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Resumo

A Phytolacca americana L., conhecida como uva-de-rato ou tintureira, € uma
planta herbacea, da familia Phytolaccaceae, ordem Caryophyllales. Esta espécie, de
propagacdo acidental, encontra-se amplamente distribuida em regibes temperadas,
particularmente nas regifes de clima mediterranico. Portugal ndo é excecdo e,
atualmente, a proliferacdo desta espécie ocorre ndo sO6 no territério continental mas
também nos arquipélagos da Madeira e dos Acgores.

Morfologicamente esta espécie é uma planta de porte médio, de aparéncia agradavel,
com caules quadrangulares avermelhados e frutos redondos pretos-azulados, agrupados
em cacho.

Tem sido utilizada em medicina tradicional no tratamento de distarbios
gastrointestinais, processos inflamatorios e erupcdes cuténeas. Recentemente tém sido
atribuidas propriedades anticancerigenas e antiviricas. A maceracao das bagas origina
um corante vermelho intenso, em tempos valorizado pelas inddstrias tintureiras ou
utilizada como adulterante de vinhos tintos desprovidos de cor.

O estudo desenvolvido nesta dissertacdo visou a valorizacdo das bagas de
Phytolacca americana L.. Trata-se de uma planta abundante no ecossistema e ha pouca
informacdo quanto as suas propriedades bioldgicas. A partir de extratos hidroalcodlicos
determinaram-se os teores de saponinas, fendlicos totais, flavonoides e carotenoides.
Foram usados varios métodos para avaliar a atividade antioxidante (DPPH, FRAP e
Reducao da Hemodlise).

Os resultados obtidos mostraram que as bagas de Phytolacca americana séo ricas
em saponinas e compostos fendlicos e, relativamente rica em flavonoides. A
predominancia das clorofilas a e b em detrimento do B-caroteno e licopeno indicam que
0s pigmentos naturais deste fruto sé@o betalainas, compostos descritos apenas em
espécies vegetais da ordem Caryophyllales.

A atividade antioxidante foi confirmada em ambos os métodos estudados (DPPH e
FRAP) e a percentagem de reducé@o de hemolise em eritrocitos humanos demonstrou a
possivel valorizagéo deste fruto em aplicagfes na area alimentar.

Este estudo preliminar mostrou a necessidade de uma caracterizagdo quimica mais
exaustiva para a possivel valorizagdo desta planta invasora. De acordo com 0 nosso

conhecimento esse estudo ndo foi ainda realizado.

Palavras-Chave: Phytolacca americana L.; Bagas; Compostos bioativos; Atividade

antioxidante; Atividade hemolitica.
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Abstract

Phytolacca americana L., known as grape rat or dyer plant, is a herbaceous plant from
Phytolaccaceae family, order Caryophyllales. This specie has an accidental propagation,
and it is widely distributed in temperate regions, particularly in Mediterranean climates.
Portugal is no exception and currently the proliferation of this specie occurs not only on
the mainland territory but also in the archipelagos of Madeira and Azores. Morphologically
this specie is a handsome medium-sized plant, with quadrangular red stems and black-
blue round fruits, grouped in a cluster.

It has been used in traditional medicine in the treatment of gastrointestinal disorders,
inflammation, and skin eruptions. Recently, they have been associated with anticancer
and antiviral properties. The maceration of berries gives a strong red dye commonly used
in food industries or used as a natural adulterant to pale red wines.

The study developed in this work aimed at enhancement Phytolacca americana L.
berries. It is an abundant plant in the ecosystem and there is little information about their
biological properties. From hydroalcoholic extracts we determined the total saponins, total
phenolics, carotenoids and flavonoids contents. Several methods were used to evaluate
the antioxidant activity (DPPH, FRAP and reduction of hemolysis).

The results showed that Phytolacca americana berries are rich in saponins and
phenolic compounds, and relatively rich in flavonoids content. The predominance of
chlorophylls a and b at the expense of B-carotene and lycopene indicate that the natural
pigments of this fruit are betalains, compounds only described in plant species from order
Caryophyllales.

The antioxidant activity was confirmed in both studied methods (DPPH and FRAP)
and the percentage of hemolysis inhibition in human erythrocytes showed a possible
valuation of this fruit in applications in the food industry.

This preliminary study showed the need for a more comprehensive chemical
characterization of this plant and also for its valorization. According to our knowledge this
study has not yet been done.

Keyword: Phytolacca americana L., berries, bioactive compounds, antioxidant activity,
hemolysis activity.
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1.1. Espécies invasoras
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A invasao dos ecossistemas por espécies invasoras é uma forte ameaca a
biodiversidade, podendo pbr em risco as espécies nativas. De uma maneira geral, este
tipo de invasdo ndo € homogéneo quer geografica quer de acordo com o clima, sendo
raros em condigdes extremas e predominando em climas temperados (Marchante, 2001).

Em Portugal continental, ao longo dos dois ultimos séculos, e especialmente nas
Ultimas décadas, o numero de espécies exoéticas tém aumentado significativamente,
ascendendo a cerca de 670 espécies, 0 que corresponde a cerca de 18% da flora nativa
(Almeida e Freitas, 2012). Estdo incluidas neste nimero espécies casuais, naturalizadas
e invasoras. Em Portugal, o Decreto de Lei n°® 565/99 de 21 de dezembro, regula a
introducdo na natureza de espécies ndo indigenas da flora e fauna, também como a
utilizacdo e detencédo de organismos geneticamente modificados, ou de produtos que 0s
contenham; proibe o cultivo, transporte, criacdo, comercializacéo, exploracdo econémica
e a utilizacdo de planta ornamental ou animal de companhia das espécies identificadas,

CoOmo espécies invasoras.

Entre as mais vulgares espécies invasoras presentes em territério nacional,
encontram-se as familias das Fabaceae, Asteraceae, Poaceae, Solanaceae e
Phytolaccaceae (Decreto de Lei, 565/99).

O local de propagacédo da espécie invasora também depende de muitos fatores. Por
exemplo, a propagacéo torna-se propicia quando numa determinada area geogréfica, a
espécie nativa é abundante. O facto das espécies invasoras serem taxonomicamente
distintas das espécies nativas também é uma das condicbes favoraveis a sua
propagacdo, uma vez que nesses territorios ndo existem predadores (agentes
patogénicos e/ou herbivoros) que possam prejudicar o seu desenvolvimento, pois estes
apenas tém capacidade de atuar sobre as espécies nativas (0s seus hospedeiros)
(Marchante, 2001). As variaveis ambientais tais como a topografia, o clima e a geologia

séo também relevantes na propagacéo das espécies invasoras (Hellmann et al., 2008).

Pelos motivos supracitados, as plantas invasoras tém sido pouco valorizadas, uma
vez que sO lhes é atribuida importancia devido & competicdo que exercem por recursos e
espacgos territoriais com outras culturas de interesse. No entanto, torna-se importante
estudar detalhadamente a composi¢cdo quimica destas plantas, uma vez que podem
tornar-se interessantes para diferentes areas, tais como alimentar, farmacéutica ou
dermocosmética e, assim, passar a constituir um recurso natural relativamente

econdémico.



1.2. Phytolacca americana L.

A Phytolacca americana L. é uma planta herbacea, perene, da familia Phytolaccaceae
e da ordem Caryophyllales. Esta espécie originaria da América do Norte foi introduzida no
resto do mundo como planta cultivada ou acidental, dispersando-se maioritariamente em
regides de clima temperado. Esta planta invadiu preferencialmente regides de clima
mediterranico, em terrenos baldios ou zonas densamente povoadas de plantas (Patra et
al., 2014; Zheleva-Dimitrova, 2013). Nas Ultimas décadas a sua propagacdo a nivel
europeu mereceu a classificagdo de “planta invasora” ou “praga vegetal” por parte da

Uni&o Internacional para Conservagéo da Natureza (UICN).

A P. americana L. conhecida como uva-de-rato ou erva-tintureira € uma planta de
porte pequeno com aproximadamente 1 metro, podendo atingir até 3 metros de altura
guando as condicdes edafo-climaticas sao favoraveis, tais como, solos ricos em nitratos e
pouco mobilizados e temperaturas amenas com elevada precipitacdo. O crescimento,
desenvolvimento e proliferacao da planta ocorre preferencialmente em florestas humidas,
matas ripicolas, margens dos campos cultivados, bermas de estradas e clareiras
(Maness et al., 2014; Takahasi et al., 2003).

Morfologicamente, esta espécie de porte médio caracteriza-se por apresentar caules
avermelhados, folhas grandes e inteiras e flores brancas com inflorescéncia racemosas

lineares inicialmente eretas que, com a maturagao do fruto, tendem a cair (Figura 1).

Figura 1: Morfologia da Phytolacca americana L.

As flores hermafroditas apresentam normalmente 10 estames e 10 carpelos e a sua
morfologia é de extrema importéncia para a diferenciacdo entre espécies (Figura 2).
Os frutos séo bagas carnudas, pretas azuladas, com cerca de 1 cm de diametro,
constituidos por 10 sulcos longitudinais profundos, apresentando um epicarpo enrugado

guando maduros, resultantes da coalescéncia dos carpelos na maturacao.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Baga
https://pt.wikipedia.org/wiki/Epicarpo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carpelo

Phytolacca americana Phytolacca heterotelapa

Flores com todas as tépalas iguais e com 10 Flores com tépalas diferentes e com mais de
estames. 10 estames.

Figura 2: Morfologia especifica da flor de Phytolacca americana L.

A utilizacdo de espécies exoticas (cultivadas ou invasoras) em plantios de
recuperacao de areas degradadas tem sido condenada com o argumento de que essas
espécies podem contaminar os ecossistemas naturais em redor das areas onde foram
plantadas. No entanto, alguns dados relatam que a introdugcéo e o cultivo desta planta
deveu-se, essencialmente, as suas aplicacbes em medicina tradicional e pelas

propriedades tintureiras das bagas.

De facto, esta planta esteve fortemente ligada a uma vertente cultural. Ravikiran et al.
descreveram o seu uso pelos nativos de tribos americanas como “planta depurativa”,
capaz de expulsar espiritos maus do corpo humano, através de diarreias e vomitos. A

baga também era usada em pinturas de adorno ou rituais tribais (Ravikiran et al., 2011).

