
antioxidante foi obtida por interpolacdo na reta de calibragdo do &cido ascérbico. O
resultado é expresso em mg de equivalentes de &cido ascorbico (AAE) para uma
quantidade adequada de amostra (1 g de ps), ou seja mg AAE/g planta. Foram usadas
solugdes de varias concentracGes de acido ascorbico na gama de concentragdes de 0,0600 a
0,1500 mg/mL a fim de tracar a reta de calibracdo do acido ascérbico (y=5,6114x-0,0312;
R2 = 0,9806) em absorvéncia versus concentracdo (mg/mL) de acido ascorbico, que

permitiu calcular os mg AAE/g de planta.
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Antiox
Mo —— [MH  Antiox’
(H,S0,)

A=695nm

Figura 10.2.4.1. Método TAA. Mecanismo da reacdo de redugdo do molibdénio.
Antiox = composto antioxidante com 1 eletrdo disponivel para doar ao molibdénio (Mo); Antiox+

= antioxidante oxidado

Para tal, procederam-se as devidas dilui¢cbes dos extratos das plantas; misturou-se
uma aliquota de 0,1 mL da solucdo da amostra com 1 mL da solucdo do reagente TAA,
num tubo de Eppendorf; preparou-se paralelamente o branco; incubou-se as amostras a
temperatura de 95°C durante 90 minutos; ap0s as amostras permanecerem a temperatura
ambiente, leu-se a absorvéncia no espectrofotometro a 695 nm, usando inicialmente o
branco (a mesma mistura sem a amostra).

Foram preparadas as solucdes reagentes utilizadas no método:

» Solucdo Reagente TAA contendo 0,6 M de &cido sulfurico, 28 mM de fosfato de
sodio e 4 mM de molibdato de amonio: adicionou-se 3,36 mL de &cido sulfurico
concentrado a 10 mL de agua destilada; em seguida dissolveu-se 0,494 g de
molibdato de amoénio ([(NH4)sMO70,4.4H,0]) e adicionou-se 0,397 g de fosfato de
sodio dibasico anidro (Na;HPO,); perfez-se o volume final de 100 mL.

10.2.5. Determinacédo do Potencial Antioxidante por Reducéo do 1do Férrico
(FRAP)

O método usado na determinacdo do potencial antioxidante por reducdo do ido
férrico (Fe**) foi adaptado do método descrito por Benzie e Strain (1999) (98) respeitando
as alteracdes propostas por Thaipong et al. (2006) (99).

Este método envolve uma reacdo de oxidacao-reducdo, baseando-se na reducédo do
ido férrico (Fe**), em ido ferroso (Fe?*) pelos compostos antioxidantes presentes nos
extratos das plantas e formacdo do complexo férrico de cor azul [Fe-(TPTZ),]*, com a
2,4,6-tripiridil-S-triazina em tampao acetato em meio acido (pH = 3,6) (Figura 10.2.5.1.).
A quantidade de complexo produzido € medida espectrofotometricamente a 593 nm e a sua
concentracdo é determinada através de uma reta de calibracdo, sendo que neste caso a
atividade antioxidante foi obtida por interpolagdo na reta de calibragdo do Trolox (100). O
resultado € expresso em mg de equivalentes de trolox (TE) para uma quantidade adequada

de amostra (1 g de ps), ou seja mg TE/g planta. Foram usadas solu¢Bes de vérias
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concentracdes de Trolox na gama de concentragfes de 0,0090 a 0,000 mg/mL a fim de
tracar a reta de calibracdo do Trolox (y=12,878x-0,0157; R2 = 0,9988) em absorvéncia

versus concentracdo (mg/mL) de Trolox, que permitiu calcular os mg TE/g de planta (101).

7\ 7\ 7\ 7\
AL = S
-

: =

=N N 4 =N N N / 7\

@_(\\ /‘—""“\-\ = Antiox {/)_«\ AN <—>
=N N= _— =N N=

Fe3*-TPTZ A=593 nm - Antiox*

CH,COOH/CH,COO (pH = 3,6)

Figura 10.2.5.1. Método FRAP. Mecanismo da reacdo de reducdo do ferro.
Antiox- = composto antioxidante com 1 eletrdo disponivel para doar ao ferro; Antiox™ =
antioxidante oxidado

Para a realizacdo deste método foi preparada, no momento do ensaio, uma solucao
mistura de reagentes, a solu¢do FRAP contendo:
= 25 mL de solucdo tampéo acetato 300 mM preparada a partir 3,1 g de acetato de
sodio e 16 mL de &cido acético glacial (C,H40- - pH 3,6) e armazenada a 4°C;
= 2,5 mL de solugéo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM preparada a partir de
0,078 g de TPTZ diluida em agua com 84 pL de acido cloridrico 40 mM para um
volume final de 25 mL de &gua;
= 2,5 mL de solucgéo de cloreto de ferro (FeCl3) 20 mM preparada a partir de 0,054 g

de FeCl;.6H,0 em 10 mL de &gua. Esta solucdo incubou-se a 37°C .

Procederam-se as devidas dilui¢bes dos extratos das plantas; adicionou-se 0,1 mL
da solucdo da amostra de extrato a 0,9 mL da solucdo FRAP num tubo de Eppendorf;
preparou-se paralelamente o branco; incubou-se as amostras no escuro durante 30 minutos;
apos este periodo leu-se a absorvéncia no espectrofotometro a 593 nm, usando inicialmente
0 branco (a mesma mistura sem a amostra).

Apesar deste método colorimétrico ter sido inicialmente desenvolvido para medir a
atividade antioxidante dos componentes do plasma sanguineo, tém sido também utilizado
para a quantificagdo do poder antioxidante noutras matrizes, nomeadamente alimentares e
vegetais, dado que se trata de um método de execucdo simples e reprodutivel aliado ao
baixo custo dos reagentes utilizados (98,100).

Contudo € um método pouco sensivel para os constituintes antioxidantes de uma
amostra pelo que aquando da interpretacdo dos resultados é importante notar que este

procedimento avalia apenas capacidade dos constituintes da amostra participarem em
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reacOes oxidagédo-reducédo (capacidade de redugdo por um mecanismo de transferéncia de
eletrbes), neste caso com o ido férrico. Ou seja, qualquer composto com um potencial
redox inferior ao do par redox Fe (I11)/Fe (Il), pode teoricamente reduzir o Fe (I1l) a Fe
(1), contribuindo para um resultado no ensaio falsamente elevado, pois nem todos os
agentes redutores que tém a capacidade de reduzir o ferro sdo agentes antioxidantes. Além
disso, outros constituintes antioxidantes da amostra que tenham outro mecanismo de agéo
antioxidante ndo serdo quantificados (por exemplo os captadores de radicais livres ou
compostos com grupos tiol que atuam por um mecanismo de transferéncia de eletrdes), ndo
refletindo absolutamente todo o potencial antioxidante da amostra do extrato em anélise
(100,102).

Outro aspeto a considerar, é a possivel presenca de outros compostos que absorvem
no comprimento de onda em analise ou que sejam capazes de reduzir Fe (I1l) a Fe (II)
interferindo assim com a quantificacdo dos constituintes antioxidantes da amostra pois

induzem elevados resultados no método que ndo sdo reais (102).

10.2.6. Determinacao do Potencial Redutor (RP)

O método usado na determinagdo do potencial redutor de cada planta foi adaptado
do método espectrofotométrico inicialmente descrito por Oyaizu (103). Assim nos ensaios
realizados os volumes dos reagentes foram reduzidos para metade agilizando o uso de
Eppendorfs como meios reacionais.

Este método permite detetar a presenca na amostra de compostos com capacidade
redutora do ferro na forma férrica (Fe**) do complexo de ferrocianeto, & forma ferrosa
(Fe?*). Os antioxidantes sio um exemplo de compostos com esta capacidade, evidenciando
assim a relacdo entre o poder redutor e a capacidade antioxidante (39,104). Esta reacéo
ocorre a pH tendencialmente neutro (pH = 6,6) caracterizando-se por uma mudancga de cor,
de amarelo para tonalidades de verde-azulado, dependendo da capacidade redutora dos
constituintes dos diferentes extratos (39) (Figura 10.2.6.1.). A reacdo é monitorizada
espectrofotometricamente a 700 nm sendo que quanto maior for a absorvéncia da mistura,
maior o valor de concentracdo de compostos com potencial redutor na amostra de extrato
em estudo (105,106).
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CN- CN-
NCu, WCN “NCu,,, LGN
e, Fe® . ., Fe2’-
_NC/ ~.. Antiox _NC/ N~
CN- CN- Antiox*
A =700 nm
(pH =6,6)

Figura 10.2.6.1. Método RP. Mecanismo da reacdo de reducgdo do ferro. Método RP.
Antiox = composto antioxidante com 1 eletrdo disponivel para doar ao ferro; Antiox+ =
antioxidante oxidado

A concentracdo do complexo verde-azulado formado é determinada através de uma
reta de calibracdo, sendo que neste caso foi obtida por interpolacéo na reta de calibracdo do
Trolox. O resultado é expresso em mg de equivalentes de Trolox (TE) para uma
quantidade adequada de amostra (1 g de ps), ou seja mg TE/g planta. Foram usadas
solucBes de varias concentraces de Trolox na gama de concentracdes de 0,0100 a 0,1000
mg/mL a fim de tracar a reta de calibracdo do Trolox (y=7,1037x+0,0123; R2 = 0,9962) em
absorvéncia versus concentracdo (mg/mL) de Trolox, que permitiu calcular os mg TE/g de
planta.

Para a realizacdo do método preparam-se as solucGes/reagentes utilizadas no
método:

= Tampdo fosfato 0,2M (pH 6,6): 68,5 mL de solucdo aquosa de NaH,PO4.2H,0 0,2

M e 31,5 mL de solugéo aquosa de Na,HPO,4.2H,0 0,2 M;

= Solucdo de ferrocianeto de potassio (1%): dissolucdo de 1 g de KzFe(CN)s em 1

mL de HCI 1 M, diluido para 100 mL com agua (preparada no momento). Solucéo

de HCI 1 M preparada a partir de 8,4 mL de HCI 37% diluida para 100 mL de 4gua

destilada;

= Solucéo de cloreto de ferro (0,1%): dissolucédo de 0,1 g de FeCl3.6H,O em 1 mL de
de HCI 1 M, diluido para 100 mL com agua destilada (preparada no momento);

= Solucdo de acido tricloroacético (10%): dissolucdo de 10 g de acido tricloroacético
em 100 mL de &gua destilada.

