@ UAIgFcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Propriedades antiproliferativas e potencial
anticancerigeno de Geranium robertianum L.

Cétia Alexandra Costa Guerreiro

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve



Dissertacdo para obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho realizado sob a orientacéo:

Professor Doutora Maria da Graga Costa Miguel

2023/24

@ UAIlgFcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve



Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Propriedades antiproliferativas e potencial
anticancerigeno de Geranium robertianum L.

Catia Alexandra Costa Guerreiro

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve



Dissertagéo para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho realizado sob a orientacéo:

Professora Doutora Graca Maria da Costa Miguel

2023/24

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve



Propriedades antiproliferativas e potencial
anticancerigeno de Geranium robertianum L.

Declaracao de autoria de trabalho

Declaro ser a autora deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de referéncias incluida.

[Assinatura do aluno]

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve ii



Copyright© 2023 Cétia Alexandra Costa Guerreiro

A Universidade do Algarve tem o direito, perpétuo e sem limites geogréficos, de arquivar e
publicitar este trabalho através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma
digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, de o divulgar
através de repositorios cientificos e de admitir a sua cépia e distribuicdo com objetivos
educacionais ou de investigacao, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 1\



“Ndo ha nada a temer na vida, apenas tratar do compreender!”

Marie Curie
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Resumo

As plantas desde sempre tém sido uma fonte para os mais diversos fins, desde alimentacao,
vestuario, construcdo, aquecimento, venenos, mas também para prevenir e tratar algumas
patologias. A procura de produtos naturais, quer sob a forma de plantas medicinais, farmacos
vegetais, extractos, Oleos, exsudados ou compostos isolados, purificados continuam a
interessar as mais diversas indudstrias, incluindo as alimentares e as farmacéuticas, para dar
resposta ndo sO as populacdes que pretendem abordagens mais naturais, mas também na
procura de compostos com declarada evidéncia de eficacia mas seguros, nem que
posteriormente tenham de ser submetidos a processos de hemi-sintese a fim de garantir a

seguranca sem perder a eficacia.

A exposicdo a inumeros fatores de risco e as doencas emergentes que contribuem para as
alteracoes metabolicas do organismo tém sido um problema de extrema preocupacao na salde
publica e, por este motivo, € necessario proteger o sistema imunitario e erradicar as causas

que contribuem para estas alteraces enddgenas.

G. robertianum L., ou “Erva-de-S&o-Roberto, ou “Red Robin em lingua inglesa” é uma planta
nativa da Europa Central e usada pelas civiliza¢cGes mais antigas como remédio para diversos
distarbios patoldgicos, como anti-inflamatério, antioxidante, hemostatico, antidiabético,

antialérgico, anticancerigeno e diurético.

Nesta revisdo bibliogréafica avaliaram-se as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e
antiproliferativa uma vez que o cancro, sendo um conjunto de doencas que desencadeia uma
serie de alteracGes enddgenas, tem vindo a demonstrar uma incidéncia significativa, com

alteragdes metabolicas ao nivel de todos 0s 6rgéos.

As atividades biologicas desta espécie foram estudadas através da caracterizacdo dos seus
metabolitos secundarios ativos através de ensaios de eliminacdo ou captura de espécies
reativas, ensaios de inibicdo de marcadores pro-inflamatorios e, também, em ensaios de

viabilidade celular e citotoxicidade em linhas de células cancerigenas.

Os metabolitos das varias partes da planta de G. robertianum foram extraidos por maceracao,
recorrendo a solventes aquosos e hidro-alcodlicos e identificados através de técnicas

cromatograficas e espectrofotométricas, na maioria dos estudos.
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A sua composicdo quimica mais abundante em flavonoides, taninos hidrolisaveis e &cidos
fenolicos revelou um potencial significante para as atividades bioldgicas, antioxidante, anti-

inflamatdria e antiproliferativa.

Palavras-chave: G.robertianum; Cancro; Antioxidante; Polifendis; Anti-cancerigeno.
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Abstract

Plants have always been a source of interest for the most diverse purposes, both in terms of

textils and food and for the treatment and prevention of various pathologies.

The demand for natural products in their most varied forms, such as medicinal plants,
phythoterapics, oils, exudates or even in their isolated or purified form, has been growing as
the result of the emergence of various metabolic disorders inherent to lifestyle, habits, as well
as exposure to pollutants and radiation. Exposure to numerous risk factors and the increase in
emerging diseases has been a problem of extreme concern for public health and, therefore, it
is necessary to protect the immune system and eradicate the causes that contribute to these

endogenous alterations.

G. robertianum L., or “Erva-de-S&o-Roberto in portuguese ”, or “Red Robin ", is a plant native
to Central Europe and used by ancient civilizations as a remedy for various pathological
disorders, such as anti-inflammatory, antioxidant, haemostatic, antidiabetic, antiallergic,

anticancer and diuretic.

As cancer is a disease which, in addition to showing a significant incidence, has manifested
itself not only as one but several androgenic alterations which can affect all organs. For this
reason, this bibliographical review focused on evaluating the antioxidant, anti-inflammatory
and antiproliferative properties.

The biological activities of this species were studied through the characterization of its active
secondary metabolites by means of reactive species elimination or capture assays, pro-
inflammatory marker inhibition assays and in cell viability and cytotoxicity assays on cancer

cell lines.

In various studies, the most used methods and techniques for extracting and identifying
metabolites from the various parts of the G. robertianum plant were maceration, using aqueous
and hydro-alcoholic solvents, chromatography and spectrophotometry, respectively. Its
chemical composition, rich in flavonoids, hydrolysable tannins and phenolic acids, has
revealed significant potential for biological, antioxidant, anti-inflammatory and

antiproliferative activities.

Keywords: G. robertianum; Cancer; Antioxidant; Polyphenols; Anti-cancer.
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1. Introducéo

Até meados do século XIX a natureza era a principal fonte de agentes terapéuticos utilizados
pelos humanos. As plantas e 0s seus compostos bioldgicos ativos eram, por isso, uma fonte de

interesse para profilaxia e terapéutica de inimeras doencas. (1,2)

Os povos mais antigos recorriam a estas ‘mezinhas’ pois eram os recursos que tinham e s6 por
experiéncias de tentativa e erro foram conhecendo algumas das propriedades terapéuticas das
plantas. (1)

Atualmente, o desenvolvimento de medicamentos sintéticos tem sido um fator chave para o
tratamento e prevencdo de véarias doencas, no entanto o estudo das propriedades terapéuticas

das plantas continua a ser um alvo de interesse por parte da industria farmacéutica. (1)

O surgimento de resisténcias, por exemplo, a antibidticos e a dificuldade em encontrar melhores
solucdes para o tratamento de varias doencas como, por exemplo, a SIDA, diabetes, cancro,
entre outras, tem levado a comunidade cientifica a procura de mais alternativas. As fontes
naturais, incluindo as plantas, podem ser mais uma resposta tornando-se, por isso, necessario
isolar e identificar compostos com bioativos, com o objetivo de desenvolver novos farmacos.
(1,3,4)

As plantas sdo consideradas fontes de compostos antioxidantes que apresentam um papel
importante como fator de protecdo a saude. Alguns estudos sugerem que as propriedades
terapéuticas das plantas medicinais tém sido tipicamente atribuidas ao seu contetdo fendlico,
principalmente flavonoides e &cidos fendlicos, com possivel relacdo no papel da prevencéo de
doencas associadas ao stress oxidativo. Outros compostos também apresentam atividades

bioldgicas importantes como, por exemplo, os terpenos ou alcaloides. (2,5)

A presente monografia tera como foco a espécie Geranium robertianum L. geralmente
conhecida por “Erva-de-S&o-Roberto” ou “Red Robin” que ha muito tem sido utilizada como
terapéutica na medicina popular de varios paises. Diversas propriedades tém sido reportadas
para esta espécie vegetal como, por exemplo, anti-inflamatério, hemostéatico, antidiabético,
antibacteriano, antialérgico, anticancerigeno e diurético. Propriedades estas que podem estar

relacionadas com perfil quimico destas espécies uma vez que estudos tém demonstrado a
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presenca de taninos, flavonoides, outros polifendis, 6leos essenciais, entre outros metabolitos.
A figura 1.1 mostra alguns dos metabolitos referidos assim como a finalidade terapéutica antiga

e a atividade bioldgica determinada in vitro e/ou in vivo. (6)

AN
O 5 Taninos, flavonas, acidos organicos,
HO o} s s . .
9 0! ¥ OH compostos volateis, fitoesterois, etc.
S OH
0 % O P
0 Oto \ \.'- i .
%) o o
HO": : O
OHOH HO
OH
[ |
Uso tradicional: Atividade bioldgica:
Tratamento do reumatismo; Antibacteriano;
Ativacdo da circulagdo sanguinea; Antiviral;
Destoxificante; Antioxidante;
Anti-diarreico; Anti-inflamatério e analgésico;
Diminuigo da temperatura corporal. Hipoglicémico;
Anticancerigeno;

Figura 1.1 Alguns metabolitos identificados na espécie G. robertianum e aplicacBes
terapéuticas na medicina tradicional e propriedades bioldgicas. Adaptado de [Kong, et
al,2023] (7)

Estudos recentes tém demonstrado que 0s extratos vegetais com alguns destes metabolitos
apresentam capacidade para eliminar radicais livres responsaveis pelos danos celulares e para
inibir mediadores pro-inflamatorios contribuindo para a protecdo celular e atrasar o

aparecimento de doencas cancerigenas. (1,8)

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) o cancro é uma das principais causas de
morte no mundo e caracteriza-se por um crescimento anormal e descontrolado das células
desencadeando reagdes e mecanismos celulares inflamatorios que podem afetar qualquer parte

do corpo humano. (9) Por este motivo, de forma a tentar compreender se existe relacao entre a
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atividade dos polifendis neste tipo de células esta revisao bibliogréafica centrar-se-a no potencial
antiproliferativo e anticancerigeno da espécie G. robertianum.