A sua utilizacdo na medicina tradicional era comum entre os indigenas norte-
americanos, sendo rapidamente adotada pelos colonos europeus haquele continente e,
posteriormente, importada para a Europa onde a planta foi incluida na Farmacopeia

comum, passando a ser cultivada para esse fim.

A maceracao das bagas origina um corante vermelho intenso, em tempos valorizado
pelas industrias tintureiras ou como adulterante dos vinhos tintos desprovidos de cor
(Delgado-Vargas et al., 2000).

Segundo diversos autores, a P. americana tem sido tradicionalmente usada na Asia e

na Ameérica, no tratamento de distarbios gastrointestinas, processos inflamatorios e
4



erupcdes cutaneas (Maness et al.,, 2014; Patra et al., 2014; Iwakiri et al., 2013).
Atualmente investigam-se propriedades anticancerigenas e antivirais associadas a esta
planta (Maness et al., 2014).

Para além das propriedades supracitadas, alguns estudos tém demonstrado que as
suas raizes e folhas apresentam elevado potencial na recuperacdo de solos
contaminados com metais pesados, prejudiciais para o organismo (Fu et al., 2011). A
presenca de Cadmio (Cd) e Manganés (Mn) nos solos, provenientes de fertilizantes
fosfatados e da mineralizacdo industrial diminuem quando a P. americana € plantada
(Gao et al., 2013; Fu et al., 2011; Zhao et al., 2011).

Em Portugal é possivel encontrar esta planta em quase todo o territério continental,

Acores e ilha da Madeira (Figura 3).

Figura 3: Distribuicdo geogréafica da Phytolacca americana L., em Portugal (retirado de

www.invasoras.pt/gallery/phytolacca-americana).

O estudo das plantas tem acompanhado a evolugdo do homem através dos tempos e
0 seu uso como agentes terapéuticos data de milhares de anos (Fowler, 2006). A maior
parte dos farmacos usados atualmente, derivaram direta ou indiretamente de principios
ativos, que foram isolados de uma planta ou de um 6rgéo especifico da mesma. No caso
concreto da P. americana, varios estudos sobre as suas propriedades biolégicas tém sido
publicados, sempre recorrendo aos diferentes 6rgdos mais representativos da planta,

nomeadamente, raiz, folha e fruto.



1.2.1. Raiz

A raiz da P. americana L. tem grandes dimensdes, uma forma coénica e carnuda e é

coberta por uma casca fina de cor castanha (Ravikiran et al., 2011).

As raizes secas sdo utilizadas na fitoterapia e na medicina popular Chinesa no
tratamento de tumores, bronquites e processos inflamatérios (Wang et al., 2008).
Também estdo descritas propriedades expetorantes e aplicacdes no tratamento de
infecbes do trato respiratério. No entanto, em doses elevadas ou tratamentos
prolongados podem conferir toxicidade ao organismo. Da sua composicdo quimica
salienta-se a presenca de saponinas triterpénicas (Wang et al., 2008) e glicoproteinas
(Yamaguchi et al., 2004; Aron e Irvin, 1980) com propriedades biolégicas reconhecidas.
As raizes podem ser utilizadas no tratamento da dor, inquietacdo, prostracdo e no
tratamento de inchacgos glandulares. Maness et al. (2014) demonstrou que 0s extratos
etandlicos e aquosos da raiz promovem alteracfes na expressao genética em células do
cancro do colon, sugerindo um possivel tratamento e cura do mesmo. Segundo Aron e
Irvin (1980) a raiz desta planta contém uma proteina com propriedades antiviricas capaz
de inibir diferentes virus. Ryan e Ray (2004) observaram capacidade inibitoria na
multiplicacdo do virus Herpes Simplex (HSV), espécie da familia Herpsviridae,
responsavel por causar infecdes em humanos. Num outro estudo foi verificado que a
mesma proteina tinha capacidade de inibir 90% da sintese do ADN do HSV (Teltow et al.,
1983).

As glicoproteinas presentes na raiz, concretamente as lectinas, também sao
descritas pelas suas propriedades mutagénicas em linfocitos T e B (Ahmad et al., 2009;
Yamaguchi et al., 2004; Kino et al., 1995). De facto, foi na década de sessenta que se
iniciaram os estudos sobre a capacidade das lectinas aglutinarem células neoplasicas
(Aub et al., 1963).

A raiz da P. americana L. tem sido amplamente estudada para avaliar o seu efeito em
diversos sistemas biologicos. O conhecimento aprofundado da fungéo biologica das
saponinas, das lectinas e de outros compostos minoritarios no reconhecimento e nas
interacdes celulares, poderéo servir de suporte no diagnéstico e no tratamento de muitas

doencas.



1.2.2. Folha

As folhas da P. americana L. sdo alternas, eliptico-ovais, pontiagudas, inteiras, de cor
verde clara, com 10 a 40 cm de comprimento e com peciolos curtos (Ravikiran et al.,
2011).

Tal como na raiz, as folhas tém sido alvo de vérios estudos. Um dos motivos pelo
interesse acrescido do conhecimento dos compostos quimicos detetados e consequentes
efeitos biol6gicos a eles associados prende-se com o facto de os compostos bioativos
distribuem-se heterogeneamente durante o desenvolvimento e crescimento da planta,

podendo encontrar-se em maiores quantidades num 6rgéo especifico da mesma.

As proteinas inativadoras dos ribossomas (RIP) sdo proteinas vegetais
taxonomicamente nao relacionadas, capazes de inativar irreversivelmente a sintese de
proteinas em ribossomas de animais, apresentando propriedades antiviricas. A primeira
RIP tipo 1 a ser caracterizada foi isolada das folhas da P. americana L., o que suscitou
maior interesse pelo estudo desta planta (Glnhan et al., 2008; Zhang e Halaweish, 2007;
Barbieri et al., 1993). No entanto, as RIP também apresentam atividade abortiva (Barbieri
et al., 1993).

Embora esta planta seja reconhecida pela sua elevada toxicidade, muitos estudos
potenciam 0 seu uso tanto na area farmacéutica como na medicina. A titulo de exemplo
cita-se o0 estudo realizado por Patra et al. (2014) que observou uma elevada atividade
antibacteriana exercida pelos extratos da folha contra agentes patogénicos associados as
doencas periodontais inflamatérias e caries dentarias. Segundo 0s mesmos autores,
estas folhas podem contribuir para o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos
naturais, com elevada atividade antimicrobiana e isentos de efeitos secundarios na flora

natural da cavidade oral.

Ding et al. (2013) também descreveu atividade acaricida nas folhas, através do

isolamento do esculentdsido E (triterpeno glicosilado).

Embora esta espécie vegetal possa ser utilizada como planta ornamental, alguns
estudos referem o consumo das suas folhas enquanto jovens, apds processos de cocgao
e/ou branqueamento (Karami et al., 2010; Nabavi et al., 2009), mostrando que existe

alguma controvérsia sobre a sua toxicidade (Heinrich et al., 2004; Harkness et al., 2003).

A atividade antioxidante e anti-inflamatoria esta intimamente relacionada com a
presenca de compostos fendélicos, metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas.
Bylka e Matlawska (2001) identificaram diferentes acidos fendlicos e flavonoides nos

extratos metandlicos das folhas de P. americana L.. De entre os acidos fendlicos foram
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identificados os &cidos sinapico, p-cumarico, vanilico, cafeico, ferdlico e p-
hidroxibenzoico, enquanto os flavonoides descritos foram o campferol 3-O-B-D-
glucopiranosido, campferol 3-O-B-D-xilopiranosil (1—2) -B-D-glucopiranésido, campferol
3-O-a-L-ramnopiranosil (1—2) -B-D-glucopiranésido, campferol 3-O-diglucésido e

guercetina 3-O-glucdsido.

1.2.3. Bagas

Os frutos da P. americana L. florescem entre julho e setembro em aglomerados de 5
pétalas esbranquicadas com centros verdes (Ravikiran et al., 2011). Os longos cachos de
flores brancas germinam, originando frutos negros azulados, esféricos e achatados,
ligados a um pequeno pedunculo rosa escuro (Figura 1) (Ravikiran et al., 2011). Alguns
estudos consideram os frutos ediveis e o seu uso em medicina tradicional (Burrows e
Tyrl, 2001; Huang, 1999).

Como ja referido anteriormente, esta planta é conhecida popularmente por varios
nomes comuns, tais como baga-moira, baga-noiva, erva-dos-cachos-da-india, erva-dos-
cantaros, erva-dos-tintureiros, erva-tintureira, gaia-moca, uva-da-ameérica, vermelh&o,
vinagreira, tintureira, uva-dos-tintureiros, erva-dos-cancros, tintureira, uva-de-céo, uva-de-

rato, todos eles diretamente relacionados com as bagas caracteristicas desta planta.

As atividade bioldgicas das bagas sdo muitos semelhantes as ja descritas na raiz e
nas folhas, caracterizadas por um elevado teor em saponinas e lectinas. A atividade
moluscicida foi descrita neste fruto, no controlo de pragas de caracdis (Karunamoorthi et
al., 2008). Num estudo realizado em mais de 100 plantas, Kloos e McCullough (1984)
reportaram que as bagas imaturas (verdes) da P. americana L. eram as que possuiam

maior atividade moluscicida.

A toxicidade da baga foi ja descrita (Karunamoorthi et al., 2008; Wang et al., 2008) no
entanto, alguns estudos referem o0 seu consumo sem problemas, bem como o das raizes

e das folhas jovens (Burrows e Tyrl, 2001; Huang, 1999).

A atividade anticarcinogénica foi também descrita, principalmente devido aos efeitos
antitumorais e anti-inflamatoérios, bem como o estimulo do sistema imunitario. Este efeito
parece associado com a presenca de uma toxina produzida pela planta, a toxina
phytolacca (Ravikiran et al., 2011). As propriedades antioxidantes de determinados
compostos também permitem associar esta planta a prevengédo do cancro. Compostos
como o0 acido ascorbico, B-caroteno, acido oleandlico, quercetina e taninos estao
descritos como anticarcinogénicos, antitumorais ou antileucémicos (Rangarajan et al.,
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2014; Shanmugam et al., 2014; Chen et al., 2013; Pertino et al., 2013; Cui et al., 2012;
Harleva et al., 2012; Kuno et al., 2012; Gomes de Melo et al., 2010; Lee, 2009; Albanes et
al., 1995).