Procederam-se as devidas diluicdes dos extratos das plantas; misturou-se 0,25 mL
de tampdo fosfato com 0,25 mL de ferrocianeto de potassio; adicionou-se 0,1 mL de
extrato e incubou-se durante 20 minutos a uma temperatura de 50°C; apds este periodo,
adicionou-se 0,25 mL de solucdo de acido tricloroacético e centrifugou-se a 650 x ¢

durante 10 minutos; recolheu-se 0,5 mL de sobrenadante, que se misturou com 0,5 mL de
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agua destilada e 0,1 mL de cloreto de ferro; leu-se a absorvéncia no espectrofotometro a

700 nm, contra o branco (a mesma mistura sem a amostra).

10.2.7. Determinacao da Atividade de Captura de Radicais Livres (Método do
DPPH)

O método usado na determinacdo da atividade de captura de radicais livres de cada
planta € adaptado do método descrito por Yen et al (2000) (107).

Este meétodo permite medir a capacidade antioxidante e antirradicalar dos
compostos presentes na amostra pela quantificacdo da capacidade destes para reduzir o
radical de azoto 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-) presente numa solu¢do metandlica,
convertendo-o em DPPH-H (espécie ndo radicalar mais estavel, com o eletrdo
emparelhado) ndo s6 pela transferéncia de eletres como pela doacdo de atomos de
hidrogénio (Figura 10.2.7.1.). Trata-se de um radical livre organico relativamente estavel,
comparativamente com outros radicais envolvidos na peroxidacéo lipidica como é o radical
peroxido. Tém um eletrdo desemparelhado deslocalizado em torno da molécula, conferindo

a solucdo metanolica uma cor roxa e um maximo de absorcao aos 517 nm (26,108).

o s O s
@ & Antiox : H @ do,

_ A=517 nm DPPH: H

Figura 10.2.7.1. Mecanismo da reacdo do DPPH com o antioxidante. Adaptado de Liang, 2014
(100).
Antiox :H = composto antioxidante captador de radicais; Antiox - = radical antioxidante.

Antiox -

Ao ocorrer a reducdo do radical pelos compostos da amostra, a solucdo torna-se
amarelada, diminuindo assim a absorvéncia ao comprimento de onda em analise, o que
permite monitorizar a reacdo espetrofotometricamente, sendo que a uma maior
descoloracdo da solucéo corresponde uma absorvéncia mais baixa e assim a uma atividade
mais elevada de captura do radical livre (100,102).

O resultado final é apresentado em ICsy (concentragdo inibitoria de 50% dos
radicais), ou seja, a concentracdo de amostra que consegue capturar e reduzir 50% dos

radicais livres DPPH- presentes em solucéo.
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Para a realizacdo deste método usou-se como reagente uma solugdo metanolica de
DPPH:

* 6,3912 mg de DPPH 0,16mM foi diluido em 100 mL de metanol.

Procederam-se as devidas diluicbes dos extratos das plantas; a cada 0,5 mL de
amostra foram adicionados 0,5 mL da solucdo metandlica de DPPH; agitou-se
vigorosamente por 1 minuto e manteve-se a reacdo ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente; apds 30 minutos de reagdo, a absorvéncia da amostra (A,) e do branco (4,)
(contendo agua em vez da amostra) foram lidas espectrofotometricamente a 517 nm.

A percentagem de inibicdo (%l) é dada pela expressdo seguinte:

Ay —A
%Iz%x 100
0

O resultado é expresso em ICsg (concentracdo de extrato adequada para capturar
50% da quantidade de radicais livres DPPH- inicialmente presentes), por isso realizou-se o
ensaio para varias concentracdes de extrato diferentes para cada amostra a fim de tracar
uma regressao linear da %Il em funcdo da concentracdo das amostras usadas no ensaio, de
modo a obter o 1Cs por interpolacéo (expressa em pg/mL).

Este método tem algumas limitacdes, por exemplo quando existem na amostra
outras substancias que tém o espectro de absorcdo que se sobrepde ao do radical livre
DPPH, a 515 nm, como €é o caso dos carotenoides. Trata-se de uma reacdo ndo competitiva
dado que o radical livre DPPH- atua como radical para uns compostos (sendo capturado) e
oxidante para outros (sendo reduzido). Para além do DPPH- ser um radical estavel que
podera ndo reagir com todos os antioxidantes (42,102,109). Por ter uma natureza lipofilica
ha uma acessibilidade limitada aos componentes hidrofilicos das amostras dai que a reacao
ocorra em meio alcodlico para facilitar a sua solubilidade. No entanto é necessario cuidado
dado que o uso de alcool pode levar a precipitacdo proteinas, se presentes nos extratos.
Adicionalmente podera haver alguma interferéncia da cor natural dos extratos analisados
com o resultado da absor¢do pelo radical DPPH-, o que pode afetar os resultados obtidos
(100).

Por outro lado, este método tem a vantagem de envolver antioxidantes nao
enzimaticos, envolvendo uma metodologia simples, sendo relativamente econémico e
reprodutivel. Assim, trata-se de um método Util para avaliar a capacidade de captura de
radicais por antioxidantes ndo enzimaticos por parte das amostras vegetais e alimentares
(100,102).
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10.2.8. Ensaio de Inibi¢ao da a-glucosidade

O ensaio de inibicdo da a-glucosidade realizado foi adaptado dos métodos descritos
por Li Huilin et al e Deepak Kumar et al com algumas modificacbes, nomeadamente no
que diz respeito ao solvente usado na diluicdo das amostras (foram apenas diluidas em
agua) (110,111).

Este método permite avaliar in vitro a atividade inibitoria da enzima a-glucosidade
pelos extratos de plantas em estudo (Figura 10.2.8.1.). Esta enzima é responsavel pela
hidrolise dos dissacarideos em monossacarideos (glicose) elevando assim a glicemia pds-
prandial. Esta situa-se na membrana ciliada do intestino delgado, promovendo a quebra do
amido e da sacarose - clivagem da ligagdo a 1,4 € o 1,6 - e libertando moléculas de glicose
para serem absorvidas) (53,112).

O ensaio baseia-se na reacdo enzimatica de degradacdo de um substrato que pode
ser monitorizado espectrofotometricamente a 405 nm, pois ao ser degradado, a solugédo
inicialmente transparente torna-se amarelada. Assim, para quantificar a atividade da
enzima usou-se como substrato o P-nitro-a-D-gluco-piranosideo (pNGP), que tém como
produto o agente cromdforo p-nitrofenol de cor amarela que é quantificado
espectrofotometricamente, sendo que quanto maior a intensidade da cor da solu¢ao, maior
a absorvéncia a 405 nm e portanto menor o efeito inibitério na enzima dos extratos das
plantas usados. Esta reacdo enzimaética € interrompida previamente a quantificacdo pela
adicdo de uma solucdo de carbonato de sédio (113).

Extrato da planta

Absorcdo para a
corrente
Acucares Aglcares Simples sanguinea
complexos (Monossacarideos) Elevagio da glicémia
P-NGP p-nitrofenol \Q pos-prandial
(Quantificado
aA=405nm)

Figura 10.2.8.1. Ensaio de inibicdo da a-glucosidade. Esquema sintese da atividade enzimatica in
vivo de a-glucosidase, e o efeito na glicémia da sua inibi¢éo pelos extratos das plantas em
estudo. Paralelamente é também apresentado 0 mecanismo da reacdo no ensaio in vitro
usando p-NGP como substrato.

Para a realizacdo deste método prepararam-se as solugdes/reagentes:
= Solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,8 preparado pela adi¢cdo de NaH,PO, 0,1 M a
Na,HPO, 0,1 M para um pH de 6,8;
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= Solugdo pNGP 0,5 mM preparada pela dissolucdo de 15 mg de pNGP em tampéo

fosfato 0,1 M, pH 6,8 para um volume de 100 mL,;

» Solucdo a-glucosidade 1 U/mL preparada em tampéo fosfato 0,1 M, no momento
do ensaio, a partir da solugéo stock (1000 U/mL; 123 U/mg);
= Solucdo de carbonato de sodio 0,2 M preparada pela dissolugcdo de 7,419 g de

Na,CO3; em 100 mL de &gua destilada.

Procederam-se as devidas dilui¢cdes dos extratos das plantas; misturou-se 150 uL de
amostra com 150 pL de solucdo de enzima 1 U/mL e incubou-se por 10 minutos a (37 +
1)°C; adicionou-se a mistura 150 pL de solugdo pNGP 0,5 mM e incubou-se por 30
minutos a (37 = 1)°C; interrompeu-se a reacdo pela adicdo de 600 pL de solucdo de
carbonato de sddio 0,2 M; preparou-se paralelamente para cada amostra de extrato um
branco contendo a mesma mistura reacional anterior exceto tampao em vez de enzima e
um controlo contendo 4gua em vez da amostra; a absorvéncia da amostra, do respetivo
branco e do controlo (A,) foram lidas espetrofotometricamente ao comprimento de onda de
405 nm.

A absorvéncia da amostra real (4,) € obtida pela diferenca entre a absorvéncia da
amostra e do respetivo branco, retirando assim o efeito da cor do extrato na quantificagcdo

da atividade enzimética. A percentagem de inibicéo (%l) é dada pela expressao seguinte:

c_Aa

%I = x 100

Cc

O resultado é expresso em ICsq (concentracdo inibitéria de 50% quantidade de
enzima) por isso realizou-se 0 ensaio para varias concentracfes de extrato diferentes para
cada amostra (4 ensaios independentes) a fim de tracar uma regresséo linear da %l em
funcdo da concentracdo das amostras usadas no ensaio, de modo a obter o I1Csy por
interpolacdo (expressa em mg/mL). Ou seja a concentracdo necessaria de amostra para
inibir 50% da quantidade de enzima a-glucosidade presente na solucdo. Usou-se a

acarbose como controlo positivo.

10.2.9. Ensaio de Inibi¢do da a-amilase

O ensaio de inibicdo da a-amilase realizado foi adaptado dos métodos descritos por
Sandesh Sancheti et al, Filomena Conforti et al e Kyung-Tae Kim com algumas
modificacdes (56,57,114).
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Este método permite avaliar in vitro a atividade inibitoria da enzima a-amilase
pelos extratos de plantas em estudo. Esta enzima, presente na saliva e suco pancreatico,
atua de modo semelhante a a-glucosidase, sendo responsavel pela hidrolise das ligagdes
1,6 e 1,4-a-glicosidicas dos polissacarideos (amido) produzindo dissacarideos a-
anoméricos (maltose) que promovem o aumento da glicemia pos-prandial (53,55,114).

O ensaio de inibicdo da a-amilase baseia-se no principio da degradacdo enzimética
do substrato amido que resulta em acUcares redutores capazes de reagir e reduzir o
reagente colorimétrico 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS) de cor amarela convertendo-o em
acido 3-amino-5-nitrosalicilico de cor vermelho-acastanhado. Este produto é quantificado
espectrofotometricamente ao comprimento de onda de 540 nm permitindo assim avaliar a
atividade enzimatica (55,56). Assim a atividade inibitoria da enzima pelos extratos sera
tanto maior quanto menor a quantidade de agucares redutores produzidos, ou seja menos
extensa a reacdo com o DNS o que se reflete numa menor mudanca de cor da solucéo e
portanto menor absor¢do ao comprimento de onda em anélise.