1.1  Stress oxidativo

O stress oxidativo surge no organismo em consequéncia de varios fatores que induzem a
formacdo de espécies reativas. Estes fatores podem ter origem exdgena provenientes, por
exemplo, da alimentacdo, farmacos ou poluicdo ambiental, ou podem ser uma consequéncia de
vias enddgenas decorrente de processos metab6licos como a respiragdo celular e/ou pela
ativacdo de células envolvidas nos processos inflamatorios, entre outros como se pode observar
na figura 1.2. (10-12)

Poluicéo
Radiacg&o ionizante l

a4

Radiagdo UV

/

Infecdo Oxidacdo proteica

Stress oxidativo

v

Marcadores pro-
inflamatorios

v

Doencas inflamatdrias
relacionadas

Oxidacdo lipidica

Inflamagdo Alteracdes ao nivel do DNA

Mitocondria

Figura 1.2 Diferentes fatores que induzem a formacgdo de espécies reativas e consequéncias
metabolicas. Adaptado de [Ranneh, et al, 2015] (13)

Segundo alguns autores, stress oxidativo define-se como sendo o desequilibrio entre a produgéo
de radicais livres e metabolitos reativos, vulgarmente designados por espécies reativas de
oxigeénio, azoto e cloro [do inglés reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species
(RNS) e reactive chloride species (RCS), respetivamente), e a sua eliminagdo por mecanismos

de protecdo enddgenos, conhecidos por mecanismos antioxidantes. (14,15)
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Este desequilibrio resulta da incapacidade de neutralizacdo, a tempo, destas espécies pelo
sistema antioxidante enddgeno, podendo causar alteracdo de mecanismos bioldgicos e,
consequentemente, danos ao nivel do DNA, proteinas, lipidos e outras biomoléculas,
contribuindo para o desenvolvimento de diversos estados patologicos que estdo intimamente

associados a inflamac&o cronica. (3,4,15)

Estas espécies definem-se como moléculas que contém um ou mais eletrfes desemparelhados
nas orbitais de valéncia e, por este motivo, sdo radicais que apresentam instabilidade e reagem
facilmente com outras espécies quimicas, podendo levar a alteracbes na estrutura e funcao
celular. (12)

Em organismos aerobios, os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o
funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de ROS e RNS, em baixas
concentragfes, desempenhando um papel fundamental nos processos fisiologicos de
sinalizacdo e regulagdo celular. (11,16) No entanto, quando se verifica um aumento da
producdo de ROS/RNS por deficiéncia ou auséncia de sistemas antioxidantes enddgenos o

stress oxidativo torna-se nocivo ao organismo. (11,12)

As ROS e RNS, segundo varios investigadores, representam a classe mais importante de
radicais livres que resultam do processo de transferéncia de eletrGes na cadeia respiratoria na

mitocondria. (11)

O anido superdxido (O2) considera-se ROS “primario” uma vez que é a primeira ROS que
resulta do processo de transferéncia de eletrdes para o oxigénio molecular na cadeia respiratéria
mitocondrial. Posteriormente, ao interagir com outras moléculas, tende a formar outras ROS
“secundarias” como o radical anido superoxido (O2™), o perdxido de hidrogénio (H202), o
radical hidroxilo (HO") e o radical anido peroxilo (ROO"). (11)

Relativamente as RNS destaca-se 0 mondxido de azoto (NO"), também produzido nos tecidos
bioldgicos resultantes da metabolizacdo de aminoécidos por inducdo da enzima 6xido nitrico
sintase indutivel (iNOS, do inglés inducible nitric oxide synthase) ou, também em condic6es
hipdxicas pela cadeia respiratéria mitocondrial, e o seu derivado peroxinitrito (ONOO"),

poderoso oxidante com capacidade para danificar muitas moléculas bioldgicas. (11,12,17,18)

Ainda que as mitocdndrias sejam consideradas a principal fonte de origem de ROS, estas podem

ter origem de varias fontes. (18) Segundo estes autores as ROS podem, também, ter origem de
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sistemas celulares localizados na membrana plasmaética, no citosol, nos peroxissomas e nas

membranas do reticulo endoplasmatico. (18)

No citosol a produgdo de ROS é resultado de reac6es de oxidagdo-reducao (Red-ox) por parte
de varios componentes celulares solGveis como as catecolaminas, xantinas e enzimas como a
xantina oxidase (XO). Em tecidos saudaveis, xantina desidrogenase (XDH) catalisa a oxidacao
da hipoxantina a xantina e depois a &cido Urico, utilizando o0 NADP* como aceitador final de
eletrdes. Contudo, em tecidos danificados, quer por uma oxidacdo reversivel da cisteina quer
por uma proteolise induzida por ides Ca®*, a enzima é convertida a xantina oxidase (XO) que
transfere eletrbes para o oxigénio molecular dando origem ao anido radical ‘Oz durante a

oxidagéo da hipoxantina ou xantina. (18)

Nos peroxissomas as ROS resultam, de entre outras, de reacBes de oxidacdo inerentes ao
metabolismo de aminodacidos e da sintese de compostos lipidicos. Num dos estudos realizados,
os investigadores utilizaram células de figado de rato e observaram que 35% do perdxido de
hidrogénio formado (H20z) era oriundo de enzimas oxidases peroxissomais e que 20 a 60%
atravessa facilmente a membrana destes organelos para o meio circundante ainda que
apresentem um elevado teor da enzima catalase (enzima envolvida na reagdo de degradacéo do
H205). (18)

Os peroxissomas também contém a enzima XO e, também, a iNOS sendo esta Gltima uma
enzima com um papel relevante na inibicdo do crescimento das células cancerigenas, que levam
a formacdo dos radicais ‘O2" e NO", respetivamente. Uma vez que estas espécies formadas séo
altamente reativas tendem a formar rapidamente as espécies H202 e ONOO™ que, pela reacéo
de Fenton (reacdo redox em que o Ferro(ll) é oxidado a Ferro(l1l) pelo H20) ddo origem aos
radicais OH". (18)

No reticulo endoplasmatico liso a existéncia de uma cadeia transportadora de eletrfes
constituida por dois sistemas que atuam no metabolismo de xenobi6ticos e na introducéo de
ligagdes duplas nos acidos gordos também desencadeia a produgéo de ROS. (18) Assim como
nos lisossomas, o estudo realizado pelos mesmos autores em membranas das células do figado
de rato revelou que as flavinas, ubiquinona e citocromo do tipo b formam um sistema de
transferéncia de eletrdes em que o doador é o NADH e o aceitador final é o Oz que controla a
concentracdo de protdes nos lisossomas de forma a manter um pH ideal e que esta cadeia

transportadora de eletres originou os radicais “OH. (18)
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Um outro local de extrema relevancia envolvido na producéo de espécies reativas é amembrana
plasmatica, uma vez que esta, geralmente, exposta a um ambiente oxidante devido ao facto de
participar em muitos processos celulares, como a adesdo celular, a condutividade i6nica e a

sinalizacdo celular. (10,18)

Células disfuncionais ou 0 aumento da permeabilidade da membrana podem levar a reagdes
oxidativas nos componentes da membrana e consequente producdo de ROS, a néo ser que o
sistema antioxidante enddgeno esteja a funcionar eficientemente. (18)

Ainda na membrana, 0 metabolismo da conversao do &cido araquidénico (importante precursor
de mediadores inflamatorios) em prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos é considerado
uma das relevantes fontes de origem de espécies radicalares, que resultam de enzimas

associadas a membrana como a lipoxigenase (LOX) e a cicloxigenase (COX). (18)

Quando surge um desequilibrio entre a formacéo de radicais livres e a capacidade das células
para os eliminar podem ser formados compostos com propriedades citotoxicas e, também,

mutagénicas. (19)

Para que estas espécies sejam neutralizadas, evitando o stress oxidativo ao nivel celular é
fundamental a intervencdo de enzimas e antioxidantes que mantenham o equilibrio no sistema

de defesa antioxidante. (20)

Tem sido demonstrado que ha uma relacédo entre a producdo de ROS e processos inflamatorios

Como a seguir se descreve.