A morfologia e coloragdo das bagas também € um fator importante a considerar, nao
s6 a nivel ornamental como nas possiveis aplicacdes. Alguns estudos referem que a
intensidade da cor negra azulada desta baga estd diretamente ligada a um grupo de
pigmentos naturais, as betalainas que podem ser amarelas ou violetas e que substituem
as antocianinas em espécies vegetais pertencentes a ordem Caryophyllales (Pavokovi e
Krsnik-Rasol, 2011; Tanaka et al., 2008). Segundo Clement e Mabry (1996), a mutua
exclusividade de antocianinas e/ou de betalainas em Caryophyllales levou a varios
estudos taxondémicos das referidas plantas (Brockington et al., 2011).
Pela presenca dos corantes referidos, as bagas apresentam propriedades pigmentantes
interessantes para a indastria téxtil (tinturarias) (Liu et al., 2014; Ravikiran et al., 2011) e
na indastria vinicola e alimentar, como adulterante em vinhos tintos ou corante doutros
alimentos (Ogzewalia et al., 1962).

A presenca de betalainas nas bagas também confere propriedades antioxidantes
(Zheleva-Dimitrova, 2013; Ravikiran et al., 2011; Nabavi et al., 2010).

1.3. Composicao fitoquimica

O potencial medicinal da P. americana L. tem sido associado aos diferentes

fitoquimicos presentes na mesma (Patra et al., 2014).

Muitos estudos demonstram que a maioria das acdes terapéuticas exibidas pelas
plantas esta associada a diversidade de compostos bioativos presentes nas mesmas.
Varias classes de compostos de origem vegetal conferem protecdo contra doencas
degenerativas cerebrais, como Alzheimer, doencas cardiovasculares, varios tipos de
cancro, infecbes e alteragdes no sistema imunitario, doencas 0sseas, envelhecimento
precoce, entre outras, uma vez que estes compostos atuam como antioxidantes,
prevenindo ou retardando os danos provocados pelos radicais livres (Liu, 2013; Liu, 2004;
Willett, 2002). Acresce o facto de muitas destas biomoléculas serem induzidas pelas
plantas como elementos de defesa contra predadores e pragas, razdo gue justifica o seu
amargor. Estes compostos sdo também capazes de inibir alguns sistemas enzimaticos e
de quelatar metais, conferindo-lhes propriedades antibacterianas, antivirais, antifingicas,

moluscicida e inseticida.


http://www.phcog.com/searchresult.asp?search=&author=Dimitrina+Zh+Zheleva%2DDimitrova&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0

Estes fitoquimicos precisam de ser isolados e identificados, de forma a possibilitar um
melhor entendimento sobre os seus metabolismos de sintese e, consequentemente, 0s

seus potenciais beneficios para a saude (Liu, 2003).

Pelos motivos supracitados, serdo referidos alguns grupos de compostos bioativos
descritos na P. americana L. para melhor se avaliar a possibilidade de valorizacdo desta
planta.

1.3.1. Saponinas

A investigacdo desenvolvida na P. americana L. é bastante limitada no que se refere
aos diferentes fitoquimicos existentes, encontrando-se maioritariamente direcionada para

o estudo dos saponésidos.

De facto, as diferentes partes desta espécie botanica sao, atualmente, consideradas
excelentes fontes de saponinas triterpénicas, abundantes nos tecidos mais vulneraveis a
contaminacdo por fungos, bactérias, insetos e predadores, intervindo assim no
mecanismo de defesa da planta (Cheok et al., 2014; Manase, 2013). Para além de
conferirem protecdo a planta, estes compostos possuem outras propriedades bioldgicas

gue permitem a sua utilizacdo na medicina tradicional (Manase, 2013).

A composicdo qualitativa e quantitativa das saponinas varia com as condicdes edafo-

climaticas, fase de maturacao e parte da planta de onde sao extraidas (Dini et al., 2009).

As saponinas encontram-se no reino vegetal e sdo compostos ndo volateis e
surfatantes (Manase, 2013). Possuem uma estrutura anfipatica formada por residuos
hidrofilicos de acucares ligados a uma aglicona hidrofébica. A aglicona é composta por

atomos de carbono organizados em forma de anéis, denominada sapogenina.

Na indastria farmacéutica, cosmética, quimica e alimentar as saponinas sao muito
utilizadas, dado a sua facilidade de dissolugdo em agua, originando solugdes afrégenas
(espumantes), por diminuicdo da tensdo superficial do liquido. Apresentam ainda
propriedades emulsionante e de hemodlise. Esta Ultima deve-se a capacidade do glicésido
se combinar com moléculas de colesterol presentes na membrana dos eritrdcitos,
perturbando o equilibrio interno-externo, promovendo a rutura da célula e consequente

libertacdo da hemoglobina (Manase, 2013).

Devido ao elevado numero de saponinas ja identificadas, a P. americana L., traz
beneficios na area agricola, sendo um excelente aliado na descontaminacdo de solos

cultivados e pela sua acgéo pesticida natural (Manase, 2013).
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Jé& foram identificadas 12 saponinas nesta espécie vegetal, mas 7 foram descritas por
um Unico autor (Yi, 1992; 1991; 1990). Mais recentemente, Wang et al. (2008)
identificaram mais 5 saponinas (Figura 4), atribuindo-lhes propriedades expetorantes e
diuréticas. Estes autores sugerem que possam ser utilizadas como adjuvantes para
aumentar a absorcdo de medicamentos, pelo aumento da solubilidade ou interferéncia

nos mecanismos de absor¢éo e, como adjuvantes para aumentar a resposta imunoldgica.

Também devido as suas propriedades detergentes, estas podem ser usadas na
industria quimica na preparacdo de emulsdes para filmes fotograficos e na industria de
cosméticos na formulacdo de batons e champds (Cheeke, 2000). As saponinas
triterpénicas encontram-se em muitas leguminosas, como a soja, feijao, ervilha e podem
ser utilizadas pela industria alimentar como aditivos, nomeadamente, aromatizantes e
agentes espumantes e conservantes (Cheok et al., 2014). A sua atuacdo nas diferentes
fases do desenvolvimento tumoral, principalmente no caso da prostata, mama e colon,
intensificaram a busca de saponinas no reino vegetal (Cheok et al.,, 2014; Dini et al.,
2009). Dini et al. (2009), mencionaram ainda propriedades antioxidantes, antirreuméticas,

cardioprotetoras, anti-trombéticas, anti-inflamatérias, hepatoprotetoras e antidiabéticas.
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Figura 4: Saponinas triterpénicas bioativas extraidas da P. americana L. (adaptado de
Wang et al., 2008).
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1.3.2. Acidos fenélicos e flavonoides

A presenca dos compostos fendlicos nas plantas tem sido muito estudada devido as
suas atividades farmacoldgica e antinutricional, capazes de inibir a oxidacao lipidica e a
proliferagéo de fungos (Baskaran et al., 2014; Kumar e Pandey, 2013; Yao et al., 2004;
Heim et al., 2002), além de participarem nos processos metabdlicos responsaveis pela
cor, adstringéncia e aroma das plantas (Harborne e Williams, 2000).

Diversos trabalhos cientificos tém sido realizados no sentido de efetuar a separacao,
identificacdo, quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos em espécies vegetais,
uma vez que este grupo engloba uma gama enorme de substancias (fendis simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas). Alguns compostos fendlicos
ndo se apresentam na forma livre, mas sim sob a forma de polimeros, nomeadamente

taninos e ligninas.

Os acidos fendlicos (Figura 5) dividem-se em trés grupos distintos. O primeiro é
composto pelos acidos benzdicos, que possuem sete atomos de carbono (Ce-C1) sendo
os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza; o segundo € formado pelos
acidos cinamicos com nove atomos de carbono (Ce-Cs), sendo estes os comumente
encontrados no reino vegetal e, por Ultimo, as cumarinas que derivam do acido cinamico
por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico.

5 6 5 6
4 [ CH == CH— COOH 4 | COOH
3 2 3 2
Acido Hidroxicindmico Acido Hidroxibenzéico

Substituinte Acido Hidroxicindmico Acido Hidroxibenzéico

2-0H Acido o-cumarico Acido salicilico
4-0H Acido p-cumaérico Acido p-hidroxibenzaico
2 5-di-OH Acido gentisico
3,4-di-OH Acido cafeico Acido protocatéquico
3-OCH; 4-OH Acido ferdlico Acido vanilico
3-OH 4-OCH; Acido isofenilico Acido isovanilico
3,4,5-ri-OH Acido galico

Figura 5: Formulas estruturais dos derivados dos acidos fendlicos.

Os &cidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um grupo

carboxilico e um ou mais grupos de hidroxilos e/ou metoxilos na molécula, conferindo-lhe
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propriedades antioxidantes, tanto para as plantas como para o organismo humano,
sendo, por isso, indicados para o tratamento e prevengdo do cancro e doencas
cardiovasculares, entre outras.

Até a data existem poucos estudos sobre a caracterizacdo do perfil de acidos
fendlicos na P. americana L.. Bylka e Matlawska (2001) identificaram os acidos sinapico,
p-hidroxibenzéico, vanilico, p-cumarico, ferdlico e cafeico nas folhas da planta.
Posteriormente, foram identificados os &cidos cinamico, clorogénico, galhico e
protocatéquico (Kim et al., 2005). Embora estes estudos reportem a presenca destes
compostos nas folhas, € do conhecimento geral que a sua distribuicdo ao longo dos
diferentes 6rgdos é muito heterogénea, encontrando-se maioritariamente nos 6Orgaos

superiores da mesma, uma vez que conferem protecéo.

Muitos estudos destacam as propriedades dos fitoquimicos como substancias
antioxidantes sequestradoras de radicais livres. Parece que os efeitos biolégicos desses
antioxidantes sdo diversos e envolvem respostas mediadas pelas células e a modulacao
de vérias vias de sinalizacdo celular. As hip6teses sobre os mecanismos de acdo dos
fitoquimicos resultam, frequentemente, do conhecimento das suas estruturas quimicas e
das suas propriedades fisico-quimicas. Presentemente, o desafio esta em interpretar as
complexas relacdes entre os fitoquimicos presentes nas plantas e a saude, tendo em
conta, quer a diversidade das suas estruturas quimicas, quer a complexidade dos seus
efeitos metabdlicos, bem como a sua biodisponibilidade e absor¢cdo no metabolismo
humano (Manach et al., 2009).