Para a realizagdo deste método prepararam-se as solucGes/reagentes:

= Solucdo tampéo fosfato 0,02 M, pH 6,9 contendo NaCl 0,0067 M preparado pela
adicdo de NaH,PO,4 0,02 M a Na;HPO, 0,02 M para um pH de 6,9 seguida da
adicéo de NacCl;

= Solucdo do reagente de cor preparada pela adicdo lenta, com agitacédo, da solugédo A

a solucdo B e diluicdo para 40 mL com H,O (armazenada em frasco ambar)

(Solucdo A - Solucéo de tartarato de sddio potassio preparada pela dissolucdo com

aquecimento e agitacdo de 12 g de tartarato de sddio potassio tetrahidratado em 8

mL de NaOH 2 M; Solugdo B - Solugdo de &cido 3,5-dinitrosalicilico 96 mM

preparada pela dissolucdo com aquecimento e agitacdo de 0,438 g de acido 3,5-

dinitrosalicilico em 20 mL de agua destilada);

= Solucdo de amido 2% preparada pela dissolucéo de 2 g de amido, com agquecimento
por 15 minutos, em tampéo fosfato 0,02 M, pH 6,9 para um volume de 100 mL;

= Solucdo a-amilase 2,4 U/mL preparada em tampéo fosfato 0,02 M, no momento do
ensaio, a partir do reagente stock (36 U/mg).

Procederam-se as devidas diluicGes dos extratos das plantas; misturou-se 100 pL da
solugéo de amido 2% com 50 pL da solucdo de amostra e incubou-se durante 10 minutos a
(20 £ 1)°C; a esta mistura adicionou-se 100 pL da solucdo de enzima a-amilase 2,4 U/mL
e incubou-se durante 5 minutos a (20 £ 1)°C; adicionou-se 100 pL da solucéo reagente de

cor amarela a mistura e levou-se a banho-maria a (95+ 1)°C por 15 minutos; terminou-se a
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reacdo pela adicdo de 900 pL de H,O; preparou-se paralelamente para cada amostra de
extrato um branco contendo a mesma mistura reacional anterior exceto tampéo em vez de
enzima e um controlo contendo 4gua em vez da amostra; a absorvéncia da amostra, do
respetivo branco e do controlo (A4.) foram lidas espectrofotometricamente ao comprimento
de onda de 540 nm.

A absorvéncia da amostra real (4,) € obtida pela diferenca entre a absorvéncia da
amostra e do respetivo branco, retirando assim o efeito da cor do extrato na quantificacéo
da atividade enzimatica, tal como no ensaio anterior.

O resultado e igualmente expresso em ICso (concentragdo inibitoria de 50%
quantidade de enzima) por isso realizou-se 0 ensaio para varias concentracdes de extrato
diferentes para cada amostra (4 ensaios independentes) a fim de tracar uma regressao linear
da %I em fungéo da concentracdo das amostras usadas no ensaio, de modo a obter 0 ICs
por interpolacdo (expressa em mg/mL). Ou seja a concentracdo necessaria de amostra para
inibir 50% da quantidade de enzima a-amilase presente na solucdo. Usou-se a acarbose

como controlo positivo.

11. Analise Estatistica

Todos os resultados sdo expressos em média + desvio padréo, e resultam da analise
de 3 réplicas da amostra (n = 3). O tratamento dos dados foi inicialmente realizado com
recurso ao programa Microsoft Office Excel 2007 para a realizacdo dos calculos, tabelas e
graficos. Em seguida foi usado o programa IBM® SPSS® Statistics versdo 24 para a
andlise estatistica dos resultados obtidos nos diferentes extratos estudados nos diferentes
métodos. Para isso, recorreu-se a uma analise de variancia (ANOVA) e anélise de
correlagéo bivariada entre os ensaios.

Na analise da variancia (ANOVA) testa-se a hipétese nula de que as médias dos
resultados das amostras dos diferentes extratos nos diferentes métodos sdo iguais. Para isso
usou-se o teste de homogeneidade de Levene, para avaliar se as diferencas nos resultados
sdo significativas (caso sejam, entdo ha evidencias para rejeitar a hipotese nula de
variagOes iguais entre as varias amostras, isto € p <0,05). Assim, em funcdo dos resultados
de p no teste de Levene, as diferencgas significativas entre médias dos resultados obtidos
foram identificadas recorrendo a testes post hoc (a posteriori - compara¢fes mdaltiplas)
como o teste Games-Howell no caso de p < 0,05 e pelo teste Fisher least significance
diference (LSD) caso p > 0,05 (115,116).
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Para a analise das correlacGes entre as variaveis determinaram-se os coeficientes de
correlacdo linear de Pearson (r) que medem a direcdo e magnitude da correlagcdo entre os

ensaios.

12. Resultados e Discussao

Muitos extratos de plantas tém sido descritos como tendo propriedades medicinais.
Neste trabalho pretendeu-se avaliar in vitro a atividade antioxidante e antidiabética de um
conjunto de quatro extratos aquosos de plantas tipicas da regido do Algarve. Assim para
concretizar os objetivos do presente trabalho submeteram-se os extratos aquosos a diversos
ensaios para a avaliacdo da atividade antioxidante (TPC, TFC, TAA, FRAP, RP e DPPH) e
a dois ensaios para a avaliacdo da atividade antidiabética (ensaios de inibicdo das enzimas
a-glucosidase e a-amilase).

Além disso, foi inicialmente determinado o contetdo em planta extraido para 0s
extratos aquosos usados no estudo, bem como a eficdcia desta extracdo. Os resultados

encontram-se na Tabela 12.1..

Tabela 12.1. Resultados expressos em mg/mL para o conteddo em compostos extraido pelos

extratos aquosos das diferentes plantas analisadas, bem como a eficécia desta extracéo.

A. baetica C. majus D. viscosa L. viridis

Concentragdo de compostos 9,73 8,63 13,40 9,70
(mg/mL)

Eficécia da extracéo 12,17 10,79 16,75 12,13
(%)

Nota: Todos os resultados sfo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). A. baetica - Aristolochia
baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L. viridis -Lavandula virilis
L..

Na Tabela 12.2 encontram-se os resultados obtidos, expressos na concentracéo
média dos respetivos equivalentes associada ao respetivo desvio-padrédo, nos métodos TPC,
TFC, TAA, FRAP e RP e na Tabela 12.3. os resultados expressos em ICsy médio
associado ao respetivo desvio padrdo, obtidos nos métodos DPPH, a-glucosidase e a-
amilase para os extratos aquosos das diferentes plantas analisadas e para a Acarbose.

Encontram-se ainda expressos, na forma de letra em indice, os resultados da anélise
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estatistica da variancia. Na Tabela 12.2. estd ainda apresentada percentagem de

contribuicdo do conteudo de flavonoides total no contetddo de fendis totais.

Tabela 12.2. Resultados, expressos em concentracao dos respetivos equivalentes, obtidos nos
métodos TPC, TFC, TAA, FRAP e RP para os diferentes extratos aquosos das diferentes plantas

analisadas.

A. baetica C. majus D. viscosa L. viridis
TPC 118,80 + 7,36° 76,51 +3,84° 477,10+ 2229° 282,98 + 537"
(mg GAE/g ps)
TFC 25,28 + 0,57° 3,16 £ 1,11° 22,87+1,73° 16,99 + 0,45°
(mg QE/g ps)
TFC/TPC 21,28 4,13 4,79 6,00
(%)
TAA 193,30 +5,75°  12155+517" 704,54 + 26,21* 561,30 * 36,28"
(mg AAE/g ps)
FRAP 184,97 + 4,84° 130,23 +2,53"  1132,99 +19,54° 78545+ 1,11°
(mg TE/g ps)

RP (mg TE/gps) 12593+4,21° 61,86+277°  62335+24,02° 438,89 + 17,94

Nota: Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrao (n = 3). As diferentes letras na mesma

linha para as véarias amostras no mesmo método (comparagdo das amostras no mesmo método) indicam que
as amostras tem diferencas estatisticamente significativas (com p <0,05), de acordo com o teste de Levene.
A. baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L.
viridis -Lavandula virilis L.; TPC - conteudo fendlico total; TFC - contetdo de flavonoides total; TAA -
atividade antioxidante total; FRAP; RP - potencial redutor; GAE - equivalentes de &cido gélico; QE -
equivalentes de quercetina; AAE - equivalentes de &cido ascorbico; TE - equivalentes de Trolox; ps - peso
seco; TFC/TPC (%) - percentagem de contribuicdo do contetido de flavonoides total no contedido de fendis

totais.

Tabela 12.3. Resultados, expressos em ICsq, obtidos nos métodos DPPH, a-glucosidase
e g-amilase para os extratos aquosos e para a Acarbose das diferentes plantas analisadas.

A. baetica C. majus D. viscosa L. viridis Acarbose

DPPH (ug/mL)  44,93+326° 12501+8,84° 2585+0,75° 29,52+0,75° -
a-gluc (mg/mL)  344+054 222+043° 061+006° 1,07+031° 3517+325
a-amil (mg/mL)  0,33+0,10° 252+0,71° 038+006° 147+019° 0,26+0,03

Nota: Todos os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo (n = 3). As diferentes letras na mesma
linha para as varias amostras no mesmo método (comparagdo das amostras no mesmo método) indicam que

as amostras tem diferencas estatisticamente significativas (com p <0,05), de acordo com o teste de Levene. A.
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baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L.
viridis -Lavandula virilis L.; DPPH - atividade de captura de radicais livres; a-gluc - ensaio de inibi¢do da a-

glucosidase; a-amil - ensaio de inibi¢do da a-amilase.

12.1. Quantificacdo dos Compostos Fendlicos
12.1.1. Conteudo Fendlico Total (TPC) e de Flavonoides Total (TFC)

Tal como ja referido, os compostos fenolicos estdo associados a atividade bioldgica
dos extratos vegetais, mais concretamente a atividade antioxidante (44,49,117). Assim, 0
TPC foi o primeiro método realizado na qual se determinou o conteudo fendlico total das
plantas estudadas a partir dos respetivos extratos aquosos usando o reagente Folin-
Ciocalteau. Em seguida realizou-se o0 método TFC na qual se determinou o respetivo
conteddo em flavonoides (polifenois) totais usando o reagente cloreto de aluminio
hexahidratado. Estes constituem uma subclasse do grupo dos fendis, sendo conhecidos
pelas suas propriedades particulares contra o stress oxidativo.