1.2 Inflamacéo

A inflamacéo define-se como uma resposta do organismo de extrema importancia para proteger

os tecidos contra os estimulos nocivos, ou seja, considera-se uma resposta normal a infecao. (5)

Apbs o contacto do agente patogénico (virus, bactéria, alergénios, compostos quimicos, entre

outros) com o organismo este coloca em prética a linha de defesa anti-inflamatéria. (12,13)

Esta linha de defesa, segundo a literatura, € composta por dois tipos de resposta, a resposta inata

ou inespecifica e a resposta adaptativa ou especifica em que ambas atuam em conjunto. (21)

A resposta inata considera-se na maior parte das vezes a primeira linha de defesa em que

envolve barreiras fisicas (como por exemplo a pele e a saliva) e inimeras células fagocitarias
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presentes em todos os tecidos onde se incluem os macrdfagos, neutréfilos, monacitos, células
dendriticas e células Natural Killer (NK). (21-23)

J& a resposta adaptativa define-se como uma resposta especifica que engloba mecanismos de
especificidade, heterogeneidade e memoria. Estes mecanismos carateristicos deste tipo de
resposta, sdo obtidos por linfocitos (linfocitos B e linfocitos T) e pelas moléculas solUveis por
eles produzidas. (21,23)

Em condi¢cdes normais a inflamacdo manifesta-se de forma répida e intensa ocorrendo
fendmenos como vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo e a migragdo de neutrofilos para
0 local desencadeando sintomas como vermelhiddo, rubor, edema e dor com o objetivo de
fagocitar o agente e reparar os tecidos danificados. Pelo que se define este tipo de inflamacéo

como aguda. (12,23)

No entanto, quando a inflamacdo persiste por semanas ou meses esta passa a classificar-se como

uma inflamag&o cronica. (21)

Na inflamacdo cronica os macrofagos, que podem permanecer nos tecidos durante meses ou
mesmo anos funcionando como células apresentadoras de antigenos (APC’s, do inglés antigen-
presenting cells), potencializam a ativacdo de linfocitos pela presenca de moléculas co-
estimuladoras levando a uma libertacdo exacerbada de NO*, ROS e citocinas pré-inflamatérias
como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral-a (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor-
alpha) e quimiocinas. Para além destas também sdo consequéncia a inducdo da expressao

aumentada de enzimas como a COX-2, que tem expressédo em tecidos inflamados. (22,23)

De entre os inimeros mediadores envolvidos no processo inflamatorio e de acordo com alguns
autores (13) COX-2 e NO® sdo os principais biomarcadores presentes nas células que muitas
das citocinas pro-inflamatdrias como IL-1 e TNF-a podem ser estimuladas a partir de varios
linfdcitos e leucdcitos em resultado da acdo de NO'. (13) Os mesmos autores referem que a
génese de NO" num estado de inflamacdo conduzia a danos no DNA aumentando a
predisposi¢cdo para o cancro. Referem também, que o mesmo radical poderia regular
positivamente a COX-2. (13)

COX-2 é uma enzima indutivel que pode converter o acido araquidénico em prostaglandinas
(PGs), das quais se destaca a prostaglandina E2 (PGE2) que esta envolvida na produgdo de vérias

citocinas pro-inflamatorias como a IL-6 e a IL-1. (13)
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Na inflamacéo cronica a predisposi¢do das células para uma transformagéo oncogénica € muito

elevada devido as alteraces celulares dos niveis de mediadores inflamatorios. (22)

A ativacdo de mediadores inflamatorios leva ao aumento da producdo de ROS e este tipo de
ambiente inflamatorio/oxidativo sustentado pode gerar um circulo vicioso e consequentes
alteracdes/inibicdo de varias células vizinhas saudaveis conduzindo a processos de

carcinogénese. (12)

O balanco geral dos sinais inflamatdrios determina se as condi¢des sdo ou nao favoraveis a
oncogenese, isto é, se se verificar um equilibrio entre os varios mediadores libertados e as suas
funcdes bioldgicas, entdo ocorrerd uma resposta no sentido da supressdo do tumor, anti-
tumoral, como a apoptose, a lise celular e a imunovigilancia, caso contrario quando se verifica
um desequilibrio nas funcbes dos mediadores inflamatdrios entdo sucedem-se fenémenos de
progressao do tumor, pré-tumoral, que incluem a proliferacdo celular, a angiogénese, a

instabilidade gendmica e metastases. (22)

1.3 Cancro

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancro define-se como um conjunto de
doencas que podem ter origem em quase todos os 6rgdos ou tecidos do corpo. Caracteriza-se
pelo crescimento descontrolado de células anormais e proliferacdo das mesmas com invasao

em tecidos adjacentes e 6rgaos, designadas por metéstases. (9)

Independentemente da causa de desenvolvimento de células cancerigenas, a inflamacéo crénica
pode ser um fendmeno de inducdo de instabilidade gendémica que pode aumentar as
probabilidades de angiogénese resultante da libertacdo de citocinas inflamatdrias, supresséo da
imunidade, mutacOes genéticas ao nivel da cadeia do DNA e ativacdo de vias de sinalizagéo
pelas ROS (Figura 1.3). (22-24)
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Figura 1.3 Inflamacéo crénica como um dos fatores chave na oncogénese e progressdo do
tumor. Adaptado de [Fernandes, et el, 2024] (24)

Um ambiente inflamatério prolongado com elevadas concentracGes das espécies reativas
contribui para um microambiente favoravel a proliferacdo celular e ao desenvolvimento de

células cancerigenas. (23)

O stress oxidativo associado ao cancro estende-se ndo so as células cancerigenas, mas também
ao microambiente tumoral hipéxico (TME, do inglés tumor microenvironment) e células nao

cancerigenas adjacentes. (25)

As células em rapida proliferacdo apresentam-se com elevadas necessidades energéticas e
nutricionais e esta condicdo metabdlica conduz a um aumento exacerbado do metabolismo
resultando numa producéo elevada de ROS e RNS intra- e extracelulares nas mitocondrias,

reticulo endoplasmatico e nas membranas das células cancerigenas. (25)

As ROS e RNS, para além de funcionarem como sinalizadores celulares, como ja foi referido
anteriormente, também apresentam um papel muito importante na fagocitose de agentes
patogénicos. No entanto, uma producdo exacerbada destas espécies pode culminar em processo
de morte celular por necrose ou apoptose, por interacdes lipidicas e proteicas e com o DNA.
(25)

Segundo alguns autores, um aumento do stress oxidativo leva a que sejam desencadeadas

alteracOes ao nivel do genoma mitocondrial e consequentemente a origem de mutacGes. Essas
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mutacdes podem levar a alteragdes em sequéncias codificantes, no nimero de cépias do DNA
mitocondrial e na regido ndo-codificante que participa na reparacdo do DNA. (23,26,27)

A constante repeticdo deste ciclo torna-se suscetivel a acumulacdo de mutagdes, que se tornam
irreversiveis e posteriormente levam a formacéo de células pré-cancerigenas, por inibicdo da
apoptose. (26,27)

Alguns estudos com extratos de G. robertianum tém tentado demonstrar o potencial dos
polifendis como anticancerigenos através da avaliacdo das suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria e anticarcinogénica, com recurso a métodos e técnicas que envolvem a captagdo
de espécies reativas, medicdo do potencial inibitorio dos principais marcadores biol6gicos e
medicdo da viabilidade celular em linhas celulares cancerigenas e saudaveis, respetivamente.
(28,29)
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2. Objetivos

A presente monografia tem como objetivo fazer uma pequena revisao bibliogréafica sobre as
atividades bioldgicas que tém sido atribuidas a espécie Geranium robertianum L., focando as
atividades antiproliferativa e antioxidante, quer em ensaios de tubo quer usando linhas
celulares e verificar se ha alguma correlacdo entre as atividades e os compostos isolados e

identificados.
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3. Materiais e métodos de pesquisa

Para a elaboracédo da presente monografia inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliografica
de um relevante niumero de artigos em diversas bases de dados online de carater cientifico.

Sendo, entre outras, 0 PubMed, ScienceDirect, Elsevier e Scielo sobre a espécie G.robertianum.

Posteriormente foram selecionados os artigos previamente encontrados selecionando os estudos
cientificos referentes a ensaios de determinacao do teor de compostos fendlicos e determinacdo

de atividades antioxidante, anti-inflamatoria e citostatica.

Outras pesquisas realizadas para elaboracdo do tema em questdo passaram pelas paginas
oficiais da OMS, Sociedade Portuguesa de Boténica, Sigma Aldrich (Merck) e pelo livro “Kuby
Immunology” de maneira a reunir a toda a informagdo necessaria de encontro aos objetivos

deste trabalho.
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4. Geranium robertianum

4.1 Classificacdo taxondmica e caracteristicas morfologicas

Relativamente a classificacao taxondmica (Quadro 4.1) da espécie G. robertianum (Figura 4.1)
esta € uma espécie que pertence a familia Geraniaceae e a ordem Geraniales. Segundo a
literatura € uma familia constituida por mais de 750 espécies que estdo distribuidas por todo o
mundo. (30,31)

Quadro 4.1 Classificagdo taxonomica da espécie G. robertianum. (30,31)

Geranium robertianum

Classificacdo Taxonomica
Reino Plantae - Plantas
Subreino Tracheobionta — Plantas vasculares
Sub-diviséo Spermatophyta — Plantas de sementes
Divisdo Magnoliophyta — Plantas com flores
Classe Magnoliopsida - Dicotiledonias
Subclasse Rosidae
Ordem Geraniales
Familia Geraniaceae — Familia Geranio
Género Geranium L. - Geranio
Espécie Geranium robertianum L.
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Figura 4.1 Geranium robertianum. Adapatada de [FloraOn], [Pedro, et al, 1990] (30,32)

Geranium robertianum é uma planta herbacea anual ou bienal, de cheiro intenso que se
desenvolve em locais himidos, mais propriamente em terrenos baldios. A sua altura pode variar
de dez a sessenta centimetros, apesentando um sistema de enraizamento fibroso em que 0s

caules se ramificam em vérias direcoes a partir da base. (15)

O seu nome comum designa-se por “Erva-de-S&o-Roberto” ou “Red Robin” e é constituida por
longos caules e peciolos avermelhados, folhas verde-claro, podendo posteriormente apresentar
um bordo avermelhado, com profundas lombadas, flores cor-de-rosa de cinco pétalas, cinco
sépalas, cinco a dez estames e cinco carpelos que originam cinco frutos. (1)

Os frutos em forma de bico sdo uma caracteristica desta familia, que tém cinco mericarpos em
torno de uma coluna central interna e, quando atingem o seu estado maduro, fazem lembrar
um bico de cegonha. (Figura 4.1) (1,30)

Esta planta herbacea apresenta trés tipos de tricomas secretores (Figura 4.2), os tricomas tipo |
(Figura 4.2, imagem da esquerda), curtos (até 60 um), geralmente procumbentes, sdo
constituidos por uma célula apical oval, duas células do pé e uma célula basal, sdo os primeiros
a desenvolver-se. (30) Os tricomas tipo Il (Figura 4.2, imagem da direita), também curtos (até
60 um), mas geralmente eretos, sdo constituidos por uma célula apical em forma de péra, duas
células de pé e uma célula basal. (30) Estes dois tricomas sdo abundantes em meristemas,
primordios foliares e folhas muito jovens. Os tricomas tipo |11 (cabecas de seta) (Figura 4.3)
encontram-se nas folhas e com abundancia nos caules das flores em que aquando do seu
desenvolvimento sdo constituidos por uma célula apical vermelha alongada, cinco células

pedunculadas com uma cuticula micropapilada e uma célula basal. (30)

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 14



Figura 4.2 Tricomas tipo | (esquerda) e tricomas tipo Il de G. robertianum. Adapatada de
[Pedro, et al, 1990] (30)

j N

]‘ “. °
’

|

!