Devido as suas propriedades biolégicas, especificamente antioxidantes, alguns
estudos ja mencionaram o teor de fendlicos totais nas raizes, folhas e bagas da P.
americana L. (Zheleva-Dimitrova, 2013; Nabavi et al., 2009; Hosseinimehr et al., 2007;
Kim et al., 2005).

Os flavonoides integram o grupo dos compostos fendlicos, sendo constituidos por
estruturas polifenélicas. Estdo presentes habitualmente nas folhas, flores, raizes e frutos
das plantas. As suas principais classes sao os flavonéis, flavonas, flavanonas, flavanas,
isoflavonoides e antocianinas. Estes compostos sdo quimicamente constituidos por um
nicleo de trés anéis fendlicos (Tapas et al., 2008). O primeiro anel benzeno (Anel A) é
condensado com o sexto carbono do terceiro anel (Anel C), que na posigéo 2 carrega um
grupo fenil como substituinte (Anel B) (Sandhar et al., 2011). Devido ao facto deste
terceiro anel se apresentar na forma de um anel pirona, torna-se responsavel pela
formagdo da maioria das diferentes classes destes compostos, recebendo a

denominacao do nucleo 4—oxo (Figura 6) (Sandhar et al., 2011).
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Figura 6: Estrutura geral dos flavonoides mais comuns com anéis e posi¢cdes numeradas
(retirado de Sandhar et al., 2011).

No que respeita a estrutura quimica, os flavonoides podem ocorrer como agliconas,
glicosidos ou como parte de outras estruturas que contenham flavonoides, como por
exemplo as flavoligninas. No entanto, as formas maioritarias no reino vegetal sdo as

glicosiladas.

Os flavonoides sdo antioxidantes eficazes devido as suas propriedades quelantes de
radicais livres e iBes metdlicos, conferindo protecdo aos tecidos celulares e atuando
contra a peroxidacao lipidica (Kandaswami e Middleton, 1994). De uma forma geral, a
propriedade antioxidante esta direcionada para o radical hidroxilo (OH®) e anido
superdxido (0O:"), ambos espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da
peroxidacao lipidica. Para além desta acdo, os flavonoides apresentam propriedades
estabilizadoras de membrana, podendo afetar alguns processos do metabolismo
intermediario (Formica e Regelson, 1995). Embora os flavonoides apresentem
propriedades antioxidantes importantes na prevencdo de doengas cronicas, alguns
estudos tém vindo a demonstrar atividade pro-oxidante in vitro (Prochazkova et al., 2011;
Simic¢ et al., 2007; Sakihama et al., 2002; Di¢kancaité et al., 1998).

Na P. americana L. foram identificados os campferol 3-O-B-D-glucopiranésido,
campferol  3-O-B-D-xilopiranosil  (1—2)-B-D-glucopirandsido, campferol  3-O-a-L-
ramnopiranosil (1—»2) -B-D-glucopiranésido, campferol 3-O-diglucésido e quercetina 3-O-
glucésido (Bylka e Matlawska, 2001). Poucos estudos procuraram a identificacdo destes
compostos nos diferentes 6rgdos da planta. Sugere-se o desenvolvimento de mais
estudos, para a na identificacdo do perfil completo dos diferentes 6rgdos vegetais,

visando relaciona-los com as propriedades biologicas anteriormente referidas.
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1.3.3. Pigmentos naturais

A cor € um dos atributos mais importantes das plantas, sendo um indicador de
qualidade e do grau de maturagdo das mesmas.

Devido aos problemas associados com a toxicidade e a carcinogenicidade dos
corantes sintéticos surgiu um crescente interesse em novos corantes naturais
(Chandrasekhar et al., 2015; Boo et al., 2012), aliando as suas propriedades bioldgicas
com os parametros organoléticos dos géneros alimenticios que os integram (Sakuta,
2013). Os corantes sao utilizados como aditivos ou suplementos nas industrias alimentar,

farmacéutica, cosmética e agropecuaria (Boo et al., 2012).

Os pigmentos naturais sdo atualmente um alvo importante de estudo para a industria
alimentar, uma vez que, para o consumidor final, uma das principais carateristicas
avaliadas na selecédo de um produto é a cor (Boo et al., 2012). Sao exemplos de corantes
alimentares naturais as antocianinas, as betalainas, os carotenoides e as clorofilas, que
para além de corantes, conferem protecdo contra o stresse oxidativo (Sakuta, 2013).
Estes pigmentos naturais também exercem um papel fundamental na propagacédo de
espécies, dado que as suas cores atraem insetos, passaros e animais, para a polinizacao

e dispersado das sementes.

De uma forma geral, os pigmentos naturais s&o compostos organicos ou inorganicos

gue absorvem na gama entre 350 e 750 nm (Boo et al., 2012).

A luz é um dos fatores decisivos na biossintese dos pigmentos pelas plantas, uma

vez que esta interfere nos processos fisicos e quimicos (Chandrasekhar et al., 2015).

1.3.3.1. Betalainas

As betalainas sempre receberam menor atencdo do que as outras classes de
pigmentos naturais acima referidos devido a sua restrita ocorréncia no reino vegetal.
Encontram-se na maioria das familias da ordem Caryophyllales, exceto nas familias
Caryophyllaceae e Molluginaceae, e em alguns géneros de fungos Basidiomicetos
(Goncalves et al., 2015; Sakuta, 2013; Gandia-Herrero et al., 2005). Entretanto, devido a
descoberta recente da sua atividade antioxidante, fluorescéncia e consequentes
propriedades biologicas, as betalainas tém sido alvo de maior interesse por parte da
comunidade cientifica (Gongalves et al., 2015; Sakuta, 2013; Gongcalves et al., 2012;

Delgado-Vargas et al., 2000).

Do ponto de vista quimico, as betalainas sé@o alcaloides nitrogenados, solluveis em

agua, localizados no vacuolo das plantas e sem toxicidade aparente (Goncgalves et al.,
15


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611012167

2015). Estes compostos resultam do acoplamento de um cromoéforo, o &cido betalamico
(Figura 7), com aminoéacidos/aminas (betaxantinas amarelas) ou derivados de ciclo-Dopa
(betacianinas vermelho-violeta) (Figura 8). A indicaxantina e a betanina sdo as mais
conhecidas nestes dois grupos (Azeredo et al., 2009). Devido a possiveis glicosilacbes e
acilacbes, as betalainas exibem uma grande diversidade estrutural. A betanina
(betanidina-5-O-B-glucosido) é a betacianina mais comum do reino vegetal. De acordo
com a legislacdo dos aditivos alimentares, 0 uso de betanina é permitido como corante
alimentar vermelho natural (E162) (Esatbeyoglu et al., 2015). Além disso, a betanina é

usada como corante em cosméticos e produtos farmacéuticos.

el

H iy, l
N~ TCOOH

HOOC |
H A
R = H (betanidina) R = NH, vulgaxantina I)
R = Glucosil (betanina) R = OH (vulgaxantina 1)
Abs =540 nm (violeta) Abs = 480 nm (amarelo)

Figura 8: Estruturas quimicas das betalainas. A) betacianinas e B) betaxantinas
(adaptado de Gongalves et al., 2015).

Foram descritos recentemente os potenciais beneficios das betalainas, procedendo-

se a sua pesquisa no reino vegetal. Esatbeyoglu et al. (2015) avaliaram a atividade
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antioxidante da betanina, tendo concluido ser um excelente quelante das espécies
reativas de oxigénio. Outros autores verificaram que as betalainas possuem estabilidade
guimica e, por conseguinte, apresentam elevada atividade antioxidante, que tem vindo a
ser associada a protecao contra doencas degenerativas (Clifford et al., 2015; Gokhale e
Lele, 2014; Azeredo, 2009; Stintzing et al., 2005; Tesoriere et al., 2004; Strack et al.,
2003).

Outros relatos sugerem que a betanina impede a oxidacao de lipropoteinas de baixa
densidade (LDL) e danos no ADN (Esatbeyoglu et al.,, 2015). Gongalves et al. (2015)
acrescentaram ainda que as betalainas modulam a resposta inflamatéria e apresentam

efeitos antiproliferativos em linhagens celulares tumorais.

O facto destes pigmentos naturais serem tdo restritos a determinadas espécies
vegetais condiciona o desenvolvimento de outros pigmentos naturais nas mesmas. De
facto, a existéncia de betalainas numa determinada planta, elimina a possibilidade da
presenca de antocianinas na mesma (Sakuta, 2013). Ndo se sabe concretamente em que
contexto € que as betalainas evoluiram, nem a razdo das betalainas e antocianinas nao
estarem presentes em simultaneo, uma vez que, a reconstru¢cdo da historia evolutiva
destes pigmentos ainda néo foi até a data totalmente elucidada. Existe a hipétese de a
via regulatéria ser comum e gue as antocianinas atuam como inibidoras da biossintese

de betalainas e vice-versa (Brockington et al., 2011).

Alguns estudos relatam a presenca de betalainas nas bagas de P. americana L..
Apenas Jerz et al. (2008) identificaram 17 betalainas, entre as quais diferentes isémeros
de betaninas e betaxantinas, em maiores quantidades, destacando-se a isovulgaxantina

IV, vulgaxantina IV como os compostos maioritarios.

As betalainas presentes na baga de P. americana L. podem ter vantagens
tecnoldgicas devido a sua capacidade tintureira, acrescendo o facto da sua cor matriz
remanescente nao ser alteravel ao longo de uma ampla faixa de pH entre 3 e 7. Esta
estabilidade torna-as particularmente adequadas para uso como corantes naturais em
alimentos de acidez baixa ou neutra, onde a capacidade pigmentante das antocianinas
habitualmente falha (Stintzing e Carle, 2004).

Face ao exposto, mais estudos deverdo ser realizados para a identificacdo e
guantificacdo destes compostos, numa perspetiva sustentavel e de valorizacdo de uma

planta invasora.
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1.3.3.2. Clorofilas

As clorofilas s&o pigmentos naturais das plantas, ocorrem nos cloroplastos das folhas
e outros tecidos vegetais e participam no processo de fotossintese (Wissgott e Bortlik,
1996).