Na Tabela 12.2. verifica-se a partir dos resultados da anélise estatistica da variancia
para os resultados obtidos em ambos os métodos que existem diferencas significativas
(com p < 0,05) tanto no conteddo fendlico total como no contetdo em flavonoides total
entre as varias plantas em estudo.

Também de acordo com os resultados apresentados na Tabela 12.2 verifica-se que
no TPC o conteddo de fendis total variou entre 76,51 e 477 mg GAE/g ps. Sendo o extrato
da planta com maior conteido de compostos fenolicos expresso em equivalentes de acido
galico por grama de ps o da D. viscosa (477,10 + 22,29 mg GAE/g ps), destacando-se este
valor das restantes plantas. E também a segunda planta com maior contetido de flavonoides
total (22,87 + 1,73 mg QE/g peso seco).

No que diz respeito ao contetdo de compostos fenolicos seguem-se as plantas com
contetido decrescente L. viridis e A. baetica, sendo a C. majus a que tém o menor contetdo
(76,51 + 3,84 mg GAE/g ps).

O extrato da planta A. baetica foi o que resultou no maior contetdo de flavonoides
total (25,28 £ 0,57 mg QE/g ps), seguindo-se como referido, por ordem decrescente, a D.
viscosa e a L. viridis, sendo mais uma vez o extrato aquoso da C. majus que tém o menor
conteddo (3,16 £ 1,11 mg QE/g ps).

No entanto, através das Figuras 12.1.1. e 12.1.2 verifica-se que o0 extrato aquoso
da planta D. viscosa, € para ambos 0s métodos 0 que apresenta 0 maior concentracdo dos

respetivos compostos expresso em mg de composto por mL de extrato aquoso. Tal
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significa que embora esta planta ndo seja a que apresenta um maior conteddo em
flavonoides total (por g de ps), é a que resulta através da realizacdo da infusdo na maior
concentracdo destes compostos no extrato aquoso.

Ao comparar a contribuicdo do conteudo de flavonoides no conteudo fendlico,
como se pode ver na Tabela 12.2. pela percentagem de contribuicdo do contetdo de
flavonoides total no conteddo de fenois totais, um elevado valor de contetdo de
flavonoides ndo estd necessariamente associado aos maiores valores de compostos
fenolicos. Isto evidencia que existem diferentes proporcdes de outros tipos de compostos
fendlicos nos varios extratos aquosos. Assim, 0s extratos de D. viscosa, embora em
destaque pelos elevados contetdos de ambos 0s compostos apresenta uma contribuicdo de
apenas 4,79% dos compostos de origem flavonoide nos de origem fendlica enquanto os
extratos de A. baetica se distinguem pelo valor mais elevado de proporcdo dos compostos

flavonoides nos de origem fendlica com uma proporgao de 21,28%.

TPC (mg GAE/mL)
O R N W b T OO N

A. baetica C. majus D.viscosa L.viridis

Extratos das Plantas

Figura 12.1.1. Representacdo grafica do contetido fendlico total obtido pelo método TPC,
expresso em mg GAE/mL, dos quatro extratos aquosos das plantas estudadas.
Nota: Todos os resultados sdo expressos na média associada ao respetivo desvio padrdo (para n = 3). GAE -
equivalentes de acido galico; A. baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D.
viscosa - Dittrichia viscosa L.; L. viridis -Lavandula virilis L..
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Figura 12.1.2. Representacéo grafica do contetido em flavonoides total obtido pelo método TFC,
expresso em g QE/mL, dos quatro extratos aquosos das plantas estudadas.
Nota: Todos os resultados sdo expressos na média associada ao respetivo desvio padrdo (para n = 3). QE -
equivalentes de quercetina; A. baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa
- Dittrichia viscosa L.; L. viridis -Lavandula virilis L..

Uma das limitacGes na interpretacdo dos resultados obtidos no método TPC é o
facto de este ser um método pouco especifico tanto para os fendis como para 0s
antioxidantes em geral, uma vez que outras substancias presentes na amostra, designadas
de interferentes tais como aminas aromaticas e outros compostos azotados (proteinas),
metais como Cu (I) ou Fe (Il), elevados niveis de aglcares ou acido ascorbico, podem
reduzir o reagente Folion-Ciocalteau, resultando num falso aumento do contetdo de fendis
total e assim erradas conclusdes nos resultados (além de que a capacidade de resposta pelos
compostos fendlicos ao reagente referido depende do nimero de grupos fenol que estes
possuem) (42,47). No entanto, uma vez que se trata de um ensaio simples reprodutivel e
barato € aceitdvel para tirar as primeiras informacfes gerais acerca da atividade
antioxidante das varias amostras em estudo (93,101,102).

Dado que estes testes colorimétricos para a determinagdo dos conteidos em fenois e
flavonoides totais sdo pouco especificos e ndo permitem uma analise qualitativa das
amostras, sugere-se que em trabalhos futuros se recorra a uma analise mais exata e sensivel
como a cromatografia liquida de alta performance acoplada a cromatografia de massa
(HPLC-MS), uma vez que esta fornecera dados que complementam a informacéo
anteriormente obtida dando informagdo mais precisa e exata sobre a natureza dos
diferentes compostos presentes nos extratos analisados e consequentemente quais dos
constituintes tém uma maior contribuicdo para a atividade antioxidante (102). Assim
compreender-se-ia melhor a relagdo entre a estrutura e a atividade dos diferentes

compostos nas enzimas (a-glucosidase e a-amilase) importantes na fisiopatologia da Dm.
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E de relembrar que os compostos fenolicos sd0 uma das principais classes de
antioxidantes naturais havendo uma relacédo estreita entre a quantidade destes compostos e
a respetiva capacidade antioxidante dos extratos vegetais. Assim, a quantidade de
compostos fenolicos presentes no extrato relaciona-se com a respetiva capacidade
antioxidante dado que estes tém a capacidade de atuar como agentes redutores, doadores de
protdes e captar moléculas oxigénio singleto (43,44,117). No entanto esta relacdo ndo é
completamente clara pois o contetdo fendlico total ndo incorpora todos os antioxidantes, e
por outro lado, incorpora outros compostos sem atividade antioxidante. Outro facto, é que
a atividade antioxidante ndo depende apenas da concentracdo dos antioxidantes em solucao
mas também das suas estruturas e interacdo com os seus "substratos™ (109).

Assim de acordo com os resultados obtidos nestes dois métodos pode-se inferir que
0 extrato aquoso de D. viscosa tém a maior capacidade antioxidante.

No entanto para que seja possivel a comparacdo da capacidade antioxidante obtida
neste trabalho com a obtida por outros autores é necessario que tenham sido usadas
condicdes experimentais equivalentes (temperatura, solvente, técnica de extracdo, método
analitico)(39). Sendo que no caso dos trabalhos publicados sobre as espécies em estudo
neste trabalho sdo raros ou efetuados noutras condicGes, € dificil fazer uma comparacao
direta dos resultados. Além disso existirdo ainda variagdes no contelldo em fenois (tal
como nos outros compostos) em relacdo a outros estudos devido também a fatores
ambientais (exposicdo solar, chuvas, temperaturas, estado do solo), as condi¢bes de
crescimento, o periodo de colheita, condi¢cdes de secagem, solvente e temperaturas usadas

para 0 processo de extracao.

12.2. Avaliagdo da Capacidade Antioxidante in vitro
12.2.1. Atividade Antioxidante Total (TAA), Potencial Antioxidante por reducéo do
ido Férrico (FRAP) e Potencial Redutor (RP)

As metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante s&o multiplas e
baseiam-se em diversos fundamentos detetando diferentes aspetos desta capacidade (como
a quantificacdo da atividade anti-radicalar, quelante de metais de transi¢cdo ou potencial
redutor) permitindo quantificar assim diversos tipos de compostos com atividade
antioxidante. Alem de que em varias situagdes um dado método pode estar sujeito a

interferéncias.
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Tendo em consideracdo isso € compreensivel a discrepancia entre os valores de
atividade antioxidante obtidos pelos diferentes métodos para um mesmo extrato dado que
resultam de diferentes mecanismos usados. Em funcdo do mecanismo subjacente ao
método assim o0s tipos de compostos analisados. Assim, os diferentes compostos
antioxidantes de um extrato contribuem de forma diferente para a atividade antioxidante
total em funcdo do método usado.

Neste sentido, a atividade antioxidante dos extratos & dependente ndo s6 da
composicdo do proprio extrato, mas também da metodologia seguida. Assim, atualmente
estabelece-se a utilizacdo de varios métodos em simultdneo, ja& que um ensaio para
determinar a capacidade antioxidante usado isoladamente ndo ira refletir exatamente a
“capacidade antioxidante total” de uma amostra.

O método do TAA quantifica a capacidade dos compostos presentes no extrato de
reducdo do Molibdénio (VI) a Molibdénio (V) enquanto que o método do FRAP consiste
em avaliar a capacidade desses compostos em reduzir o complexo de TPTZ de férrico
(Fe**) a ferroso (Fe®*) bem como no método do RP a reducdo de Fe** a Fe** em que o ferro
se encontra na forma de complexo de ferrocianeto. Todos os métodos funcionam como
indicadores da atividade de transferéncia de eletrdes, complementando-se na determinagao
da atividade antioxidante dos extratos.

Na Tabela 12.2. verifica-se a partir dos dados da analise estatistica da variancia
para os resultados obtidos nos trés métodos (TAA, FRAP e RP) que existem diferencas
significativas (com p < 0,05) nas atividades antioxidantes entre as varias plantas em
estudo.

Os extratos aquosos de D. viscosa destacaram-se entre 0s restantes por
apresentarem os melhores resultados (Tabela 12.2.) nos trés métodos em questdo, em
contraste com os resultados obtidos para os restantes extratos. No caso da atividade
antioxidante total (TAA) este extrato aquoso apresentou uma elevada capacidade de
reducdo do Mo®" a Mo>* (704,54 + 26,21 mg AAE/g ps), uma elevada capacidade para
reduzir o complexo Fe-TPTZ (l11) a Fe-TPTZ (Il) no método FRAP (1132,99 + 19,54 mg
TE/g ps) e ainda facilidade para reduzir o ido Fe** a Fe** no método do RP (623,35 + 24,02
mg TE/g ps). Esta elevada atividade antioxidante por mecanismos redutores € também
suportada pelo elevado conteudo de compostos fendlicos determinado no método do TPC,
bem como pelas 6timas correlagdes dos métodos TPC com TAA, FRAP e RP, e entre estes
(Tabela 12.5.1.), sugerindo que 0 mecanismo antioxidante dos fendis sera por

transferéncia de eletroes.
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E de referir que a presenca de compostos antioxidantes como o &cido ascorbico,
vitamina E ou carotenoides nos extratos aquosos analisados pode também ser responsavel
pela promocgdo desta atividade antioxidante apresentada sobrestimando a atividade dos
fenais.