I ‘

Figura 4.3 Tricoma tipo I1l. Adaptada de [Pedro, et al, 1990] (30)

Segundo varios estudos realizados, os processos de floracdo e frutificagdo variam muito
consoante o clima onde a planta estd presente geograficamente. (30,33,34) Esta planta pode
atingir picos de floragéo e frutificagdo na primavera e verdo, respetivamente, no entanto estes

processos podem continuar, ainda que mais lentamente, até ao outono. (33,34)

As sementes desta espécie apresentam impermeabilidade a agua e por este motivo a germinacao
depende de temperaturas mais elevadas e periodos longos em ambiente seco. Podem

permanecer viaveis no solo até seis anos. (33)

As folhas da espécie G. robertianum contém elevadas concentracGes de célcio, sodio e ferro e
também de vitamina C. (33) A presenca dos compostos fendlicos quercetina, kaempferol, acido
elagico, elagitaninos, entre muitos outros, (33) sdo os compostos de maior interesse nesta
revisdo. Os tricomas do tipo | e Il segregam terpendides e fendis enquanto os de tipo Il
acumulam antocianinas na célula apical e segregam flavondides. (33)

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 15



4.2  Distribuicdo geografica

A espécie G. robertianum pode ser encontrada na Europa Central, do Norte de Africa, em
zonas temperadas da Asia, area atlantica da América do Norte e em zonas temperadas da
América do Sul. A Figura 4.4 representa a distribuicdo da espécie pelas zonas anteriormente
referidas. (3,35,36)
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Figura 4.4 Distribuicdo mundial aproximada da espécie G. robertianum. Adapatada de [Plants
of the worls online] (37)

Em Portugal, segundo a Sociedade Portuguesa de Botanica (2024) a espécie G.robertianum
pode ser encontrada em todo o territorio, mas maioritariamente na zona Norte, como é possivel

observar no mapa da Figura 4.5. (32)
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Il G. robertianum L.

Figura 4.5Distribuicao geografica de G. robertianum.Adaptada de [Plants of the world online] (37)

4.3 Fitoquimica de G. robertianum L.

Atualmente, a fitoquimica do género Geranium tem sido alvo de varios estudos que tém vindo
a demonstrar uma predominancia de constituintes fendlicos, sendo as classes de principios
ativos mais estudadas os taninos, os flavonoides e os dleos essenciais. (1,3,38)

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios e caracterizam-se pela presenca de, pelo
menos, um anel aromatico ao qual se liga um ou mais grupos hidroxilo, podendo assim
apresentar-se como uma estrutura molecular simples, um fenol, ou resultando em polimeros
complexos provenientes de ligacGes a outros grupos funcionais, tais como grupos éter, éster ou
heterésidos. (17)

Estes compostos fenolicos classificam-se como fendis simples ou acido fendlicos e polifendis
em que o0s primeiros compreendem os derivados dos acidos benzdico e cinamico e 0s segundos
estdo divididos em duas classes, os flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides subdividem-
se em varias subclasses, como antocianinas, flavonas e flavonais, entre outras, enquanto os néo-
flavonoides compreendem trés subclasses como o linhanos, estilbenos e os taninos, como

consta na Figura 4.6. (39)
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Figura 4.6 Esquema representando as varias classes dos compostos feh_c')licos.(40)

Quadro 4.2 Exemplos de alguns metabolitos presentes na espécie G.robertianum.(1,3,5,41,42)

Classe/Subclasse

Composto quimico

Estrutura quimica

Acidos fendlicos

Acidos hidroxicinamico

Acido cafeico

Acidos hidroxibenzdico Acido galico o _on
Flavonoides
Flavonois Quercetina
Kaempferol 0P
HO. 0 S

Nao-flavonoides
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Estes compostos fendlicos sdo produzidos pela maioria das plantas pois exercem funcgdes de
protecdo e sustentacdo a planta protegendo-a contra fungos, insetos e outras ameacas externas.
Para além destas funcfes, estes compostos tém também capacidade de agir como agentes
redutores, doadores de eletrbes ou atomos de hidrogénio, sequestradores de radicais livres e
supressores do anido superdxido. Estas propriedades conferem-lhes a classificacdo de
compostos antioxidantes. (17,35)

A outra classe de compostos quimicos, e ndo menos importante, também investigada por alguns
autores na G. robertianum sdo os 6leos essenciais. (1,36,43) Estes compostos definem-se como
substancias lipofilicas e de odores caracteristicos que resultam, tal como os compostos referidos
anteriormente, do metabolismo secundario da planta. A sua estrutura quimica e compostos
maioritariamente isolados serdo abordados mais a frente no ponto referente aos 6leos essenciais.
(17)

4.3.1 Taninos

Os taninos sdo polimeros polifendlicos naturais de elevada massa molecular (500 a 3000
Daltons), pouco solUveis em agua ou em solventes organicos apolares. (44) Incluem-se nos
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e distinguem-se em dois grandes grupos, os

taninos condensados e os taninos hidrolisaveis, Figura 4.7 (1,45)
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Figura 4.7 Parte das estruturas quimicas dos taninos. A: Taninos condensados e B: Taninos
hidrolisaveis. Adaptada de [Das, et al, 2020] (45)

Os taninos hidrolisaveis contém uma molécula de glicose (ou outro agucar) esterificada com
acido galico (taninos galicos ou galotaninos) ou &cido hexa-hidroxidifénico (HHDP)
(elagitanino). (1,44) Segundo alguns estudos, os elagitaninos sdo mais frequentes na espécie G.
robertianum, destacando-se o tipo geranino. (1,45) Este tipo de elagitanino é originado pela
ligacdo entre uma unidade de HHDP, uma unidade de acido desidro-hexa-hidroxidifénico
(DHHDP) e uma unidade de acido gélico ligado a uma molécula de glucose como se encontra
representado na Figura 4.8. (1)

Figura 4.8 Estrutura basica de um monomero de elagitanino geranino. Adapatada de [Graga,
et al, 2016] (3)
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Aquele elagitanino foi isolado pela primeira vez em extratos de folhas da espécie G. thumbergii,
espécie com tradi¢do no Japdo na terapéutica de distdrbios intestinais. (1)

4.3.2 Flavonoides

Os flavonoides tém sido os compostos fendlicos mais citados como os principais componentes
biologicamente ativos encontrados nas espécies do género Geranium. (3) Apresentam-se com
diferentes padrdes e que se relacionam com a distribui¢do geogréafica das espécies desta familia.
No entanto a quercetina e o kaempferol (Figura 4.9) sdo compostos predominantes na maioria

das espécies desta familia. (1)

Kaempferol Quercetina

Figura 4.9 Estrutura quimica da quercetina e kaempferol. Adaptada de [Speisky, et al, 2023]
(46)

Os flavonoides tém sido considerados antioxidantes ndo enzimaticos, tém demonstrado as suas
propriedades farmacoldgicas atuando em sistemas biol6gicos como inibidores dos varios
marcadores inflamatérios como a COX-2, a LOX, e a NADPH oxidase contribuindo, desta

forma, para a satde humana. (20,29,38)

4.3.3 Acidos Fenélicos

Os acidos fenolicos, sdo compostos ndo-flavonoides e incluem os acidos hidrobenzéicos como
0 &cido elagico e o acido gélico detetados em quantidades consideraveis em varios extratos de

G. robertianum. Estes tipos de &cidos incluem, também, os &cidos derivados do é&cido
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hidroxicindmico ainda que em concentracfes menores e que também tém sido encontrados

nesta espécie, como o acido ferulico e o &cido cafeico, entre outros. (1)

O acido elagico resulta principalmente da hidrélise de elagitaninos enddgenos libertando o
intermediario HHDP (Figura 4.10) e o acido galico que € um precursor do acido elagico (Figura
4.11) sendo estes dois os principais acidos fendlicos de G. robertianum. (1) Estes dois
compostos fenodlicos vegetais enddgenos apresentam caracteristicas inibitdrias na

carcinogénese. (1)

Elagitanino —»

HDDP Acido elagico

Figura 4.10 Reacdo enddgena da formacgdo do &cido elagico a partir de elagitaninos.
Adapadata de [Graca, et al, 1016] (3)

OH OH

HO

Figura 4.11 Obtencdo do acido elagico a partir do acido galico. Adapatada de [Jacques A,
Zambiazi R, 2011] (47)

4.3.4 Oleos essenciais

No que respeita a estrutura quimica, os 6leos essenciais sao sobretudo terpenos, compostos
classificados com base em ligacGes de unidades de cinco carbonos (C5), designados isoprenos;
e fenilpropandides que tém como percursores diferentes aminoacidos como a fenilalanina,

tirosina e di-hidroxifenilalanina. (48)