A clorofila ndo € uma molécula isolada, mas uma familia de substancias semelhantes
entre si, designadas por clorofilas a, b, c e d.

A clorofila a, a mais abundante e mais importante desta familia, corresponde
aproximadamente a 75% dos pigmentos verdes encontrados nas plantas. A clorofila b
difere da clorofila a por uma pequena variacdo na substituicdo no anel pirrélico I,
enquanto as clorofilas ¢ e d, mais raras, estdo presentes preferencialmente nas algas
(Lanfer-Marquez, 2003).

A clorofila pode ser usada como corante natural, designada por clorofilina caprica,
apresentando variadas aplica¢cfes, tanto em alimentos, produtos farmacéuticos como em
suplementos alimentares (Goldberg, 1994). As diferencas de cor das plantas séo
resultado da presenca e distribuicdo varidvel de outros pigmentos associados, 0Ss
carotenoides. Os pigmentos clorofilicos sdo os mesmos numa grande variedade de
plantas (Mortensen, 2004). Assim sendo, existem muitas combinacdes possiveis entre a
clorofila e os carotenoides, mas sendo sempre favorecida a tonalidade verde
caracteristica (Wissgott e Bortlik, 1996). Por outro lado, na industria farmacéutica a
clorofila é importante para produzir clorofilina (derivado sintético da clorofila), amplamente

estudada pela sua propriedade antimutagénica.

As clorofilas embora ndo tenham muito destaque como pigmentos naturais
apresentam efeitos benéficos para a salde, pelas suas propriedades antimutagénicas e
antigenotéxicas (Lila, 2004; Ferruzzi et al., 2002). Um estudo demonstrou que as
clorofilas, clorofilinas e compostos tetrapirrdlicos relacionados (porfirinas) séo indutores
de genes citoprotetores, os quais protegem as células contra os danos oxidativos
provocados pelos radicais livres (Fahey et al., 2005). Outro estudo, que utilizou extratos
aquosos de derivados de clorofilas, demonstrou que estas sdo capazes de melhorar a
habilidade de linfécitos humanos aumentando a sua resisténcia contra o dano oxidativo
induzido pelo peréxido de hidrogénio (H202) (Hsu et al., 2005). Também foi demonstrado
gue a clorofilina reduz a biodisponibilidade de quimicos cancerigenos e inibe a aflatoxina
B (Goldberg, 1994).

De entre as suas caracteristicas, as clorofilas sdo sollveis em solventes apolares,
enquanto as clorofilinas séo hidrossolaveis. O seu uso é limitado devido ao facto de

serem instaveis e conferirem opacidade. Devido a sua cor e propriedades fisico-quimicas,
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sdo também usadas como aditivos para géneros alimenticios. Porém estes pigmentos
sdo quimicamente instaveis, fotossensiveis, termoldbeis e oxidaveis, sofrendo alteracéo
facil. No entanto, estes pigmentos podem ser quimicamente modificados antes de serem
incorporados em alimentos, como, por exemplo, substituindo o magnésio (Mg?") por
cobre (Cu?") resultando na clorofila clprica que é estavel e pode ser usada em
formulacdes hidro e lipossolluveis, permitindo-lhe aumentar o campo de acdo em

diferentes areas industriais.

1.3.3.3. Carotenoides

Os carotenoides sdo corantes naturais responsaveis pelas tonalidades amarela,
laranja e vermelho, habitualmente utilizados nas indastrias alimentar, farmacéutica,
cosmeética e agropecuaria (Boo et al., 2012; Souza et al., 2012). Além do seu amplo uso
como corantes e no enriquecimento de alimentos, também sdo utilizados por
apresentarem atividade pré-vitaminica A, resultando na promocéao de fungdes bioldgicas
benéficas, tais como o fortalecimento do sistema imunolégico (Souza et al., 2012) e a
diminuicdo do risco de doencas degenerativas, como cancro, doencas cardiovasculares,
degeneracdo macular e cataratas (Silva et al., 2014; Rodrigues et al., 2013; Souza et al.,
2012; Dutta et al., 2005).

Os carotenoides tém sido alvo do interesse da comunidade cientifica, incluindo
guimica, bioguimica, ciéncia e tecnologia de alimentos, medicina, farméacia e nutricdo.
Embora estes pigmentos estejam sempre associados a uma gama de cores entre o
amarelo e o vermelho, ndo se pode colocar de parte a hipétese da sua existéncia em
plantas de tonalidades diferentes. De facto, a sua presenca em plantas verdes é um dado
adquirido, sendo a cor dos carotenoides mascarada pelo pigmento dominante, a clorofila.
Durante a degradagé&o da clorofila potenciam-se as cores carateristicas dos carotenoides.
Este fendmeno pode ser observado durante a maturacdo dos frutos e na alteragdo das
tonalidades das folhas das &rvores no outono. Nos alimentos, para além da sua funcao
como pigmentos naturais e precursores da vitamina A podem ser extraidos de matrizes
vegetais e reutilizados como aditivos alimentares (Parlamento Europeu e Diretiva do
Conselho, 1994).

De entre os carotenoides, ja foram identificados cerca de 700, dos quais 40 se
incluem nos alimentos habitualmente consumidos pelo homem (Kotake-Nara e Nagao,
2011; Auldridge et al., 2006) e apenas 6 carotenoides foram encontrados nos tecidos
humanos, sugerindo que existe uma seletividade na sua absorcéo intestinal (Kotake-Nara
e Nagao, 2011).
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Os carotenoides sdo compostos tetraterpenoides com 40 carbonos, unidos por
unidades opostas no centro da molécula (Fraser e Bramley, 2004). As reacdes quimicas
de ciclizacao, hidrogenacéo, desidrogenacao, migracao de duplas ligacdes, encurtamento
ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizacao, introducao de fungbes com oxigénio
ou a combinagcdo destes processos resultam na diversidade estrutural dos diferentes
carotenoides (Tanaka et al., 2008). No entanto, todas as estruturas sdo baseadas em 7
diferentes grupos terminais, dos quais somente 4 (B, €, K € Y) sado encontrados em

carotenoides de plantas superiores (Fraser e Bramley, 2004).

Os carotenoides diferenciam-se das antocianinas e das betalainas, nao s6 pela sua
estrutura quimica mas também pelo papel que desempenham na vida da planta. Séo
exemplo a funcédo fotoprotetora durante a fotossintese (Niyogi, 2000) e o fornecimento de
substratos para a biossintese do acido abscisico, hormona reguladora de varios aspetos
ligados com a fisiologia da planta, como 0 seu crescimento e desenvolvimento (Auldridge
et al., 2006).

De entre os diversos carotenoides, alguns contém apenas carbono e hidrogénio e sédo
designados carotenos; 0s que apresentam grupos substituintes com oxigénio, como
hidroxilos, grupos ceto e epoxi (carotenoides oxidados), sdo as xantofilas (Kotake-Nara e

Nagao, 2011), como se pode observar na Figura 9.
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Figura 9: Estruturas quimicas do p-caroteno e da xantofila.

Ha evidéncias epidemiolégicas que sugerem gue a ingestdo de carotenoides pode
inibir certos tipos de cancro e doencas degenerativas resultantes do stresse oxidativo
(Fiedor e Burda, 2014; Galano et al., 2010; Dutta et al., 2005; Edge et al., 1997). A
capacidade quelante dos carotenoides e, consequentemente, a sua atividade
antioxidante é j4 conhecida, no entanto, os carotenoides também exercem beneficios no
sistema imune e na comunicacgdo intracelular. Além disso, ha indicios de que os

carotenoides em associagcdo com outros compostos presentes nas plantas apresentam
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efeito protetor contra algumas doencgas crénicas. Por exemplo, foi observado um efeito
sinérgico entre o B-caroteno e as vitaminas C e E (antioxidantes naturais) na protecdo
celular, provavelmente decorrente da capacidade do (-caroteno destruir radicais livres e
reparar os radicais de tocoferol produzidos pela agdo do a- tocoferol (Delgado-Vargas et
al., 2000).

N&o estdo descritos carotenoides na P. americana L., no entanto, carotenoides como
a zeaxantina, violaxantina e luteina sao, invariavelmente, encontrados em folhas e hastes
das plantas em geral. Em contraste, os carotenoides em tecidos ndo-verdes mostram
composicdes distintas que dependem das espécies vegetais (Tanaka et al., 2008).

Por exemplo, a Bixa orellana é a Unica planta que acumula bixina (também conhecida
como anato, e usada em alimentos e cosméticos como um aditivo de cor vermelha) nas
suas sementes (Bouvier et al., 2003). Assim torna-se importante estudar os carotenoides
das bagas de P. americana L. para caracterizar exaustivamente este fruto e promover a

sua utilizagéo.

1.4. Interesse farmacologico

Durante o decurso desta revisdo bibliografica foram referidas diferentes atividades
biolégicas associadas a P. americana L. Independentemente dos diferentes érgaos
estudados, e de uma maneira geral, as propriedades bioldgicas atribuidas advém de

diferentes grupos de compostos bioativos presentes em todas as partes da planta.

Muitos estudos realizados até a data mencionam beneficios no tratamento de tumores
(Das et al., 2014; Maness et al., 2014; Patra et al., 2014; Ding et al., 2012), atividade anti-
inflamatéria (Patra et al., 2014; Ding et al., 2012; Ravikiran et al., 2011; Nabavi et al.,
2009),utilidade em tratamentos dermatolégicos, nomeadamente em doencgas cutaneas,
incluindo acne e erupcdes escamosas (Ravikiran et al., 2011), regeneracdo dos tecidos
Osseos e dos tecidos moles e tratamento de dores de garganta e amigdalites (Ravikiran
et al., 2011). A atividade antimicrobiana também foi descrita na raiz, folhas e bagas da
Phytolacca americana L. (Patra et al., 2014; Boo et al., 2012; Ding et al., 2012; Nabavi et
al., 2009).