Ainda que a capacidade de transferéncia de eletrdes (potencial redutor) ndo seja o
unico mecanismo da atividade antioxidante, € no presente trabalho um dos estudados,
permitindo depreender para ja que o0s extratos aquosos de D. viscosa tém potencial
interesse como antioxidantes, nomeadamente devido ao seu elevado conteido em
compostos fenolicos.

Os extratos aquosos de L. viridis apresentam-se em seguida na poténcia
antioxidante determinada por estes métodos, tendo apresentando no método do TAA
561,30 + 36,28 mg AAE/g ps, do FRAP 785,45 + 1,11 mg TE/g ps e no RP 438,89 + 17,94
mg TE/g ps, evidenciando uma razoavel atividade antioxidante, também suportada por um
contetido de compostos fendlicos intermédio (Tabela 12.2).

Por sua vez, os extratos aquosos de A. baetica e C. majus apresentam 0s piores
resultados nos métodos em questdo, o que era ja previsivel dados os baixos contetidos em
compostos fendlicos obtidos no método do TPC (Tabela 12.2.). Os extratos aquosos de C.
majus foram neste aspeto fracos, apresentando valores de equivalentes de Trolox por g de
peso seco em ambos 0s métodos do FRAP (130,23 + 2,53) e RP (61,86 * 2,77) cerca de
dez vezes inferiores aos extratos de D. viscosa, revelando pelo menos a escassa presenca
de compostos com potencial de reducdo do ido férrico em relacdo aos restantes extratos
aquosos analisados.

Assim, a efetividade na atividade antioxidante global, determinada pelos métodos
em estudo apresenta-se de forma coerente, seguindo a seguinte ordem decrescente: D.
viscosa > L. viridis > A. baetica > C. majus.

Na Figura 12.2.1.1. verifica-se mais uma vez que o0 extrato aquoso da planta D.
viscosa € para os trés métodos 0s que apresenta umas maiores concentragcdes expressos em
mg de composto com atividade redutora por mL de extrato aquoso destacando-se entre
estas concentracdo de equivalentes de Trolox obtida no método FRAP de 15,19 + 0,26
mg/mL o que sugere que esta planta ndo s6 tém uma elevada poténcia antioxidante bem
como existe uma elevada eficiéncia na extragdo destes compostos em meio aquoso (atraves

da realizagéo da infus&o).
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Figura 12.2.1.1. Representacdo grafica atividade antioxidante total (TAA) expressa em mg
AAE/mL, do potencial antioxidante por reducdo do ido Férrico (FRAP) e do potencial redutor
(RP) expressos em mg TE/mL, dos quatro extratos aquosos das plantas estudadas.

Nota: Todos os resultados sdo expressos na média associada ao respetivo desvio padrao (para n = 3). AAE -
equivalentes de &cido ascérbico; TE - equivalentes de Trolox A. baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus -

Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L. viridis -Lavandula virilis L..

12.2.2. Atividade de Captura de Radicais Livres (Método do DPPH)

A captura de radicais livres € um dos principais mecanismos de acdo dos
antioxidantes nos sistemas bioldgicos (27). No método do DPPH é utilizada a espécie
radicalar de azoto 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-) para medir a poténcia de captura
de radicais livres pelos compostos presentes no extrato.

Assim, quanto menores forem os valores obtidos neste método, maior sera a
poténcia de captura de radicais livres, e portanto maior a atividade antioxidante de cada
extrato avaliada por este método. A concentracdo dos extratos aquosos necessaria para
capturar 50% dos radicais livres DPPH- em solucdo (ICsp), encontra-se na Tabela 12.3.
Nesta tabela verifica-se a partir dos dados da analise estatistica da variancia para os
resultados obtidos no método do DPPH que existem diferencas significativas (com p <
0,05) nas atividades de captura do radical livre DPPH entre A. baetica, C. majus e D.
viscosa ou L. virilis, mas entre D. viscosa e L. virilis ndo, para p < 0,05. Estes resultados
sugerem um comportamento e poténcia de captura do radical livre DPPH para D. viscosa e
L. virilis muito semelhante.

Mais uma vez os extratos aquosos de C. majus apresenta os piores resultados entre
as plantas estudadas com um ICsg de 125,01 + 8,84 pg/mL, valor muito superior ao obtido

para as outras especies, nomeadamente em relacdo a D. viscosa (25,85 + 0,75 pg/mL) ou
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L. virilis (29,52 £ 0,75 pg/mL). Esta fraca poténcia de captura de radicais livres por parte
dos extratos aquosos de C. majus sugere fraca capacidade antioxidante, como antioxidantes
primarios, revelando que estes serdo pouco capazes de doar atomos de hidrogénio ao
radical tornando-o estavel.

Estas inferéncias também ja tinham sido verificadas anteriormente dado o baixo
conteldo em compostos fenolicos no metodo do TPC, em particular de flavonoides
(método do TFC), bem como no ensaio de reducédo do ido férrico a ferroso (metodo RP e
FRAP). Além disso ja, varios estudos mencionaram existir uma relagdo positiva entre 0s
resultados obtidos no método TPC e a determinagdo da capacidade antioxidante atraves de
métodos como o do radical DPPH (42,109). Adicionalmente, C. majus revelou também ter
baixa capacidade de reducdo do Mo®* a Mo®" no método TAA. Estas conclusdes tornam-se
validas dadas as correlacBes significantes (Tabela 12.5.1.) do método DPPH com os
restantes métodos referidos (para um nivel de p < 0,01), em particular do DPPH com o
método do TFC (r = - 0,875), evidenciando que o elevado valor de ICs, obtido no DPPH
esta associado a um baixo valor obtido no método do TFC.

Os extratos aquosos de D. viscosa e L. virilis posicionam-se mais uma vez com 0s
melhores resultados entre as restantes plantas, 0 que sugere uma vez mais a sua elevada
poténcia antioxidante entre as plantas estudadas. Esta ilacdo é suportada pelos elevados
valores obtidos nos métodos anteriormente estudados (Tabela 12.2.) sugerindo assim
conterem compostos com uma boa capacidade antioxidante, como antioxidantes primarios,
devido a capacidade de doar &tomos de hidrogénio ao radical livre tornando-o estavel.

Por seu lugar, A. baetica posiciona-se numa posicao intermédia no que diz respeito
a capacidade antioxidante por captura do radical livre DPPH. Os ensaios realizado aos
extratos aquosos desta planta resultaram num ICsy de 44,93 + 3,26 pg/mL para a captura
do radical DPPH, sugerindo a presenca nestes extratos compostos com uma razoavel
poténcia antioxidante como antioxidantes primarios.

Assim, de acordo com os resultados obtidos neste ensaio para a capacidade de
captura de 50% dos radicais livres DPPH- presentes em solucgdo, as plantas estudadas
posicionam-se pela seguinte ordem decrescente: D. viscosa > L. viridis > A. baetica > C.
majus. Esta relacdo é confirmada também na Figura 12.2.2.1. em apresentacdo grafica. Os
extratos aquosos de D. viscosa e L. viridis sdo assim 0s que apresentam uma maior
capacidade de captura de radicais livres para um menor concentracdo de compostos

antioxidantes em solucéo.
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Figura 12.2.2.1. Representacdo grafica da atividade de captura de radicais livres avaliada pelo
método DPPH expressa em ICs (ug/mL) dos quatro extratos aquosos das plantas estudadas.
Nota: Todos os resultados sdo expressos na média associada ao respetivo desvio padrdo (para n = 3). A.
baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L.

viridis -Lavandula virilis L..

12. 3. Avaliacdo da Atividade Antidiabética in vitro

12.3.1. Atividade Inibitéria das Enzimas a-glucosidase e a-amilase

Uma vez que a exposicdo prolongada a elevados niveis de glicose em circulagédo
apos as refeicdes esta associado a efeitos prejudiciais sobre as células e tecidos, podendo
nomeadamente causar altera¢des ao nivel das células  pancreaticas, o que contribui para
uma progressiva disfuncionalidade das mesmas, para determinar a potencial atividade
antidiabética dos extratos aquosos das plantas em estudo recorreu-se aos ensaios de
inibicdo das enzimas a-glucosidase e a-amilase.

Nestes métodos os resultados sdo expressos em ICsp, pelo que a menores valores
de concentracdo de composto necessario para inibir a enzima estdo associadas melhores
atividades inibitorias. A concentracdo dos extratos aquosos necessaria para inibir 50% das
enzimas a-glucosidase e a-amilase presentes em solugéo (ICsp), encontram-se na Tabela
12.3.1.1.. Nesta tabela verifica-se a partir dos dados da analise estatistica da variancia para
os resultados obtidos no método do ensaio de inibicdo da a-glucosidase que existem
diferencas significativas (com p < 0,05) nas atividades inibitérias da enzima entre A.
baetica, C. majus e D. viscosa ou L. virilis, mas entre D. viscosa e L. virilis ndo, para p <
0,05. Estes resultados sugerem uma atividade inibitoria de a-glucosidase para D. viscosa e

L. virilis muito semelhante.
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A mesma analise estatistica foi realizada para os resultados obtidos no método do
ensaio de inibicdo da a-amilase, constatando-se que existem diferencas significativas (com
p < 0,05) nas atividades inibitorias da enzima entre A. baetica, C. majus e L. virilis, e entre
D. viscosa, C. majus e L. virilis, mas ndo entre A. baetica e D. viscosa. O que sugere uma
atividade inibitdria de a-amilase para A. baetica e D. viscosa muito semelhante.

No que diz respeito & atividade antidiabética os extratos aquosos da planta A.
baetica destacam-se pela maior atividade inibitéria da enzima a-amilase (ICsp = 0,33 %
0,10 mg/mL) e pela menor atividade inibitéria da enzima a-glucosidase (ICso = 3,44 + 0,54
mg/mL), comportamento semelhante ao obtido para o fArmaco padrdo acarbose. Os seus
extratos aquosos tinham ja& revelado anteriormente o maior conteudo de flavonoides
(Tabela 12.1.1.2.) o que sugere que estes compostos tenham um importante papel na
atividade inibitoria da enzima a-amilase. Tal inferéncia é também suportada pela muito
forte correlagdo (r = -0,918) existente entre os métodos TFC e ensaio de inibicdo da a-
amilase (Tabela 12.5.1.).