Os terpenos que apresentam duas unidades de isopreno designam-se por monoterpenos (C10),

com trés unidades, sesquiterpenos (C15) e com quatro unidades classificam-se como diterpenos
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(C20). (1,48)). Estudos tém demonstrado que 0s monoterpenos sdo 0S compostos mais
abundantes no 6leo essencial de G. robertianum. Na Figura 4.12 apresentam-se as estruturas
quimicas dos monoterpenos que tém sido, maioritariamente, identificadas no seu 6leo essencial.
(1,4,36,42,43)

HaC CH;,
HsC CHy ; :
HO CH, CH;
WCHa
CH; CHy
linalol y-terpineno limoneno

Figura 4.12 Alguns dos monoterpenos, maioritariamente, identificados na espécie G.
robertianum. Adaptada de [Graca, et al, 2016], [Elzbieta, et al, 2017], [Pedro, et al, 1990]
(1,36,43)

Os 0leos essenciais sdo produzidos em estruturas de secrecdo especializadas e armazenados nos
varios orgaos da planta tais como as folhas, flores, caules, raizes, rizomas, frutos e sementes.
(17,48) Os métodos utilizados para a extracdo deste tipo de compostos variam de acordo com
a localizacdo do Gleo essencial na planta, escala de extracdo entre outros, no entanto os mais
utilizados para espécie sdo 0 método de extracdo por solventes organicos e a hidrodestilacéo.
(1,36) Os compostos volateis presentes no 6leo essencial das partes aéreas de G. robertianum
apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas e antimicrobianas.
(1,36)

Numas amostras da planta G. robertianum recolhidas numa cidade da Polonia, Malin, e apds
secagem durante duas semanas a temperatura ambiente, os 0leos essenciais foram isolados por
micro-extracdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction) para
caracterizagdo dos 0Oleos através dos perfis cromatograficos obtidos por GC-MS (do inglés gas

chromatography-mass spectrometry). (36)

A anélise por GC-MS levou a identificagdo de cento e dezassete dos cento e vinte e dois

compostos detetados, os compostos volateis com maior abundancia identificados foram os

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 23



alcoois monoterpendides, mais concretamente o linalol, a-terpineol, geraniol, e o0s

monoterpenos y-terpineno, limoneno, entre outros. (36)

Em amostras recolhidas na Sérvia, ndo sé das partes aéreas, mas também das raizes e rizomas,
foi possivel identificar cento e cinquenta e dois compostos das partes aéreas e cinquenta e trés
compostos de raizes e rizoma. (1) Os estudos identificaram, igualmente, uma grande
percentagem de alcoois monoterpénicos e, também, acidos gordos (acido hexadecanoico) e
derivados, no entanto, com uma diferenca significativa, alguns dos compostos identificados nas
amostras recolhidas na Polonia ndo se encontravam presentes nas amostras recolhidas na
Sérvia, apos cruzarem dados de estudos anteriormente realizados. (1) Os compostos mais
abundantes no 6leo essencial do estudo na Poldnia ndo se encontravam presentes nas amostras
recolhidas na Sérvia, tais como o limoneno ¢ o y-terpineno. O linalol e o geraniol foram
identificados, mas em percentagens muito menores. (1) Segundo estes autores estas diferencas
nas composi¢des quimicas poderdo estar relacionadas com fatores ambientais e/ou

variabilidade genética das amostras investigadas. (1)

Num outro estudo, o objetivo foi investigar e comparar a composicdo quimica das fracdes
volateis, obtidas por hidrodestilagdo, de partes aéreas, raizes e rizomas de varias espécies do
género Geranium L., recolhidas no Planalto de Vlasina, Sul da Sérvia. (4) Apds a separacdo e
identificacdo dos compostos por GC-MS o estudo demonstrou que 0s sesquiterpenos eram
predominantes nas partes aéreas na maioria das espécies. No entanto, o linalol e o &cido
hexadecandico foram os compostos que se revelaram predominantes em todas as partes

estudadas de G.robertianum. (4)

A composicdo quimica dos Gleos essenciais confere-lhes propriedades hidrofébicas, o que
revela ser uma propriedade importante uma vez que a hidrofobicidade permite danificar a
membrana plasmaética, levando a degradacdo da parede celular das bactérias, inibindo a sua
atividade. (36) Por outro lado, terpendides como o linalol também sdo responsaveis pelo
potencial antioxidante dos 6leos essenciais uma vez que participam na neutralizacao de radicais

livres, contribuindo para a prevencéo de algumas doencas cancerigenas. (49)
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4.4  Extracéo e isolamento dos diferentes extratos de G. robertianum

Os estudos realizados por varios investigadores tiveram como base extratos das diferentes
partes da planta (folhas, flores, caules e raizes) de maneira a avaliar a sua capacidade, in vitro,
para sequestrar, eliminar ou inibir o radical livre e/ou enzima utilizados. (2,14,15,35)

Num estudo, para avaliar a atividade antioxidante, as diferentes partes de plantas de G.
robertianum (folhas, flores, caules e raizes) do Libano, recolhidas na zona Norte, foram secas
ao ar durante duas semanas e posteriormente maceradas em ciclos sucessivos com
diclorometano, metanol e agua durante quarenta e oito horas. (2) Os extratos foram,
posteriormente, filtrados e secos por vacuo e armazenados a uma temperatura baixa (4°C) ao
abrigo da luz até que fossem utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante. (2) Neste
estudo os compostos identificados foram, maioritariamente, o &cido eldgico, acido cafeico,

acido galico, a quercetina e o kaempferol. (2)

Em outros estudos, onde foram avaliadas a capacidade dos antioxidantes presentes nos extratos
de G. robertianum (num primeiro estudo) e a atividade citostatica da mesma planta (segundo
estudo), foram utilizadas apenas as folhas, também secas e trituradas até a obtencdo de um p6
fino, mas recorrendo a processos de maceracdo e posteriormente, concentragdo por

microfiltracdo (MF) com dois tipos de membrana para obtencao dos extratos. (29,38)

No primeiro estudo os autores obtiveram, apés a leitura das absorvancias, o teor de compostos
fenolicos total, a partir do extrato metanolico das folhas de G.robertianum. (15) O contetdo
fendlico total foi expresso em miligramas de extrato de &cido galico por grama de peso seco
(mg GAE/g de massa seca) com um valor de 32,24 + 0,02. (15)

Para 0 processo de extracdo, no segundo estudo, os extratos foram macerados recorrendo a
solventes hidroalcodlicos (50 e 70%) e apds decorrer o tempo de contacto da planta com 0s
solventes de extragéo a concentragdo em massa dos extratos nos solventes foi de 6 e 10% para

0 extrato aquoso e 10% para o extrato hidroalcoolico. (38)

Num passo seguinte os extratos foram concentrados por microfiltracdo (MF) recorrendo a
membranas de celulose (Millipore) com poros de 0,45um. Posteriormente o extrato obtido foi
concentrado por ultrafiltragdo (UF) com recurso a dois tipos de membrana, a Millipore (UF1)
e uma membrana polimérica (polissulfona) (UF2). A Tabela 4.1 apresenta os valores das

concentragdes de polifendis obtidas pelo estudo dos extratos de G. robertianum. (38)
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Tabela 4.1 Concentragdes de polifendis (ug/mL) obtidas dos extratos de G.robertianum. MF —
Microfiltracdo; UF1 — Ultrafiltracdo em membrana Millipore; UF2 — Ultrafiltragcdo em
membrana polissulfona. Adapatada de [Neagu, et al, 2010] (38)

Amostra Concentracao de polifenois total (ug/mL)
Extrato aquoso a 6% 1,96
Extratos aquoso a 10% 3,19
10%_MF 3,15
10% conc_UF1 4,22
10% conc_UF2 4,68
50% extrato hidroalcodlico 4,21
70% extrato aquoso 3,28

Num estudo conduzido pelos mesmos autores, os extratos foram, também, obtidos por
macera¢do, mas usando apenas agua bidestilada como solvente e agitacdo mecénica esporadica.
(29) Para o processo de purificagéo, realizaram o mesmo procedimento, mas primeiramente
filtraram o extrato por papel de filtro. Os extratos e concentrados foram, da mesma forma
obtidos, mas em vez de recorrerem a uma membrana de polissulfona utilizaram as duas
membranas Millipore com limites diferentes. As concentracGes de polifendis obtidas estdo
apresentadas na Tabela 4.2. (29,38)
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Tabela 4.2 Teor de polifendis (ug/mL) obtidos por ultrafiltracdo dos extratos de G.
robertianum. Adapatada de [Neagu,et al, 2017] (29)

Tipo de membrana Millipore 10.000 Da Millipore 1000 Da
Amostra Concentrado Concentrado Cl+C2
Extrato aquoso a 6% 745,61 +£9,1 763,89 £ 9,3 695,55 + 6,2

Apos a obtencdo dos concentrados os autores quantificaram e identificaram os diferentes
compostos por HPLC (do inglés High Performance Liquid Chomatography), Tabela 4.3. (29)

Tabela 4.3 Alguns dos compostos, maioritariamente, identificados e quantificados (ug/g) por
HPLC presentes nos extratos das folhas de G. robertianum. Adapatada de [Neagu, et al, 2017]
(29)