A atividade antioxidante € uma das propriedades biolégicas mais estudadas no reino
vegetal. Devido a sua importancia no metabolismo humano, ja foram realizados estudos
em plantas inteiras ou em orgaos especificos. Os beneficios do uso de plantas com agéo
antioxidante ja& sdo do conhecimento geral e sabe-se que auxiliam na eliminacdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO), e espécies ndo radicalares do oxigénio, sendo as
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mais relevantes os radicais superéxido (O>™), hidroxilo (OH®), peroxilo (ROQO®), alcoxilo
(RO"), perdxido de hidrogénio (H20>), &cido hipocloroso (HOCI) e o oxigénio singleto (*O2)
(Kunwar e Priyadarsini, 2011; Lobo et al., 2010; Valko et al., 2007).

A descoberta de compostos antioxidantes eficazes na eliminacdo de radicais livres,
naturais, isentos de toxicidade e com boa biodisponibilidade para atravessar os tecidos e

a barreira hemato-encefalica € uma mais vaila.

Zheleva-Dimitrova (2013) estudou a atividade antioxidante das folhas e bagas de P.
americana L. através de diversos métodos Ja Nabavi et al. (2009), também avaliaram o

poder antioxidante destas bagas, verificando um elevado potencial.

Mais estudos deverdo ser levados a cabo, recorrendo a diferentes metodologias

analiticas para avaliar a atividade antioxidante desta planta.

1.5. Toxicidade

Vérios estudos mencionam a P. americana L. como um espécie toxica (Park et al.,
2014; Nabavi et al.,, 2009; Wang et al., 2008; Ogzewalla et al.,, 1963), devido a
perturbacBes gastrointestinais, como nauseas, vomitos e diarreia apds 0 seu consumo.
Segundo Ogzewalla et al. (1963), a administracdo de doses elevadas podem inclusive
promover estados de sonoléncia, vertigens, perda de visdo, prostracdo e, por vezes,
convulsdes, seguidas de morte por paralisia respiratoria. Park et al. (2014) salientaram
gue a ingestdo das bagas de P. americana L. promove distlrbios gastrointestinais,
acompanhados por pulso e respiracdo enfraquecida, observados em bovinos e aves. Ja
Barnett, em 1975, mencionou que muitas aves consomem bagas de P. americana L. e
nao manifestaram os efeitos toxicos supracitados. As bagas, concretamente o sumo das
bagas é usado como aditivo alimentar, por exemplo como corante alimentar vermelho
natural (E162) (Esatbeyoglu et al., 2015) e como adulterante do vinho tinto na industria
vinicola, o que permite subentender que nao existe toxicidade nas bagas. Segundo

Ogzewalla et al. (1963) a toxicidade da baga é devida as sementes e nao a polpa.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Esta dissertacdo teve o intuito de valorizar as bagas da espécie Phytolacca
americana L., planta herbacea invasora, cuja aplicacdo nas industrias alimentar e
farmacéutica ainda é escassa. O objetivo primordial foi determinar o teor em compostos
bioativos e a atividade antioxidante das bagas, como estudo piloto. Pretende-se a sua
futura  utilizacdo nas industrias  alimentar (aplicacdo em  suplementos
alimentares/alimentos funcionais) e farmacéutica (por ex. suplementos, cosmética, entre
outros), respondendo as questdes emergentes de sustentabilidade ambiental, social e

econémica.

2.2. Objetivos especificos

Foi desenvolvido um conjunto de tarefas laboratoriais, articuladas entre si, procurando

respostas sequenciais e cumulativas para os seguintes objetivos especificos:

- Obtencdo de extratos hidroalcodlicos, a partir de um processo de extracdo

sélido/liquido.
- Quantificacdo do teor de fendlicos totais, flavonoides, saponinas e carotenoides.

- Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos obtidos, recorrendo a duas

metodologias diferentes e complementares (DPPH™ e FRAP).

- Avaliacdo da percentagem de inibicdo de hemdlise em eritrécitos humanos recorrendo

ao método de adicao do oxidante AAPH.
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3. Material e Métodos
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A realizagdo do trabalho laboratorial decorreu no Departamento de Ciéncias Quimicas
e no Departamento de Ciéncias Bioldgicas (Servico de Bioquimica), da Faculdade de
Farmécia da Universidade do Porto.

3.1. Reagentes

AAPH (2,2'- azo-bis(2-amidinopropano)) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Acetato de sodio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

Acetona (Merck, Hohenbrum, Germany)

Acido gélhico - padrdo (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

Acido Sulfarico (Merck, Darmstadt, Germany)

Carbonato de sodio (Merck, Darmstadt, Germany)

Catequina - padréo (SIGMA Aldrich, Inc., St. Louis, U.S.A.)

Cloreto de aluminio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

Cloreto férrico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Etanol absoluto (Fisher Chemical, Loughborough, U.K.)

Hidréxido de sédio (Merck, Darmstadt, Germany)

Nitrito de sédio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

n-Hexano (Merck, Darmstadt, Germany)

Reagente de Folin-Ciocalteau (Merck, Darmstadt, Germany)

Saponina - padrdo (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A))

Sulfato ferroso (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

Vanilina (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)

3.2. Equipamentos

Céamara de Azoto (Stuart - SBHCONC/1, Biocote, U.K.)
Centrifuga (Heraeus Sepatech - Megafuge 1.0, Germany)
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Espetrofotometro (SHIMADZU, UV-1800, Japan)

Incubadora (Binder, Germany)

Leitor microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, U.S.A.)

Liofilizador (Telstar — Cryodos, Spain)

Microscopio (Nikon DS — Eclipse ClI, Japan)

Moinho (GM 200, RETSCH, Haan, Germany)

Placa de agitacdo (VARIOMAG, TELEMODUL 40 CT, H+P Labortechnik, Germany)

Vortex (VWR INTERNATIONAL, Darmstadt, Germany)

3.3. Amostras

A amostra estudada neste trabalho corresponde as bagas maduras da espécie
Phytolacca americana L. (Figura 10). Os frutos foram colhidos no litoral norte de Portugal,
concelho de Amarante, freguesia de S. Simao de Gouveia, Lugar de Friande (41° 13" 1”
N, 8° 4 117 O) em agosto de 2014. Durante a sele¢cdo e preparacdo da amostra
mantiveram-se controlados diversos fatores, tais como regido de colheita, estado de

maturacao do fruto e exposicdo a radiacdo solar.

Figura 10: Morfologia da baga da P. americana L. no momento da colheita.

Apbés rececdo das bagas, as mesmas foram congeladas a - 80 °C, liofilizadas e,
posteriormente, trituradas para garantir maior homogeneizagdo da amostra. A amostra
pulverizada foi conservada em frascos hermeticamente selados e mantida ao abrigo da

luz, antes de ser utilizada para as determina¢des analiticas.
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3.4. Preparacao dos extratos

Num estudo preliminar, procedeu-se a avaliacdo da melhor relagdo entre a massa do
fruto (g) e a quantidade de solvente (mL) para garantir a maior recuperacdo dos
compostos. Foram estudadas as relagbes 1:50 e 1:100 (m/v), tendo-se verificado que a
melhor proporcdo para garantir maior extracdo dos compostos bioativos era de 1:100
(m/v). Posteriormente foram cumpridas as condi¢cdes de extracdo descritas por Costa et
al. (2014).

Aproximadamente 0,5 g de amostra foi dissolvida em 50 mL de uma mistura
hidroalcodlica (50/50, v/v), sendo a extracdo efetuada em placa de aquecimento (40 °C)
com agitacdo constante (600 rpm) durante 1 hora. Os extratos foram filtrados por

gravimetria e congelados a -25 °C para posterior andlise.

3.5. Determinacao dos compostos bioativos

3.5.1. Determinacé&o de teor de saponinas

O teor de saponinas seguiu o procedimento experimental descrito por Helaly et al.
(2001), com ligeiras modificagBes. Ao extrato hidroalcodlico (descrito no ponto 3.4.) foram
adicionados uma mistura de 0,5 mL de vanilina (8%) em etanol e 5,0 mL de acido
sulfurico (72%), mantidas em banho de gelo. Apés homogeneizacdo da mistura, a mesma
foi colocada num banho termostatizado, a 60 °C durante 20 minutos. Posteriormente, a
solucdo foi arrefecida no mesmo banho de gelo e, seguidamente, efetuaram-se as
leituras espetrofotométricas a 544 nm. Para proceder ao célculo do teor de saponinas,
construiu-se uma curva de calibracdo (Figura 11), recorrendo a um padrao de saponina
com concentragdo inicial de 200 mg/L e os resultados expressos em mg equivalentes
saponina (ES)/ g de amostra.
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Figura 11: Curva de calibracédo do padrdo de saponina.

3.5.2. Fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos hidroalcodlicos foi efetuada
por um método espetrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (RFC),
segundo metodologia previamente descrita por Alves et al. (2010). A 500 yL de extrato
adicionaram-se 2,5 mL de RFC diluido em agua desionizada (1:10) e 2,0 mL de
carbonato de sdodio para alcalinizar a solucdo. A solucédo final foi colocada em banho-
maria a 45 °C durante 15 minutos ao abrigo da luz e, posteriormente, mantida a
temperatura ambiente durante 30 minutos. As leituras foram efetuadas a 765 nm e os
resultados finais foram calculados a partir de uma curva de calibracdo usando o acido
galhico como padrdao (Figura 12). Os ensaios foram efetuados em triplicado e os

resultados expressos em mg equivalentes acido galhico (EAG)/ g de amostra.
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Figura 12: Curva de calibracéo do acido galhico.
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3.5.3. Flavonoides

O método usado para a determinagéo dos flavonoides seguiu a metodologia previamente
descrita por Lin e Tang (2007) com ligeiras modificacdes. A absorvéncia foi determinada
a 510 nm, correspondendo ao maximo de absor¢cdo do complexo AICIs-flavonoide
formado. A catequina foi o padrdo utilizado para construir a curva de calibracdo e
guantificacdo nos extratos estudados (Figura 13). Num tubo de ensaio colocou-se 1,0 mL
de extrato, 4,0 mL de agua desionizada e 300 pL de nitrito de sddio (5%). Ap6s 5
minutos, adicionaram-se 300 pL de AIClza 10% e, apdés 1 minuto, adicionaram-se 2,0 mL
de solucéo de hidréxido de sodio (1 mol/ L) e 2,4 mL de agua desionizada. Os ensaios
foram efetuados em triplicado e os resultados expressos em mg equivalentes catequina

(EC)/ g de amostra.