Por seu turno, os extratos aquosos da planta D. viscosa destacam-se pela maior
atividade inibitéria da enzima a-glucosidase e pela segunda maior atividade inibitdria da
enzima a-amilase com valores de 1Csp em mg/mL de 0,61 = 0,06 e 0,38 = 0,06,
respetivamente, entre as plantas estudadas. No entanto, no que diz respeito a atividade
antidiabética por inibicdo das enzimas em estudo, esta € maior pela inibicdo da enzima a-
amilase, dado o ICs inferior. Dado que 0s extratos aquosos desta planta foram os que
apresentaram os melhores resultados nos métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante,
TAA, FRAP e RP bem como DPPH, os resultados sugerem que 0s compostos com elevada
capacidade antioxidante tém também boa atividade inibitéria das enzimas, nomeadamente
da a-glucosidase. Além disso, 0s extratos desta planta apresentaram também o maior
conteldo em compostos fenolicos relativamente aos restantes extratos estudados. Tais
inferéncias sdo suportadas pelas fortes correlagdes (r > |0,8|) entre o ensaio de inibicdo da
enzima a-glucosidase e os métodos referidos (Tabela 12.5.1.). A segunda maior atividade
inibitoéria da enzima a-amilase, parece dever-se ao seu também elevado contetdo em
flavonoides (método TFC). Esta ilacdo é suportada pela muito forte correlagdo existente
entre os metodos TFC e ensaio de inibigdo da a-amilase, como visto anteriormente.

Em relagdo aos extratos aquosos de L. viridis, verificam-se atividades antidiabéticas
por inibicdo das enzimas a-glucosidase e a-amilase razoaveis, com valores de ICsy em
mg/mL de 1,07 + 0,31 e 1,47 £ 0,19, respectivamente. Assim esta planta posiciona-se

numa posicao intermédia em relacdo as outras estudadas, no que concerne ao seu potencial
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antidiabético. No entanto, no que diz respeito a atividade antidiabética por inibicdo das
enzimas em estudo, esta é maior pela inibi¢cdo da enzima a-glucosidase. A mesma posi¢do
teve a planta no que diz respeito a conteudo em compostos fendlicos (TPC) bem como na
capacidade antioxidante (TAA, FRAP, RP e DPPH), sugerindo o contributo dos compostos
fendlicos também na atividade antidiabética.

Por fim, os extratos aquosos de C. majus revelam mais uma vez uma fraca
atividade, neste caso antidiabética, o que se pode justificar pelo seu baixo teor em
compostos fendlicos. Apresentou valores de 1Cso em mg/mL de 2,22 + 0,43 e 2,52 + 0,71,
para as enzimas a-glucosidase e a-amilase, respectivamente, revelando possuir compostos
mais potentes em inibir a enzima a-glucosidase. Ainda assim 0s extratos aquosos desta
planta revelaram-se mais potentes que os extratos aquosos das folhas de Morinda lucida,
planta medicinal usada na Africa Ocidental no tratamento da Diabetes que em estudos
semelhantes revelou valores de 1Csode 2,00 e 2,30 mg/mL para a a-glucosidase e o-
amilase, respectivamente (118).

Perante os resultados obtidos verifica-se que os extratos aquosos de D. viscosa e L.
viridis sdo mais efetivos na inibicdo da enzima da a-glucosidase, dados os seus menores
valores de ICsp para esta enzima. Por outro lado, os extratos aquosos de A. baetica e D.
viscosa Sa0 mais potentes a inibir a enzima da a-amilase.

Os extratos das plantas estudadas apresentam-se pela seguinte ordem decrescente
de poténcia para inibir a a-glucosidase: D. viscosa > L. viridis > C. majus > A. baetica. E
para a inibir a a-amilase: A. baetica > D. viscosa > L. viridis > C. majus. Na Figura
12.3.1.1. este posicionamento € apresentado graficamente.

Foi ainda testada a Acarbose, fa&rmaco modelo, em ambas enzimas tendo-se
verificado que a enzima g-amilase € bastante mais sensivel, in vitro, a este farmaco do que
a enzima a-glucosidase, tendo em conta os valores de ICs, obtidos para cada uma das
enzimas respetivamente, 0,26 = 0,03 e 35,17 + 3,25 mg/mL. A Acarbose revelou-se no
presente trabalho um inibidor menos eficaz na inibicdo da enzima a-glucosidase em

relacdo & a-amilase, o que vai de encontro ao ja descrito por Shai, et al (119).
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Figura 12.3.1.1. Representacdo gréfica da atividade de inibitoria das enzimas a-glucosidase e a-
amilase expressa em ICs (Lg/mL) dos quatro extratos aquosos das plantas estudadas.
Nota: Todos os resultados sdo expressos na média associada ao respetivo desvio padrdo (para n = 3). A
variavel dependente referente ao ensaio de inibi¢do da a-amilase encontra-se no eixo vertical da esquerda e o
referente ao da a-glucosidase esta no eixo vertical direito. A. baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus -

Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L. viridis -Lavandula virilis L..

Acrescenta-se ainda o facto dos extratos de todas as plantas estudadas serem mais
potentes que a Acarbose na inibicdo da atividade da enzima a-glucosidase e por outro lado
menos potentes na inibicdo da atividade enzimética de a-amilase. Num estudo realizado
em 2014 por Gharreb, et al (34) também os extratos aquosos das plantas estudadas
mostraram ter uma atividade inibitéria da a-glucosidase mais potente que o controlo
positivo Acarbose. Neste estudo o ICso da Acarbose é de 765 mg/mL, enguanto que 0s
valores dos extratos estudados variam de 10,5 a 14 mg/mL. Estes resultados reforcam os
resultados obtidos na presente dissertacdo de que 0s compostos constituintes dos extratos
aquosos das plantas tém uma elevada potencia antidiabética, superior a do controlo
positivo Acarbose.

No presente trabalho, os extratos aquosos estudados revelaram uma inibicdo mais
potente da enzima a-amilase do que de a-glucosidase, dado os menores valores de ICs
contra a-amilase. Este comportamento, no entanto ndo é vantajoso pois esta documentado
que uma forte inibicdo da enzima a-glucosidase e pouca inibicdo de a-amilase tem a
vantagem de apresentar menos efeitos adversos em relacdo aos decorrentes da excessiva
inibicdo de a-amilase, pois esta resulta numa fermentacdo bacteriana anormal dos hidratos
de carbono néo digeridos no colon resultando em maior desconforto abdominal (114,120).

De acordo com os resultados obtidos e acima descritos, confirma-se assim a

informacdo presente na literatura, referida por Gharreb, et al (34) e Td Bothon, et al (59)
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de que os compostos fenolicos demonstram capacidade de inibir a atividade de diversas
enzimas digestivas responsaveis pela hidrélise e absorcdo dos hidratos de carbono a nivel
do estomago e intestino, dadas as suas capacidades para se ligarem a estas enzimas.
Também Kim, et al (121) ja tinha documentado que os compostos fendlicos,
nomeadamente os flavonoides, se revelam como potentes inibidores das enzimas a-
glucosidase e a-amilase.

Um outro trabalho realizado por Moradi-Afrapoli, et al (52) em 2012, no qual
estudou as atividades antioxidantes e antidiabéticas de extratos metandlicos das partes
aéreas de Polygonum hyrcanicum, revelou uma potente atividade inibitéria da enzima a-
glucosidase bem como uma excelente atividade antioxidante determinada pelos ensaios do
FRAP e DPPH. Além disso, neste trabalho foram isolados e caracterizados 0s compostos
ativos presentes, revelando uma grande proporcdo de flavonoides presentes, o que mais
uma vez vem corroborar as ilagbes colocadas no presente trabalho, do papel que estes
compostos podem ter como agentes antidiabéticos.

Noutro trabalho, realizado por Gao, et al em 2013, verificou-se que este grupo de
compostos naturais, os polifenois, também presentes no conhecido cha verde inibem a
atividade das enzimas a-glucosidase e a-amilase bem como potenciam o papel da insulina

no organismo.

12.4. Anélise Colorimétrica

Neste ensaio de analise da cor dos varios extratos aquosos das plantas em estudo
pretendeu-se perceber se a proporcdo de uma das cores (amarelo, vermelho e azul) esta
diretamente relacionada com a atividade antioxidante ou antidiabética dos extratos. Na
Figura 12.4.1. apresenta-se 0 aspeto visual dos extratos aquosos de cada uma das plantas
estudadas, todas diluidas 1,43 vezes em relacdo a concentracao inicial. E na Tabela 12.4.1.
apresenta-se os resultados para a intensidade da cor (InC) e para as proporcdes das cores
amarelo, vermelho e azul igualmente para os extratos aquosos das diferentes plantas

estudadas.

g

Nota: Na ordem, da esquerda para a di%fa, A. baetica, C. majus, D. viscosa e L. viridis.

Figura 12.4.1. Aspeto visual dos extratos aquosos das quatro plantas estudadas.
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Tabela 12.4.1. - Resultados para a intensidade da cor, expressos em absorvéncia e para as
proporcdes das cores amarelo, vermelho e azul, expressos em % de cor para 0s extratos aquosos

das diferentes plantas estudadas.

A. baetica C. majus D. viscosa L. viridis

INC 2,451+0,012*° 1,706 +0,010° 1,414 +0,016° 1,933 + 0,001°

% amarelo 47,19 +1,50* 6259+150° 69,02+041° 57,01 +0,96°
% vermelho 30,09 +0,21*  23,07+0,44°  19,85+0,14° 26,85+ 0,15°
% azul 22,72+129*° 1434+1,08° 11,13+0,29° 16,14 +0,81°

Nota: Todas as amostras foram diluidas para 0 mesmo fator de diluicdo. Todos os resultados sdo expressos

em média + desvio padrdo (n = 3). A intensidade da cor (InC) foi calculada pela soma das absorvéncias aos
trés comprimentos de onda: amarelo (420 nm), vermelho (520 nm) e azul (620 nm). A proporcéo de cada (%)
cor foi determinada pelo produto das respetivas absorvéncias por 100 e dividida por InC. As diferentes letras
para as varias amostras na mesma cor (comparac¢do das amostras no mesmo para a mesma cor) indicam que
as amostras tem diferencas estatisticamente significativas (com p <0,05), de acordo com o teste de Levene. A.
baetica - Aristolochia baetica L.; C. majus - Chelidonium majus L.; D. viscosa - Dittrichia viscosa L.; L.

viridis -Lavandula virilis L.

A InC dos extratos aquosos permite verificar se 0s compostos com absorvéncias
nos comprimentos de onda correspondentes ao amarelo, vermelho ou azul estdo mais ou
menos presentes. Desta forma, quanto mais elevada for a InC, maior a quantidade de
compostos que absorvem a estes comprimentos de onda, nomeadamente alguns compostos
fendlicos.

Na Tabela 12.4.1. verifica-se a partir dos dados da analise estatistica da variancia
para os resultados obtidos para a InC e as proporcdes de cada cor que existem diferencas
significativas (com p < 0,05) entre as vérias plantas em estudo.