Amostras Acido elagico Acido galico
Extrato aquoso_MF a 6% 744,15 978,86

Conc_UF1 779,63 1056,79

Conc_UF2 900,13 1070,78
Conc_UF1 + Conc_UF2 729,13 958,43

Num outro estudo e também utilizando o sistema de membrana para obtengéo dos constituintes
ativos da espécie G. robertianum foram utilizadas as folhas como matéria-prima, também
maceradas, obtiveram-se diferentes concentragdes em massa do extrato (8, 10 e 15 pg/mL).
Estes foram deixados por sete dias diluidos num solvente hidroalcodlico a diferentes
percentagens (50, 70 e 96%). (50) Decorrido o tempo de contacto, foi obtido o teor de polifendis
totais presentes nas amostras através de UF com dois tipos de membranas, Millipore e
Polimérica. A Tabela 4.4 apresenta o contetdo de polifendis totais das amostras utilizando os
dois tipos de membranas acima referidos. (50)
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Tabela 4.4 Teor de polifendis (ug/mL) obtido, por UF, dos extratos das folhas de G.
robertianum. Adapatada de [Neagu, et al, 2010] (50)

Teor de polifendis (ug/mL)

Tipo de membrana Millipore 10.000 Da Polimérica
Amostra Concentrado Concentrado
Extrato hidroalco6lico a 50% 330,61 319,43

8% da massa de extrato

Extrato hidroalco6lico a 50% 363,48 363,93

10% da massa de extrato

Extrato hidroalcoolico a 70% 437,97 397,07

10% da massa de extrato

Extrato hidroalcoolico a 50% 315,84 337,52

15% da massa de extrato

Extrato hidroalco6lico a 70% 310,73 284,55

15% da massa de extrato

Extrato hidroalco6lico a 96% 273,87 264,45

15% da massa de extrato

Outros estudos também identificaram e quantificaram os constituintes fendlicos mais
abundantes na espécie de G. robertianum, através de HPLC e também por métodos como a
espectrofotometria e a espectrometria de massa. (1,3) Na Tabela 4.5 apresentam-se 0s
constituintes ativos maioritariamente isolados dos diferentes extratos e respetivo método e/ou

técnica utilizados. (1,3)
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Tabela 4.5 Alguns dos constituintes fenolicos presentes nos extratos de G.robertianum obtidos

por varias técnicas e/ou métodos e respetivas quantidades. (1,3)

Parte da Tipo de extrato Composto Meétodo/técnica de Resultados
planta identificado analise
Folhas aquoso Acido elagico 744,15 palg
Quercetina HPLC 1,73 pglg
Kaempferol 1,86 ug/g
Acido gélico 978,86 Lg/g
Folhas acetona e agua geranino HPLC e espectroscopia 9,8 ug/g
uv
Todas as aquoso Quercetina 4,83 ug/g
partes da
planta Acido cafeico HPLC 8,18 uglg
Todas as aquoso Quercetina HPLC; 23,83 ug/g
partes da '
olanta Acido elagico Espectrometria de massa 900,13 ua/g
_ _ (MS, do inglés mass
Acido gélico spectrometry) 1070,78 ug/g
Todas as acetona elagitaninos 234 + 16 mg/g
partes da
Espectrometria UV-Vis
planta
Todas as hidroalcoolico Quercetina 839,2 ug/g
partes da
HPLC; ,
planta Kaempferol 1434,3 ug/g
Acido caftéarico Espectroscopia-UV 1669,2 pglg
Acido elagico 75997,6 ug/g

Apesar das diferentes técnicas de isolamento dos compostos bioldgicos ativos as técnicas de
extracdo sdo, na maioria dos estudos, a maceracao, a frio, envolvendo solventes como a agua,

0 metanol e/ou o diclorometano. (6,14,51) Para a purificagdo, os autores utilizaram diferentes

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 29



tipos de membrana, chegando os autores a conclusao de que a UF com membranas de celulose
- Millipore revelou ser mais eficiente comparativamente a membrana polimérica. (38,50)

4.5 Atividade Antioxidante da espécie G. robertianum

A capacidade antioxidante das espécies reside, sobretudo, nos seus compostos fenolicos, isto é,
mais concretamente na capacidade destes compostos em sequestrar e eliminar espécies
radicalares. (15,35)

45.1 Ensaio antioxidante

O potencial antioxidante dos extratos desta planta tem sido avaliado por varios investigadores,
essencialmente com recurso aos ensaios 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e &cido 2,2-azino-
bis(3-etilbenzodiazolina-6-sulfénico) (ABTS). (1,5,15,38)

Estes ensaios, baseiam-se na transferéncia de um atomo de hidrogénio e de um eletrdo e
definem-se, por isso, ensaios mistos. No entanto existem outros como 0s que se baseiam apenas
na transferéncia de um atomo de hidrogénio ou na transferéncia de um eletrdo, como sao
exemplos o teste de capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC, do inglés oxygen
radical absorbance capacity) e o teste do poder antioxidante redutor férrico (FRAP, do inglés
ferric reducing antioxidante power), respetivamente. No entanto, ainda que com mecanismos
diferentes todos eles sdo ensaios de recurso para a detecdo do potencial antioxidante em ensaios
in vitro. Estes ensaios sdo geralmente espectrofotométricos. Na Quadro 4.3 descreve-se de uma

forma muito simples em que se baseia 0 método e o resultado. (2,5,15,20,35)

Segundo alguns autores, a capacidade de eliminacéo de radicais na presenca de um antioxidante
pode ser observada através de uma diminuicao na absorvancia da solu¢édo de DPPH com extrato
comparativamente a solucdo do DPPH sem extrato, que apresenta valores de absor¢cdo maxima
a 519 nm. (2)
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Quadro 4.3 Técnicas usadas para medic¢do da atividade antioxidante. (20)

Técnica

Ensaio da capacidade

antioxidante

Método

Resultado final

Espectrometria

Reacdo antioxidante
induzida por radicais

peroxi (2,2’-azobis-2-

Perda de fluorescéncia

(da solugdo a medida

ORAC amidino-propano
ue a atividade
(AAPH)) q
aumenta)
Reacdo antioxidante
com um complexo de
FRAP Colorimetria (aumento
Fe (1)
da tonalidade da
solugdo a medida que a
atividade aumenta)
Reacdo antioxidante
com um radical
DPPH . Colorimetria (perda de
organico
coloragdo da solugdo a
medida que a atividade
aumenta)
Reacdo antioxidante
com um radical
ABTS Colorimetria (perda de

cationico

coloracédo da solugéo a
medida que a atividade

aumenta)

A capacidade antioxidante foi analisada, nos varios estudos, através da leitura das absorvancias

das solucdes por espectrofotometria com recurso a medidas equivalentes, ou padrédo, como o

Trolox® (semelhante a vitamina E, mas hidrossolavel) ou vitamina C. Podendo,

posteriormente, ser quantificada, também, por outras medidas como o valor ICso — concentragdo

necessaria do composto para provocar 50% de efeito inibitério ou ECso — concentracdo do

composto a qual se observa 50% do seu efeito maximo. (2,5,15,20)
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O DPPH é um composto de cor purpura e define-se como um radical livre estavel, solavel em
metanol ou etanol ou nas respetivas solucGes aquosas. N&o é soltvel em &gua e por esse motivo

o teor de agua das solucbes aquosas ndo deve exceder 0s 60%. (1,2,35)

Relativamente ao ensaio com ABTS, este composto é um radical de carga positiva que
apresenta cor azul-esverdeada e ao ser reduzido a sua forma neutra, por um antioxidante, a
solucgéo perde intensidade ou torna-se incolor podendo ser posteriormente medido o potencial
antioxidante por espectrofotometria, tal como no DPPH. No entanto o ABTS apresenta o

maximo de absorcdo a comprimentos de onda superiores (731 nm). (20,52)

Na Tabela 4.6 podem ser observados alguns resultados de atividade antioxidante obtidos a

partir de extractos de G. robertianum e determinados por varios métodos in vitro.

Tabela 4.6 Resultados de atividade antioxidante das diferentes partes da planta G. robertianum
utilizadas bem como os métodos utilizados. (2,5,15,38)

Estudo Parte da Extracao Modelo Método Atividade antioxidante
planta

usada

83% de inibic&o do radical no
extrato com diclorometano das
folhas (Cextrao= 1mg/mL)
(Controlo = 88%)

Folhas; Diclorometano; DPPH 97% de inibicao do radical no
flores; ) extrato metandlico das raizes
N°1 caules e metanol; In vitro (controlo (Cextrar= 0,3 mg/mL)
raizes positivo- lo = 97°
4gua vitamina C) (Controlo = 97%)

~96% de inibicao do radical no
extrato aquoso das folhas
(Cextrato= lmg/ mL)
(Controlo = 97%)

DPPH; DPPHicso,folhas= 7,6£0,6 pg/mL
ABTS DPPH cso,caules= 17,3+0.3
= +
NO2 ’ (controlo pg/mL (Cont/roIE 4,8+0,3
Folhas e Agua In vitro positivo — Hg/m
Vitamina C);

caules ABTScs0.folhas= 3,9£0.6 pg/mL
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ABTS|c50 caules= 5,8 £ 0.5
pg/mL (Controlo =1,3+£0,2
Hg/mL)
DPPH DPPHjcso= 19,98 + 0,05
mg/mL (Controlo =12 + 0,13
N°3 Folhas Metanol In vitro (Cor_1t_ro|9 : (
positivo: mg/mL)
hidroxitolueno
butilado —
BHT)
Extrato Aquoso:
6%: TEACDPPH = 24,21 umol
Trolox/g
L 10%: TEACDPPH = 223,99 21
Agua (a6%e umol Trolox/g
N°4 10%); , 6%: TEACasts= 404,03 pmol
N DPPH; Trolox/g
Agua:Alcool 10%: TEACasTs= 768,22 pmol
(solucdo hidro- ABTS Trolox/g
5li 9 . .
Folhas aIcoc;I;cg(;)SO % In vitro (Controlo Exotrgto hidroalcodlico:
positivo — 50%: TEACpppH = 217,06 pumol
Trolox) Trolox/g
70%: TEACpppH= 242.75 pmol
Trolox/g
50%: TEACasTs= 1509,27
pmol Trolox/g
70%: TEACagTs= 782,30 umol
Trolox/g