0,14
0,12

0,08
0,06 -

AbS (510 nm)

0,04 ¢

0,02 y =0,0002x + 0,0427

R2=0,9991

0 T T T T 1
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Concentragdo de catequina (mg/ L)

Figura 13: Curva de calibracdo da catequina.

3.5.4. Determinacao de carotenoides

Os carotenoides foram quantificados por colorimetria, utilizando-se um
espetrofotometro de UV da marca Shimadzu, segundo procedimento publicado por Vinha
et al. (2014). Aproximadamente 0,5 g de amostra foram submetidas a um processo de
extracdo com uma mistura apolar de acetona-n-hexano (4:6, v/v). Apos centrifugacdo (30
minutos a 3500 rpm) recolheu-se o sobrenadante para efetuar as leituras das
absorvéncias a diferentes comprimentos de onda, de forma a quantificar os teores de

clorofila a, clorofila b, licopeno e B-caroteno, segundo as equacgodes:
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= Clorofila a (mg/ g) = 0,999A663 — 0,0989A645

= Clorofila b (mg/ g) = —0,328A¢s3 + 1,77Asss5

» Licopeno (mg/ g) = — 0,0458A¢63 + 0,204A645 + 0,372As05 — 0,0806A453
= [B-caroteno (mg/ g) = 0,216Aeez — 1,22A645 — 0,304As505 + 0,452A453

3.6. Atividade antioxidante in vitro

O estudo da atividade antioxidante reflete a acdo cumulativa de todas os compostos
antioxidantes presentes num extrato ou amostra biolégica proporcionando, desta forma,

uma analise de parametros integrados.

O numero de métodos para avaliar a atividade antioxidante de um composto ou de
uma matriz € muito variavel, estando descritos diferentes métodos analiticos baseados
em diferentes mecanismos de acéo e associados as diferentes estruturas quimicas dos
compostos com potencial acdo antioxidante. Assim, torna-se imperativo que hum estudo
deste tipo sejam realizados diferentes métodos analiticos para a avaliagdo da atividade

antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro consideraram-se 2 métodos, segundo
as metodologias descritas por Brand-Williams et al. (1995) e Benzie e Strain (1996),
respetivamente:

- Determinacdo da capacidade de neutralizacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPHY;

- Avaliacdo do poder antioxidante por reducéo do ido férrico (método FRAP).

3.6.1. Método DPPH

A determinacao da atividade antioxidante pode ser realizada pelo método de reducgao
do radical estavel DPPH"* (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Este € um método colorimétrico,
onde o radical livie DPPH"* é estabilizado por substancias com propriedades antioxidantes
(Pyrzynska e Pekal, 2013). O ensaio consiste essencialmente numa reacéo de oxidacao-
reducdo, onde o DPPH* (coloragéo violeta) é reduzido por uma espécie antioxidante,
ocorrendo uma mudanga da cor violeta para amarelo péalido (Figura 14). Desta forma,
determina-se a capacidade de uma substancia/ extrato captar o radical, sendo o que
conduz a um decréscimo da absorvéncia a 515 nm. E esta mudanca de coloragéo que

permite acompanhar visualmente a rea¢do quimica.

O procedimento experimental consistiu em pipetar 20 pL de amostra e 180 pL de
solugdo de DPPH*® (0,06 mM) e, posteriormente homogeneizar a solugéo. As leituras
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efetuaram-se igualmente em intervalos de 2 em 2 minutos durante 40 minutos, numa
microplaca de 96 pocos (Figura 14). A atividade antioxidante foi expressa em

percentagem de inibicdo do radical DPPH®, segundo a seguinte equacao:

e Abs branco — Abs final
% Inibicdo = Abs branco x 100

em que Abs branco é a absorvéncia da solu¢cdo de DPPH no primeiro tempo de leitura e

Abs final do extrato apds obtencdo de absorvéncias constantes.

;' 'J.. Irj:;)‘. : . ¢

Figura 14: Microplaca usada no método DPPH.

3.6.2. Método FRAP

Este método consiste na reducdo de complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g] a

Fe(ll), forma ferrosa, pela presenca do composto antioxidante na solugéo.

Este método mede a capacidade dos antioxidantes reduzirem o complexo TPTZ
(2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe®*, dando origem a um complexo azul-escuro
[Fe(IN(TPTZ),J%". A sua determinacéo é feita por espetrofotometria a um comprimento de

onda de 595 nm.

Assim, determinou-se o poder antioxidante por reducdo do ido férrico, segundo
metodologia previamente descrita (Benzie e Strain, 1996), utilizando-se uma curva de

calibracéo de sulfato ferroso (uM) (Figura 15).

32



Abs (595 nm)
o
(6}

y =0,0004x + 0,071
R?=0,9989

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo de Sulfato Ferroso (uM)

Figura 15: Curva de calibracdo na determinacdo do poder antioxidante pelo método

FRAP.

Num tubo de ensaio, colocaram-se 90 pL de extrato, 270 uL de agua destilada e 2,7 mL
de reagente FRAP (750 mL de tamp&o acetato 0,3 M, 75 mL solucdo TPTZ 10 mM e
75mL FeCl; 20 mM). Homogeneizou-se e colocou-se em banho-maria a 37°C. Ap6s 30
minutos, as leituras foram efetuadas espetrofotometricamente (A = 595 nm) em leitor de

microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT GENS5, USA).

3.6.3. Atividade hemolitica
3.6.3.1. Preparacao da suspensdo de eritrécitos

O sangue venoso foi colhido em EDTA (anticoagulante) de trés dadores voluntarios e
saudaveis. Para obter os eritrocitos, procedeu-se a uma centrifugacdo do sangue total
(10 mL) a 1500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O plasma e a camada leucocitaria foram
removidos e os eritrocitos foram lavados trés vezes com solug¢éo tampéo de fosfato (PBS:
13,5 mM NaH:P0O.4.2H,0; 61,5 mM Na,HPO4; 77 Mm NacCl; pH 7,4) nas condi¢fes acima
referidas. Apds a Ultima lavagem perfez-se o volume com PBS de forma a obter uma

suspensao eritrocitaria com hematrécito de 2,6 %.
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3.6.3.2. Incubagao com AAPH

Ja foram referidas anteriormente, varias substancias antioxidantes capazes de
desencadear o stresse oxidativo em eritrécitos, tais como, o peroxido de hidrogénio
(Shabbir et al., 2013; Gulcin et al., 2003; Oktay et al., 2003) e o terc-butilhidroperéxido
(Kim et al., 2015; Geetha et al., 2009). No entanto, a substancia mais amplamente
utilizada é o 2,2’—azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) (Guedes et al., 2013; Pieroni et al.,
2011; Fernandes et al., 2010; Peyrat-Maillard et al., 2003).

Para avaliar o efeito protetor da baga da espécie P. americana L. foram estudadas
varias concentracdes do extrato hidroalcodlico (2,6; 1,3; 0,65; 0,32; 0,163; 0,081 e 0,041
mg/ mL), onde a suspensdo de eritrécitos foi incubada com o oxidante AAPH na

concentracao final de 600 mM.

Aos tubos de hemdlise adicionaram-se 500 pL da suspenséao de eritrocitos a 2,6 % e
85 uL do extrato de baga de P. americana L. Incubou-se a 37 °C durante 15 minutos com
ligeira agitagdo. Apos este periodo de incubagdo, adicionaram-se 65 uL da solucdo de

AAPH, indutora de stresse oxidativo, de acordo com a Tabela 1.

Os tubos de hemdlise foram incubados durante 4 horas, a 37 °C, com agitacdo suave

e ao abrigo da luz.

Tabela 1. Procedimento experimental para avaliacdo da percentagem de inibicdo da hemdlise.

Tubos Suspensao de AAPH Amostra PBS
Eritrocitos (600mM)

Controlo (+) 500 65 - 85
Controlo (-) 500 - - 150
2,6 mg/ mL 500 65 65 20
1,3 mg/ mL 500 65 65 20
0,65 mg/ mL 500 65 65 20
0,325 mg/ mL 500 65 65 20
0,163 mg/ mL 500 65 65 20
0,081 mg/ mL 500 65 65 20
0,041 mg/ mL 500 65 65 20

34


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22M.+N.+Peyrat-Maillard%22

3.6.3.3. Avaliacdo da percentagem de inibicdo de hemolise

No final da incubacgéo retirou-se de cada tubo uma aliquota de 50 pL para um
eppendorf contendo 950 pL de &gua destilada e outra aliquota de 50 pyL para um
eppendorf contendo 950 pL de PBS. Os eppendorfs foram centrifugados durante 8
minutos a 4000 rpm. De seguida, retiraram-se 200 pL do sobrenadante de cada
eppendorf para uma microplaca de 96 pocos, de modo a proceder-se a leitura das

absorvéncias a 540 nm.

A percentagem de inibicdo de hemdlise foi calculada a partir da razdo entre as duas

leituras, segundo equacéo a abaixo:

Absl(teste)

100
Abs (hemolise total) x

8: Hemolise =

3.6.3.4. Anélise morfologica dos eritrocitos

O efeito das diferentes concentracbes de extrato de bagas de P. americana L., ha
morfologia dos eritrdcitos foi avaliado por microscopia 6tica. Retiraram-se aliquotas de 20
pUL de suspensdo de eritrécitos de tubos usados no teste da avaliacdo de inibicdo de
hemolise ap6s 4h de incubagdo a 37°C. Este volume foi colocado diretamente numa
lamina, coberto com uma lamela e observou-se ao microscépio 6tico com objetiva de 40x

(Nikon Eclipse ClI, Nikon Corporation, Japao).

3.7. Tratamento estatistico

O tratamento estatistico foi efetuado com recurso ao software estatistico SPSS
versdo 22. A comparagdo de médias foi efetuado pelo teste de Mann-Whitney U. O teste
de correlagdo de Spearman foi usado para avaliar a correlacdo entre variaveis. Foi

considerado estatisticamente significativo um valor de p<0,05.
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4. Resultados e Discussao
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O interesse em estudar a P. americana L. prende-se com o facto de se tratar de uma
espécie adaptada a ambientes humanos e perturbados, como bermas de caminhos e
terrenos baldios, comportando-se como invasora. Essa caracteristica aumenta o
interesse no seu estudo, uma vez que 0s encargos agricolas sao inexistentes e a sua
distribuicdo pelo territério nacional € elevada. Para além das propriedades biolégicas
associadas a baga desta planta, ja referidas anteriormente, a caracterizagédo quimica e a
avaliacdo do seu potencial antioxidante ainda ndo foram estudados na P. americana L.
crescida em Portugal. Admitindo-se que as condicbes edafo-climaticas interferem
significativamente no metabolismo secundario das plantas, esta planta pode ser
vantajosa como recurso natural e sustentavel para futuras aplicacbes na area alimentar,

farmacéutica e cosmética.