Verifica-se que o extrato aquoso com menor InC € o correspondente a planta D.
viscosa (1,414 £0,016), planta esta que parece apresentar a maior concentracdo de
compostos por mL de extrato (13,40 mg/mL) bem como a maior eficicia de extracdo
(16,75%) (Tabela 12.1.). Apresenta também um maior conteudo de compostos fenolicos e
atividade antioxidante assim como a uma maior atividade antidiabética, tal como visto
anteriormente. Uma das hipéteses para este facto podera ser explicada por estes compostos
com elevada atividade antioxidante e antidiabética presentes neste extrato aquoso ndo
absorverem significativamente aos comprimentos de onda em analise. Esta planta, por
outro lado, é a que apresenta uma maior proporcao de cor amarela (69,02 £+ 0,41%) no seu

extrato aquoso em relacdo aos extratos das restantes plantas estudadas, o que sugere que 0S
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compostos que absorvem ao comprimento de onda de 420 nm, nos quais se incluem alguns
flavonoides, poderdo ser responsaveis pela atividade antioxidante e antidiabética, tal como
referido por Peixoto Sobrinho et al (122). Por outro lado apresenta as menores proporcoes
de cor vermelho (19,85 * 0,14%) e azul (11,13 £ 0,29%) em relacdo aos restantes extratos
estudados.

Verifica-se ainda que para todas as plantas, a maior proporcéo de cor dos extratos é
para 0 amarelo, pelo que em todas as plantas estudadas podera haver uma significativa
proporcdo de flavonoides. Tal se comprova também pela cor amarelo-acastanhada dos
varios extratos aquosos (Figura 12.4.1.).

Os extratos aquosos com maior InC sdo os correspondentes as plantas A. baetica
(2,451 £ 0,012) e L. viridis (1,933 + 0,001) (Tabela 12.4.1.), ainda que estas plantas ndo se
destaguem pela atividade antioxidante em relacdo a planta D. viscosa, 0 seu potencial é
também bastante elevado. Este aspeto é também verificado através da analise visual dos
extratos aquosos (Figura 12.4.1.) nos quais estas duas plantas apresentam uma cor mais
escura. Sao também estas duas plantas que tém a maior proporcdo da cor vermelha (30,09
+ 0,21% e 26,85 + 0,15%, respetivamente) e azul (22,72 + 1,29% e 16,14 + 0,81%,
respetivamente), sendo no entanto as plantas que apresentam uma menor proporgéo de cor
amarela (47,19 £ 1,50% e 57,01 + 0,96%, respetivamente).

Por sua vez, os extratos aquosos de C. majus uma elevada propor¢do de cor amarelo
(62,59 * 1,50%) e baixas de cor vermelha (23,07 + 0,44%) e azul (14,34 = 1,08%), o0 que
se assemelha aos resultados obtido para D. viscosa, sugerindo uma boa proporcdo de
compostos flavonoides entre os constituintes extraidos pelo extrato aquoso. No entanto,
verificou-se anteriormente que contrariamente a D. viscosa, esta planta era fraca no que diz
respeito a atividade antioxidante e antidiabética, apresentando também um baixo conteddo
em compostos fenodlicos e flavonoides em relacdo as restantes plantas estudadas,
evidenciando assim que esta planta relativamente as restantes € a mais fraca, mas que no
seu todo podera apresentar algum potencial antioxidante. Usando o seu extrato aquoso sera
necessario uma maior concentracdo dos compostos presentes em relacdo aos restantes
extratos para uma atividade semelhante, pois esta é também a planta que apresentou uma
menor concentracdo de compostos por mL de extrato (8,63 mg/mL) bem como menor
eficacia de extracdo (10,8%).

Assim se verifica que, no seu todo a InC é pouco condicionante da atividade
antidiabética e antioxidante pois esta engloba a absorcdo de radiacdo por diversas classes

de compostos presentes no extrato que absorvem aos trés comprimentos de onda em estudo
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correspondentes ao amarelo (420 nm), vermelho (520 nm) e azul (620 nm). No entanto, a
proporcéo da cor amarelo para cada planta € um bom indicador do seu potencial absoluto
de atividade antidiabética e antioxidante, dado que a este comprimento de onda (420 nm)
muitos compostos flavonoides apresentam a sua absor¢do maxima.

As antocianinas absorvem particularmente na gama 450-560nm pelo que
provavelmente sdo um dos tipos de compostos flavonoides responséveis pela proporcéo de

cor vermelha/azul entre os diversos extratos estudados (123).

12.5. Coeficientes de correlacéo linear de Pearson (r)

A Correlacdo de Pearson é um método estatistico e paramétrico que permite
verificar a existéncia e avaliar a intensidade de uma relacdo linear entre as variaveis
guantitativas continuas, ou seja, como estas variam em conjunto (124,125).

O valor do coeficiente varia de -1 a 1, sendo que o seu sinal (positivo ou negativo)
indica o sentido da relacdo entre as duas varidveis (correlacdo positiva ou negativa), e a
magnitude do seu valor indica a intensidade da relacdo linear entre as duas variaveis,
podendo ser muito forte (|r|> 0,9), forte (0,9 >|r|> 0,7), moderada (0,7 >|r|> 0,5) ou fraca
(0,5 >|r|> 0,3). Assim: se o coeficiente tiver um valor de 0 (r=0) n&o existe relagéo linear
entre as duas variaveis, e quanto mais préximo de 1 for o seu valor absoluto, mais intensa é
a relacdo linear entre as duas variaveis; se o coeficiente de correlacdo entre duas variaveis
for positivo (r>0) estas variam no mesmo sentido (ou seja, valores elevados de uma
variavel estdo associados a valores elevados da outra variavel; valores baixos de uma
variavel estdo associados a valores baixos da outra variavel); se o coeficiente for negativo
(r<0), as variaveis variam em sentido inverso (valores elevados de uma variavel estdo
associados a valores baixos da outra variavel), como € o caso quando se correlacionam
métodos em que o0s resultados se expressam em concentracdo de equivalentes de um dado
composto (TPC, TPC, TFC, TAA, FRAP ou RP) com métodos em que os resultados se
expressam em ICso (DPPH ou ensaios enzimaticos) (124,125).

Aplicou-se o teste de Pearson para avaliar a correlagéo entre os resultados obtidos
pelos varios métodos estudados, TPC, TPC, TFC, TAA, FRAP, RP, DPPH, ensaio de
inibicdo da a-glucosidase e da a-amilase, determinacdo das proporc¢des de cor amarelo,
vermelho e azul e determinacdo da InC, sendo que os resultados se encontram na Tabela
12.5.1..
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Tabela 12.5.1. - Matriz de correlacdo (coeficientes de correlacdo de Pearson - r) dos resultados

obtidos através dos diferentes métodos estudados.

TPC TFC TAA FRAP RP DPPH a-gluc a-amil Am \% Az InC
TPC 1 0,4830,965**0,984**(,985** -0,713** -0,811** -0,489 0,615* -0,591* -0,623* -0,622*
TFC 1 0463 0429 0475 -0,875** 0,020 -0,918** -0,325 0,292 0,347 0,336
TAA 1 0,992**0,990** -0,765** -0,836** -0,421 0,524 -0,470 -0,561 -0,546
FRAP 1 0,997**-0,717** -0,860** -0,407 0,603* -0,556 -0,631* -0,619*
RP 1 -0,751** -0,833** -0,442 0,562 -0,517 -0,591* -0,578*
DPPH 1 0,380 0,798** 0,103 -0,136 -0,071 -0,092
a-gluc 1 0,047 -0,758** 0,693* 0,798** 0,798**
a-amil 1 0,213 -0,162 -0,254 -0,231
Am 1 -0,987** -0,989** -0,991**
\ 1 0,952** 0,980**
Az 1 0978**

InC 1

* A correlacéo é significativa para um nivel de p < 0,05 (bilateral).

** A correlacdo é bastante significativa para um nivel de p < 0,01 (bilateral).

TPC - contetdo fenodlico total; TFC - contetdo de flavonoides total; TAA - atividade antioxidante total;
FRAP; RP - potencial redutor; DPPH - atividade de captura de radicais livres; a-gluc - ensaio de inibi¢do da
a-glucosidase; a-amil - ensaio de inibi¢do da a-amilase; Am, V e Az - porporcBes em % das cores amarelo

(420 nm), vermelho (520 nm) e azul (620 nm) nos extratos aquosos; InC - intensidade da cor.

Analisando a matriz de correlacdo obtida (Tabela 12.5.1.) as correlagdes muito
fortes (Jr|> 0,9), todas bastante significativas para um nivel de p < 0,01, ocorrem entre 0s
métodos: TPC e TAA, FRAP, RP; TFC e a-amilase; TAA e FRAP, RP; FRAP e RP. Da
mesma intensidade de forca, para um nivel de p < 0,01, sdo as correlacBes entre as
propor¢oes de cores amarelo, vermelho e azul dos extratos.

Ja as correlacgdes fortes (0,9 >|r|> 0,7), todas bastante significativas para um nivel
de p < 0,01, ocorrem entre os métodos: TPC e DPPH, a-glucosidase; TFC e DPPH; TAA e
DPPH, a-glucosidase; FRAP e RP, a-glucosidase; RP e DPPH, a-glucosidase; DPPH com
todos os metodos a excegdo da a-glucosidase; a-glucosidase e TAA, InC, proporcao de
vermelho, azul.

Por fim as correlagdes moderadas (0,7 >|r|> 0,5), significativas para um nivel de p <
0,05, ocorrem entre os métodos: TPC com InC e propor¢des de amarelo, vermelho, azul;
FRAP com InC e proporgdes de amarelo, azul; RP com InC e proporcdo de azul; a-
glucosidase e proporcao de vermelho.

62



Diabetes: analise in-vitro da atividade antioxidante e antidiabética de quatro extratos de plantas da regido do Algarve

Avaliando a correlagdo entre a atividade antioxidante (determinada pelos vérios
métodos) e o contetudo fendlico total, verificou-se a existéncia de correlacdo bastante
significativa e muito forte entre os resultados de atividade antioxidante obtidos pelos
diferentes métodos (TAA, FRAP e RP) e destes com o TPC. O que sugere que 0S
compostos fendlicos sdo importantes para atividade antioxidante dos extratos aquosos
estudados, podendo ser indicadores do potencial antioxidante da planta, no entanto é de
relembrar que apesar destes compostos serem 0s antioxidantes mais potentes e comuns nas
plantas, podera existir também a contribuicdo de outros compostos ndo fendlicos para a
atividade antioxidante dos extratos (91). No entanto, ao contrario do esperado, dado que 0s
compostos flavonoides sdo um tipo especifico de fendis, os resultados do método TFC nédo
tém uma correlacdo significativa com estes métodos referidos anteriormente.

Além disso, de acordo com a matriz de correlacdo verifica-se também a auséncia de
correlacdo positiva significativa entre os metodos TPC e TFC o que pode explicar mais
uma vez as diferengas na contribuicdo do contetdo de flavonoides na composicéo fendlica
entre 0s varios extratos aquosos das plantas estudadas (Tabela 12.2.).