Segundo o estudo N°2, os autores verificaram que os extratos metanolico e aquoso das raizes e
folhas, respetivamente, foram os que apresentaram maior capacidade sequestradora do radical
DPPH, comparativamente ao padrao utilizado — vitamina C, com maior percentagem verificada
no extrato metandlico das raizes a 0,3 mg/mL. Estes resultados demonstram, também, que o
metanol e a agua sdo bons solventes para a extracdo deste tipo de moléculas, como 0s

flavonoides. (2)

No estudo N°3, levado a cabo por outros autores, 0s mesmos concluiram que o extrato que
revelou maior potencial antioxidante foi o extrato das folhas, tanto para o DPPH como para o
ABTS, pois foi 0 que apresentou menor valor de ICsp, isto €, a menor concentragdo que provoca
50% da atividade inibitoria do radical. Ainda que nédo sejam valores melhores do que os do

padrdo utilizado, o &cido ascorbico ou vitamina C, sdo resultados que revelam um potencial
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antioxidante importante. O facto de os valores de 1Cso para os extratos das folhas apresentarem
melhores valores, poderd estar relacionado com o maior teor de compostos fenolicos totais
observado no extrato das folhas (649,2 mg/g de extrato) comparativamente ao presente nos
caules (536,4 mg/g de extrato). (5)

No estudo N°3, o extrato metanolico néo revelou uma atividade tdo significativa na eliminagéo
de radicais DPPH (19,98 £ 0,05 pg/mL) comparativamente ao padrédo utilizado, o BHT, (12
0,13 pg/mL) em valores de ICso. (15)No entanto, é um valor que revela alguma atividade
antioxidante, uma vez que nas analises de regressdo os autores verificaram correlagdes entre a
atividade de eliminacdo de radicais livres e o contetdo fenolico. O valor de ICso obtido foi
correlacionado com o teor fendlico total resultando num valor de r = 0,96, 0 que demonstra que

existe uma relacdo entre estes compostos e a eliminacdo de espécies reativas. (15)

O estudo N°4 revelou uma atividade significativa independentemente dos radicais utilizados
(DPPH e ABTS), no entanto a atividade dos polifenois das amostras de G. robertianum contra
o radical ABTS foi a que resultou em valores mais elevados, o que demonstra uma relacéo entre
o teor de polifenois dos extratos e a sua atividade antioxidante. O estudo revela também que o

valor de atividade das amostras é também altamente dependente do método utilizado. (38)

A atividade antioxidante varia também de acordo com a parte da planta utilizada, o que é
expectéavel, porque o tipo bem como o teor dos compostos bioactivos ndo é igual em toda a
planta. A atividade antioxidante dos extratos de. G. robertianum foi demonstrada, também, por
outros autores noutros estudos. Num deles, foi avaliada a atividade antioxidante e anti-
inflamatoria dos extratos das diferentes partes da planta (folhas e caules). Os valores de ICso
para os extractos das folhas foram de 7,6 £ 0,6, 3,9 £ 0,6, 45,1 £ 2,4 pg/mL, (DPPH’, ABTS' e
OH", respetivamente), isto é, melhores do que aqueles observados para os extractos de caules,
em que os valores de 1Cso foram maiores, logo atividade inferior comparativamente aos
extractos das folhas (17,3 £ 0,3, 5,8 £ 0,5, 59,8 + 8,4 ug/mL). (5) Como referido anteriormente,
tais resultados poderdo estar relacionados com o teor de constituintes fendlicos totais mais

elevado no extrato das folhas (649,2 mg/g) do que no dos caules (536,4 mg/g). (5)

Para os ensaios DPPH e ABTS, o padréo utilizado foi o &cido ascérbico que, apesar de ter
demonstrado melhor atividade do que ambas as amostras, a das folhas foi a que se revelou com
melhor atividade, comparativamente a dos caules.(5) No ensaio de eliminacdo do OH", o padréo
utilizado foi 0 manitol e, neste caso, ambos 0s extratos apresentaram valores de 1Csp inferiores

aos do padrdo utilizado (196,2 + 16,4 ug/mL), o que demonstra um potencial antioxidante tanto

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 34



para os extratos das folhas como para os dos caules contra este radical. (5) A Tabela 4.7
apesenta os valores de ICso obtidos para as amostras contendo os extratos de folhas e de caules

na presenca dos radicais DPPH, ABTS e OH, tendo em conta os padrdes utilizados. (5)

Tabela 4.7 Valores de IC50 (ug/mL) obtidos a partir de amostras contendo extratos de folhas
e de caules, separadamente, contra os radicais utilizados e respetivos padrdes. Adaptada de
[Catarino, et el, 2017] (5)

Ensaio
Extrato DPPH ABTS OH
Folhas 7,6+£0,6 39+0,6 451+24
Caules 17,3+£0,3 5805 59,8 £ 8,4
Acido ascorbico 48+0,3 4,3+0,2 196,2 + 16,4

Num outro estudo com plantas de G. robertianum, recolhidas da zona de Santarém, Portugal,
0s autores avaliaram a relacao entre os efeitos dos flavonoides presentes nos extratos das folhas
e 0 pontencial anti-hiperglicemia, estudando também os efeitos destes metabolitos também na
eficiéncia da respiracdo mitocondrial no figado de ratos Goto-Kakizaki (GK), um modelo de
diabetes tipo 2. A administracdo de uma decoccdo de G. robertianum ao longo de 4 semanas
ndo s6 diminuiu os niveis da glucose plasmatica em 35% comparativamente ao grupo controlo
gue nao teve contacto com o extrato, como melhorou os parametros da respiracdo mitocondrial
hepética e aumentou a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, ou seja, melhor atividade na cadeia
respiratoria. (53) Estes resultados indicam uma maior eficiéncia na relagao entre os sistemas de

fosforilagéo e oxidagéo. (53)

4.6 Atividade Anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria desta espécie, segundo varios investigadores, realizou-se pela
avaliacdo do potencial inibitorio dos principais marcadores bioldgicos da inflamag&o como
LOX, COX-2, radical NO, HOCI e a expressao da iNOS. (1,5)
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LOX e COX-2 sdo enzimas intervenientes na reagdo do acido araquidonico que controlam a
libertacdo de mediadores locais nos tecidos inflamados, os leucotrienos e prostaglandinas,
respetivamente. (5) O NO® é um radical que é libertado durante o processo da inflamacéo,
induzido pela iINOS. Assim, o potencial de inibir esta enzima e/ou eliminar o radical em questéo

é um indicador do potencial anti-inflamatdrio das amostras em estudo desta espécie. (5)

4.6.1 Ensaio anti-inflamatério

4.6.1.1 Ensaio de eliminacéo do radical HOCI

Um dos oxidantes mais potentes produzido pelos neutréfilos num estado de inflamacéo é o

HOCI", e desempenha, por isso, um papel relevante nestes processos metabolicos. (1)

A atividade anti-inflamatoria dos constituintes fenélicos de G. robertianum contra este radical
foi avaliada usando um extrato etandlico a 50% disponivel no mercado e como controlo

positivo, ou padrdo, foi utilizada a quercetina. (1)

Para a apresentacdo dos resultados desta atividade, os autores utilizaram valores de 1Csp,
concentracdo minima necessaria para inibir 50% da oxidacdo do &cido 5-tio-2-nitrobenzoico
pelo HOCI" (1) O valor encontrado para a amostra comercial foi de 111,94 + 1,79 uM o que
demonstra uma atividade protetora contra o radical, quando comparado com o padrao utilizado,

a quercetina, com valores de ICso de 34,22 + 0,72 uM. (1)

4.6.1.2 Ensaio de inibicao da atividade da 5-LOX e eliminacgdo do radical NO*

Num dos estudos, o extracto aquoso das folhas e dos caules de G. robertianum, do extrato
aquoso, os autores tentaram avaliar a capacidade para inibir a enzima 5-LOX da soja e o poder
de eliminacéo do radical NO*, que € libertado no decurso de um estado de inflamacéo. (5)

Os autores testaram as atividades utilizando varias concentracdes dos extractos. Usaram como
referéncia o acido ascorbico. Deste estudo, os autores verificaram que até uma concentragao de
60 pg/mL os extractos ndo tinham atividade inibitdria da enzima. (5) No entanto, os extractos

tinham capacidade de eliminar o radical NO". Os resultados foram expressos em valores de
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ICso. Os valores encontrados foram: 1Cso = 20,0 = 0,9 pg/mL para o extrato das folhas e 24,2 +
8,0 pg/mL para o extrato dos caules (Tabela 4.8). A referéncia (&cido ascorbico) tinha um valor
bem mais alto (ICso 285,7 + 15,4 pg/mL), isto é, uma atividade mais baixa comparativamente
aos extractos. (5)

O facto do valor de ICso apresentar menor valor para a amostra contendo as folhas podera
indicar uma relacdo com o maior teor de constituintes fenolicos nestas partes da planta. (5) A
Tabela 4.8 apresenta os resultados obtidos demonstrando que as atividades dos extratos foram

dez vezes superiores quando comparados com as do padréo utilizado. (5)

Tabela 4.8 Valores de 1C50 obtidos do ensaio de eliminacdo do radical NO® nos extratos
utilizados (folhas e caules) de G. robertianum e composto padrdo. Adaptada de [Catarino, et
al, 20171 (5)

Extratos utilizados Valores de 1Cso (ug/mL)
Folhas 20,0+0,9
Caules 242+ 8,0
Acido ascorbico (Padrio) 285,7 + 15,4