Ja entre o DPPH e os métodos TPC (r= -0,713) e TFC (r= -0,875) existem
correlagOes apenas fortes (p < 0,01), o que ainda assim sugere que os compostos fendlicos
em particular os flavonoides tém uma boa capacidade de captura de radicais livres.
Semelhantes correlacdes ocorrem entre 0 método DPPH e os métodos TAA (r= -0,765),
FRAP (r=-0,717) e RP (r= -0,751) o que indica que uma boa atividade antioxidante esta
igualmente associada a uma boa capacidade de captura de radicais livres. E de referir que o
valor do r da correlacdo do método DPPH com qualquer um dos métodos anteriores tém
sinal negativo dado que um maior teor de compostos antioxidantes nas amostras implicam
no método DPPH uma menor concentracdo da amostra para a captura de 50% dos radicais
(DPPH).

No que diz respeito aos metodos enzimaticos, o ensaio de inibicdo da a-glucosidase
apresenta correlacdes bastante significativas e fortes, de sinal negativo, com os métodos do
TPC, TAA, FRAP e RP. Ou seja, um maior contetdo de compostos fendélicos e uma maior
atividade antioxidante dos compostos estd associada a necessidade de uma menor
concentracdo de composto para inibir a enzima a-glucosidase (menor 1Csp), revelando-se
assim potentes inibidores da enzima. Estes resultados permitem deduzir que compostos
com boa atividade antioxidante serdo potenciais inibidores da enzima a-glucosidase, pelo

que futuramente podera se retirar conclusdes acerca da inibi¢do da enzima a-glucosidase e
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respetiva atividade antidiabética a partir dos resultados obtidos através de métodos nao
enzimaticos que sdo mais economicos e simples.

O facto de ndo existir correlacao significativa entre os ensaios de inibicdo da a-
glucosidase e da a-amilase, sugere que 0s compostos responsaveis pela inibicdo de uma
enzima s&o distintos dos que inibem a outra. De acordo com as correlagfes obtidas parece
que os compostos fendlicos, com elevado poder antioxidante sdo os principais responsaveis
pela inibicdo da enzima a-glucosidase (correlacGes fortes e significativas para p < 0,01)
enguanto que os flavonoides sdo compostos com boa atividade inibitéria da a-amilase (r= -
0,918, para p < 0,01), sendo que um maior conteldo destes compostos implicam a
necessidade de uma menor quantidade de compostos para inibir a enzima (menor 1Csp),
revelando estes terem baixo poder antioxidante através dos métodos estudados, a excecao
de por captura de radicais livres (DPPH). Este facto, permite prever, mais uma vez, ao
realizar o teste do TFC (mais econémico e simples) qual serd a atividade dos compostos
perante a enzima a-amilase.

As fortes e significativas correlacdes entre TPC e os métodos TAA, FRAP e RP
deve-se principalmente ao fato destes estarem baseados em mecanismos de acgdo
semelhantes, ou seja, na transferéncia de eletrdes.

Por outro lado, uma boa correlagdo entre o TFC e o DPPH (r= -0,875) permite
inferir que os flavonoides manifestam as suas propriedades antioxidantes pelo seu
potencial de captura ou reducdo do radical.

No que diz respeito a correlacdo do ensaio de inibicdo da a-glucosidase com as
propor¢oes de cor verificam-se correlagdes fortes e bastante significativas (p < 0,01) com:
a proporc¢do de cor amarelo (r= -0,758) o que sugere que basta uma baixa quantidade dos
compostos responsaveis por absorver na zona do amarelo, para haver uma boa capacidade
de inibir a enzima a-glucosidase; com a cor azul (r= 0,758), sugerindo que 0s compostos
que absorvem na zona da cor azul sdo fracos na inibicdo desta enzima.

Verificou-se a existéncia de correlacdes significativas e muito fortes da InC com os
resultados das proporgdes de cor (p < 0,01), sendo que a proporcgao de cor azul apresenta
uma correlacdo positiva (r= 0,978), no entanto uma maior propor¢do de cor amarela tém
com a InC uma correlacdo negativa (r= -0,991), possivelmente pelo facto dos compostos
que absorvem na zona do amarelo, terem pouco contributo na intensidade da cor, sendo
que as plantas mais ricas nestes componentes apresentam extratos mais claros (Figura
12.4.1.). Além disso plantas com InC baixa, como é o caso de D. viscosa apresenta a maior

atividade de inibicdo da a-glucosidase, como se verificou anteriormente, o que € suportado
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pelo valor do coeficiente de correlagéo bastante significativo (p < 0,01) de 0,798 entre InC
e ensaio a-glucosidase (menor intensidade de cor corresponde a menor valor de ICsy da
enzima).

Além disso, a correlacdo entre proporcao de cor amarela com as proporcdes de cor
azul e vermelha tém também correlacbes bastante significativas (-0,989 e -0,987,
respetivamente, para p < 0,01) o que indica que extratos com compostos responsaveis pela
absorvéncia na zona da cor amarelo tém fraca absorvéncia na zona das cores azul e

vermelho.

13. Conclusoes

Uma vez que plantas tém mostrado beneficios para a sadde bem como no
tratamento de doencas, dada a sua composicdo em compostos com propriedades
bioldgicas, por exemplo no metabolismo dos hidratos de carbono, e por outro tém
tradicionalmente sido usadas de forma empirica por diversas populacdes, este trabalho
pretendeu estudar in vitro a potencial capacidade antioxidante e atividade antidiabética de
extratos aquosos de quatro espécies de plantas tipicas da regido do Algarve.

Para concretizar este objetivo, no presente trabalho foi avaliado o potencial
terapéutico de extratos realizados num solvente aquoso, facilitando a retirada de
conclus@es relativamente crediveis para as praticas da medicina tradicional dado que os
compostos extraidos e quantificados serdo equivalentes aos que serdo extraidos através da
realizacdo de infusbes caseiras. Ainda que a extracdo dos compostos ativos usando agua a
baixa temperatura seja a situacdo ideal, pois evita a degradacdo de possiveis compostos
presentes que poderem ser sensiveis a &gua em ebulicdo ou aos solventes orgénicos. Por
outro lado existe a desvantagem de consoante o solvente usado na realizacdo do extrato,
assim os diferentes compostos extraidos pelos diferentes solventes e portanto os resultados
para cada planta, uma vez em funcdo da polaridade do solvente assim os diferentes
compostos extraidos, e no presente estudo foi apenas utilizada a agua como solvente.

O conhecimento de espécies com potencial no tratamento ou prevengdo da Dm é
importante dado que vira permitir o potencial desenvolvimento e a formulagéo de produtos
farmacéuticos como € o caso dos suplementos alimentares que poderdo ser usados como
coadjuvantes da terapéutica farmacologica antidiabética em complemento com um estilo
de vida sauddvel com vista a manter a doenca controlada, ou prevenir o seu

desenvolvimento bem como poderdo ser um complemento a toma de farmacos. Esta
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associacao a terapéutica farmacoldgica resultaria em melhores resultados terapéuticos bem
como permitiria a reducao de doses de farmacos, reduzindo assim também a sua toxicidade
e o0s seus efeitos secundarios. Resultando assim num melhor controlo da doenca e uma
melhor qualidade de vida para o doente.

Embora no presente trabalho tenha sido estudado o potencial antioxidante e
antidiabético dos extratos aquosos da 4 plantas, outros estudos deverdo ser realizados,
nomeadamente estudos mais avancados onde se estabelecam ensaios in vivo para confirmar
a seguranca e beneficios do uso destes extratos na Dm e otimizar o uso especifico de
antioxidantes em doencgas associadas ao stress oxidativo (29).

Neste sentido, este trabalho pretendeu estudar de forma sucinta e simples potenciais
atividades antioxidante e antidiabética in vitro de 4 espécies de plantas colhidas na regido
do Algarve e ja utilizadas de diversas formas pela populagdo em geral.

Assim, de forma geral, verificou-se que das plantas estudadas, 0s extratos aquosos
de D. viscosa foram o0s que apresentaram uma melhor atividade antioxidante (1132,99 +
19,54 mg TE/g ps no FRAP, 623,35 + 24,02 mg TE/g ps no método RP e um valor de 1Cs
de 25,85 £ 0,75 pg/mL no método DPPH) o que pode ser explicado pelos mais elevados
valores de contetdo em compostos fenolicos totais obtidos (477,10 + 22,29 mg GAE/g ps)
bem como dos mais elevados em flavonoides totais (22,87 = 1,73 mg QE/g ps). Foram
também o0s extratos aquosos desta planta que revelaram a melhor atividade inibitéria no
ensaio de inibicdo da a-glucosidase (ICso de 0,61 + 0,06 mg/mL), revelando ser mais
potente que o controlo positivo de acarbose que apresentou um ICso de 35,17 + 3,25
mg/mL.

Os extratos aquosos de A. baetica, por sua vez, revelaram a melhor atividade
inibitdria, entre os extratos estudados, no ensaio de inibi¢do da a-amilase (ICso de 0,33 £
0,10 mg/mL), no entanto ndo superaram a atividade obtida para o controlo positivo
acarbose (ICsp de 0,26 + 0,03 mg/mL).

Relativamente aos extratos aquosos de C. majus este foi 0 que apresentou a pior
atividade antioxidante, pois resultou nos valores mais baixos tanto no método TPC (76,51 +
3,84 mg GAE/g ps), bem como no TFC (3,16 + 1,11 mg QE/ps) e nos métodos analisados
respeitantes a atividade antioxidante (121,55 + 5,17 mg AAE/g ps no TAA; 130,23 + 2,53° mg
TE/g ps no FRAP; 61,86 + 2,77 mg TE/g ps no método RP e um valor de ICs de 125,01 +
8,84 ng/mL no método DPPH). Em relagdo a atividade antidiabética revelou-se também a
pior planta no ensaio de inibicdo da enzima ag-amilase com um valor de 1Cso de 2,52 + 0,71

mg/mL.
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Dado a elevada correlagdo obtida tanto entre o conteido em fendlicos totais e a
atividade inibitoria da a-glucosidase (r = -0,811) e entre a atividade antioxidante e a
inibitdria da a-glucosidase (r =-0,836 no método TAA, r =-0,860 no FRAP e r =-0,833 no
RP), sugere-se que o0s compostos fendlicos tenham uma relevante contribuicao
antioxidante e antidiabética na prevencéo e terapéutica da Dm.

Em estudos futuros adicionais serd ainda importante determinar a sua composi¢do
analitica e caracterizar 0os compostos presentes nos extratos, realizando se possivel o
isolamento dos compostos ativos de interesse. Posteriormente seriam também Uteis testes

in vivo dos respetivos compostos ativos.
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