4.6.1.3 Ensaio de eliminagdo do radical NO- e efeitos na expressdo da COX-2 e iNOS

Para verificar a expressdo da iNOS os autores recorreram a uma linhagem de células de ratos
da subfamilia murinos. As células estudadas foram os macrofagos, uma vez que a expressao
desta enzima esta fortemente relacionada com a libertagéo do radical NO" pelos macrofagos.
(5) No entanto, como em condigdes normais, estas celulas ndo expressam iINOS os
investigadores recorreram a um estimulo por parte de um lipopolissacarideo (LPS) agonista do
recetor Toll-like, recetor este que apresenta um papel determinante no reconhecimento de
agentes patogénicos e ativacdo da imunidade inata. (5,54) Em condi¢Ges normais 0os macrofagos
produzem niveis baixos de nitritos (aproximadamente 0,6 + 0,2 uM) mas ap6s o estimulo com

LPS o estudo revelou um aumento em vinte vezes na libertacdo destas espécies reativas. (5)
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Posteriormente foram adicionados os extratos das folhas e dos caules de G. robertianum,
separadamente, as culturas de células de macréfagos com o LPS de maneira a analisar se se

verificavam alteracdes nos niveis de nitritos libertados/acumulados. (5)

No final do tempo de contacto em solucdo, vinte e quatro horas, os autores verificaram que as
amostras dos extratos de caules de G. robertianum apesar de ndo terem revelado qualquer
expressdo para a iINOS diminuiram significativamente os niveis do radical NOe, demonstrando
que este extrato apresenta um potencial na atividade anti-inflamatoria pela capacidade de

eliminacdo deste radical. (5)

Num outro estudo, foi avaliado o potencial de extratos vegetais ricos em elagitaninos como
fonte de metabolitos biodisponiveis da microbiota intestinal, as urolitinas, foi também avaliada
a atividade anti-inflamatoria dos metabolitos na producdo de TNF-a e IL-6 em macrofagos

derivados de uma linha celular de leucemia monocitica humana (THP-1). (55)

Apos identificarem a composi¢do dos elagitaninos dos extratos da planta de G. robertianum,
por MS, verificaram que os compostos que apresentam o grupo HHDP com ligacéo ao cido
elagico sdo uma potencial fonte de metabolitos para a microbiota intestinal transformado-os em
urolitinas. (55)No entanto, ainda ndo foram realizados estudos in vivo e ex vivo que revelem a
capacidade dos metabolitos de G. robertianum se tornarem uma fonte de urolitinas, apds acao
da microbiota intestinal.

Relativamente ao estudo da atividade anti-inflamatoéria usando macrofagos derivados da linha
celular THP-1 na presenga de urolitinas, obtidas por incubagdo ex vivo de amostras fecais
humanas com extratos aquosos de varias plantas, incluindo as de G. robertianum, e 0s autores
verificaram uma inibicdo significativa na producdo de TNF-a para todas as amostras onde
estavam presentes urolitinas, em comparagdo com o composto padrdo, um elagitanino puro e

um grupo padrdo, sem extrato. (55)

4.7  Atividade anti-tumoral e antiproliferativa

A atividade antiproliferativa foi estudada através de ensaios de viabilidade celular, in vitro, por
avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de G.robertianum contra células de carcinoma e células

saudaveis e em linhas celulares hepaticas e de macréfagos. (1,5,29)
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4.7.1 Ensaio citotéxico

Dois dos estudos avaliaram a citotoxicidade dos extratos de G.robertianum, recorrendo ao
ensaio colorimétrico que se baseia na alteragdo de cor amarela do corante tetrazélio (brometo
de dimetiltiazol-2-difeniltetrazolio (MTT)) para a cor roxa de cristais de formazan formados

sob a acdo de desidrogenases mitocondriais em células vivas. (56,57)

O reagente MTT consegue passar através da membrana celular assim como pela membrana
mitocondrial interna de células vivas, provavelmente por apresentar carga positiva e estrutura
lipofilica. (57)

Os cristais de formazan formados pelas células metabolicamente ativas €, segundo Neagu (29),
proporcional ao nudmero de células vivas e desta forma e por apresentar caracteristicas
insolUveis, torna possivel a sua quantificacdo por espectrofotometria, sendo por isso, o teste do
MTT, um ensaio considerado um indicador da viabilidade celular e proliferacéo celular assim

como de citotoxicidade. (56-58)

4.7.1.1 Ensaio de atividade citotoxica dos extratos de G. robertianum em células de

carcinoma de laringe humano comparativamente a células saudéaveis (29)

Foi avaliada a viabilidade celular de células cancerigenas da laringe humana na presenca de
extratos fendlicos de G. robertianum de concentragdes crescentes, ao fim de 24 e 48 h de
contacto. (29)

No final procederam a contagem do numero de células viaveis, recorrendo ao teste do MTT,
tendo como referéncia um grupo controlo constituido por células cultivadas na auséncia de

extratos, consideradas com 100% de viabilidade. (29)

Os resultados demonstraram que a viabilidade celular diminuiu & medida que a concentracdo
de extrato fendlico utilizado aumentava e a0 mesmo tempo diminuia com o tempo de exposigao.
(29)

4.7.1.2. Ensaio de citotoxicidade dos extratos de G. robertianum em linha celular
hepatica humana e linha celular de macrofagos de ratos (5)

Neste estudo os autores também recorreram ao ensaio MTT para avaliar a citotoxicidade dos

extratos de G. robertianum nos hepatdcitos, com o objetivo de encontrar concentracfes sem
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citotoxicidade, comparando as concentragdes de extratos das folhas com as dos caules. (5) Os
resultados obtidos foram ao encontro aos esperados, uma vez que néo se verificaram efeitos

citotoxicos em nenhuma das concentracdes testadas nas células ndo cancerigenas. (5)

A auséncia de citotoxicidade de extratos de G. robertianum em células saudaveis também foi
descrita num artigo de revisao, ao contrario de células cancerigenas de laringe humana onde se
verificou citotoxicidade para todos os extratos estudados (hridro-alcodlicos e aquosos), o0 que
levou os autores que hé seletividade na atividade. Na mesma revisdo, os autores descreveram
também a correlacdo entre a atividade citotoxica sobre as células cancerigenas de laringe

humana e o teor fenolico dos extratos. (1)

Neste estudo, os autores a partir dos extratos purificados e concentrados por processos de
membrana, procederam a avaliacdo da citotoxicidade dos mesmos contra células de carcinoma

laringeo humanas e células saudaveis de rim de macaco. (1)
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5. Consideracdes finais

O organismo vivo é dotado de mecanismos de defesa contra os mais variados agentes
patogénicos. E €, por isso, necessario que todo o mecanismo de defesa consiga dar uma resposta

adequada aos mais diversos estimulos de maneira a manter a homeostasia do corpo humano.

E, cada vez mais frequente a exposicdo a agentes causadores de alteragdes metabodlicas e o
surgimento de distarbios patolégicos assim como inimeras doengas emergentes e, por isso, é

necessario proteger ou erradica-las do sistema imunitario.

Dentro das inimeras doengas o cancro tem sido uma das que se tem manifestado com uma forte
incidéncia e ndo sendo apenas uma doenc¢a, mas sim um conjunto de doencas e alteracGes
metabolicas, como a inflamacdo ou o stress oxidativo que contribuem para a atividade

citotoxica.

Este problema de elevada preocupacdo na saude publica tem contribuido para que as plantas
sejam uma fonte de interesse e recurso nao s para a populacdo, na medicina tradicional, mas

também para a indUstria farmacéutica.

Neste sentido, a presente revisdo bibliografica centrou-se nas propriedades biol6gicas da
espécie G. robertianum, ainda que com poucos estudos clinicos, mas com elevado potencial e

com distribuicdo por quase toda a Europa.

G. robertianum foi estudada pelas propriedades bioldgicas que 0s seus metabolitos secundarios
Ilhe atribuem, com destaque para as propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e
antiproliferativa.

Os procedimentos usados para extracdo dos metabolitos foram similares nos varios trabalhos
encontrados. A maceragdo é o procedimento mais usado e o0s solventes de extracdo sao
geralmente a agua ou solugdes hiro-alcodlicas. Apesar destes extratos apresentarem atividade
bioldgica verifica-se que a concentracdo e/ou purificacdo geralmente leva a um aumento da
atividade, como seria expectavel, contudo, o tipo de procedimento ou material usado para a

concentracdo origina amostras com atividades distintas.

Na maioria dos trabalhos encontrados as atividades sdo atribuidas a grupos fenolicos, incluindo
elagitaninos, com a possibilidade de poderem ser transformados no intestino pela microbiota ai

residente em urolitinas, metabolitos considerados com atividade antioxidante e anti-
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inflamatoria. Apesar de existirem ja varios estudos sobre alguns alimentos ricos em elagitaninos
que podem ser convertidos em urolitinas com interesse para a salde humana, isto é, com
atividade confirmada, para o caso de G. robertianum ndo foi possivel encontrar um estudo

aprofundado sobre o0 assunto.

Nos poucos estudos que foram realizados em linhas celulares, esta espécie demonstrou ser um
potencial antiproliferativo e anti-cancerigeno, particularmente para linhas celulares
cancerigenas, mas com pouca citotoxicidade para células ndo cancerigenas, o que mostra haver
uma seletividade das amostras de G. robertianum para alguns tipos de células cancerigenas.
Estudos mais aprofundados necessitam de ser efetuados, incluindo a utilizacdo de compostos
purificados extraidos desta espécie. S6 depois desta abordagem sera mais adequado avancar
para ensaios in vivo e, posteriormente, ensaios clinicos, desde que os resultados in vitro
confirmem a existéncia de atividade bioldgica que mereca ser averiguada para posterior

utilizacdo em medicina.
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