Assim, neste capitulo serdo apresentados e discutidos os teores de compostos
bioativos e a avaliacdo da atividade antioxidante das bagas de P. americana L. colhida

numa determinada regido de Portugal.

4.1. Solvente extrator

Durante a pesquisa bibliografica verificou-se a existéncia de inumeros estudos
associados as condicbes de extracdo dos compostos bioativos. Contudo, também se
verificou que a maior parte desses estudos valoriza apenas a quantidade de compostos
extraidos, baseados na natureza dos solventes. Entre alguns solventes descritos, 0
metanol é o mais utilizado, simples ou em diferentes concentracées aquosas, no entanto,
a sua toxicidade e valor econémico nunca foi considerado pelos autores. Por esse
motivo, neste estudo optou-se por usar uma mistura hidroalcodlica (50%:50%) nas
mesmas condi¢cdes de extracdo previamente validadas por Costa et al. (2014). Os
extratos foram preparados a partir de 0,5 g de amostra em 50 mL de uma solugéo

hidroalcodlica, durante 1 hora, a 40 °C, com agitacéo constante.

4.2. Analise dos compostos bioativos

Os compostos analisados nos extratos hidroalcodlicos das bagas foram os fendlicos
totais, flavonoides e saponinas, recorrendo a técnicas espetrofotométricas. Para a
determinacdo dos teores de carotenoides recorreu-se a uma técnica de extracdo
diferente, usando-se uma mistura de solventes apolares (acetona: n-hexano), sendo

posteriormente também quantificados por espetrofotometria.
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Os resultados obtidos referentes a quantificacdo dos fendlicos totais, flavonoides e
saponinas encontram-se descritos na Tabela 2 e para melhor visualizaco e interpretacéo
dos resultados, os mesmos estao graficamente representados na Figura 16.

Tabela 2. Teores totais dos compostos bioativos da baga de P. americana L...

Fendlicos totais’ Flavonoides” Saponinas’
(mg EAG/ g) (mg EC/ g) (mg S/ g)
Extrato da baga 91,0+0,44 52,1+7,04 634,5+ 39,71

*Valores expressos em média + desvio padrao, para n=3.
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Figura 16: Representacgéo gréafica dos teores de compostos bioativos estudados na baga

de P. americana L.

Pelos resultados (Tabela 2 e Figura 16) verifica-se que os teores de saponinas sao
significativamente superiores aos teores de flavonoides e de fendlicos totais encontrados
no extrato do fruto, respetivamente. Esta ordem de concentragfes estd em concordancia
com outros estudos realizados na mesma planta. De facto muitos estudos realgam o teor
de saponinas nesta espécie vegetal, ndo atribuindo tanto énfase aos fendlicos totais e
flavonoides (Ding et al., 2013; Getiya et al., 2011; He et al., 2011; Galarraga et al., 2010;

Wang et al., 2008). O teor de fendlicos totais na amostra apresentou um valor
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ligeiramente inferior aos descritos por outros autores. Zheleva-Dimitrova (2013) e Nabavi
et al. (2009) obtiveram concentragdes de 174,76 mg (EAG)/ g e de 102,11 mg (EAG)/ g,
respetivamente em extratos metandélicos da baga. Esta diferencga, principalmente com o
valor descrito por Zheleva-Dimitrova (2013), podera estar associada as condi¢bes de
extracdo e condi¢des edafo-climaticas.

O metanol é o solvente mais utilizado para extrair compostos fendlicos em matrizes
vegetais, considerado por muitos autores como 0 solvente com maior capacidade
extratora (Moran-Palacio et al., 2014; Barros et al., 2011; Ebrahimzadeh et al., 2010). No
entanto, face a sua toxicidade e custo elevado, ndo se adequa 0 seu uso em matérias
gue possam ser ediveis. O tempo de extracdo também pode interferir no rendimento dos
teores de compostos obtidos. Por exemplo, Ebrahimzadeh et al. (2010) utilizou 3 dias (25
°C) para a recuperacao dos compostos fendlicos, enquanto no trabalho que se apresenta

0 tempo de contacto entre o solvente e a matriz foi de 1 h (40 °C).

As condi¢bes edafo-climéaticas também exercem uma grande influéncia no teor de
compostos bioativos. Temperaturas elevadas, baixa pluviosidade e condi¢cbes do solo
podem potenciar o stresse hidrico na planta, favorecendo a sintese de metabolitos
secundarios. As bagas estudadas por Ebrahimzadeh et al. (2010) e por Nabavi et al.
(2009) foram colhidas no Irdo, mais concretamente na floresta de Mazandaran onde as
temperaturas sao idénticas as do norte de Portugal. No entanto, as bagas estudadas por
Zheleva-Dimitrova (2013) foram colhidas na Bulgaria que embora tenham temperaturas
médias idénticas a Portugal, as variacbes climaticas sdo mais drasticas, podendo

interferir na sintese metabdlica secundaria da planta.

Os flavonoides tal como a maioria dos compostos fendlicos exibem diferentes funcbes
biolégicas, incluindo ag¢bes antialérgicas, antivirais, anti-inflamatérias e vasodilatadoras
(Tanaka e Takahashi, 2013; Magrone e Jirillo, 2012; Visioli et al., 2011; Manach et al.,
2004; Middletonet et al., 2000). O numero de grupos hidroxilo, a natureza dos grupos
substituintes e as suas posi¢des especificas na estrutura dos anéis influenciam a fungao
dos flavonoides como moduladores da atividade enzimética ou como antioxidantes in
vitro e in vivo. Devido a elevada diversidade de estruturas que este grupo de compostos
tem e as muitas propriedades bioldgicas a eles associadas, a determinacdo dos

flavonoides numa matriz natural revela-se importante.

Os teores de flavonoides encontrados nos extratos hidroalcodlicos estudados foram
superiores aos descritos por Zheleva-Dimitrova (2013) (24,7 mg EC/ g) e por Nabavi et al.
(2009) (15,9 mg EC /g). Todos obtiveram teores de flavonoides inferiores aos teores de

fendlicos totais, resultados que estdo concordantes com o0s obtidos neste trabalho.
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Existem poucos estudos realizados nas bagas de P. americana L., sendo
preferencialmente estudadas as folhas e raizes da mesma, o que restringe possiveis

comparacdes entre os teores de fitoquimicos estudados.

Outra possivel justificacdo para a diferenca dos teores de flavonoides prende-se com
a polaridade do solvente extrator. Zheleva-Dimitrova (2013) e Nabavi et al. (2009)
guantificaram o teor de flavonoides a partir de extratos metandlicos, enquanto neste
trabalho, usou-se uma mistura hidroalcodlica (50:50). O metanol, embora mais polar do
gue o etanol, apresenta menos polaridade do que a agua. Por outro lado, quanto maior a
cadeia carbonada de um composto menor a solubilidade em solventes polares. Como
neste estudo se utilizou uma mistura hidroalcodlica, o solvente além de ter adquirido
maior polaridade, favoreceu assim as ligacBes intramoleculares e de hidrogénio e,

consequentemente promoveu 0 aumento da extragéo destes compostos na amostra.

Numa perspetiva futura, sugere-se que sejam realizados mais ensaios para identificar
e quantificar o teor de flavonoides, recorrendo a técnicas mais rigorosas, como por

exemplo, HPLC.

As saponinas sdo o grupo de compostos bioativos mais descritos na bibliografia,
presentes nas bagas e raizes da P. americana L.. Contudo ndo foram encontradas
publicacBes com quantificacdo de saponinas por espetrofotometria. Os resultados obtidos
evidenciam que a sua concentracao € significativamente superior aos teores dos outros

compostos estudados (Tabela 2 e Figura 16).

A importancia desta classe de metabolitos secundarios € responsavel do seu uso a
nivel industrial, apresentando uma ampla utilizacdo nas éareas alimentares, téxtil e
cosmética, além das suas propriedades bioldgicas ja previamente referidas, incluindo
acdo antiplaguetaria, hipocolesterolémica antitumoral, antivirica, imunoadjuvante, anti-

inflamatdria, antibacteriana, antifingica e leishmanicida (Yendo et al., 2010).

Mediante os teores encontrados nas bagas de P. americana L. nacional e pelas
propriedades bioldgicas supracitadas, considera-se que as saponinas e,
conseguentemente, estas bagas possam ser promissoras para o desenvolvimento de

novos farmacos e/ou nutracéuticos naturais.

O teor de carotenoides também foi estudado. Embora ndo sejam os pigmentos
naturais predominantes nas bagas de P. americana L., mas sim as betalainas, podem
estar relacionados com o processo de desenvolvimento e maturagdo das mesmas, uma
vez que s&d0 0s Unicos pigmentos que participam diretamente no processo de

fotossintese da planta (Auldridge et al., 2006).
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Foram quantificados os teores de clorofila a, clorofila b e os dois carotenos
predominantes no reino vegetal (B-caroteno e licopeno) e os resultados estdo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Teores de clorofilas e carotenos da baga de P. americana L..

Carotenoides (mg/ g)

Clorofilaa Clorofilab B - Caroteno Licopeno
12,9+ 0,13 6,4+0,01 2,4+0,08 2,2+0,02

*Valores expressos em média + desvio padréo, para n=3.

Relativamente ao teor de carotenoides totais, verificou-se existir uma predominancia
de clorofila a, aproximadamente o dobro do teor de clorofila b. Segundo Streit et al.
(2005) as clorofilas a e b encontram-se na natureza numa propor¢cdo de 3:1,
respetivamente, e diferem nos substituintes de carbono C-3. Os teores de carotenos, B-
caroteno e licopeno, foram muito similares e bastante inferiores aos obtidos nas clorofilas
(a e b). Cré-se que este estudo tenha sido pioneiro, face a inexisténcia de artigos

cientificos que descrevam os teores de carotenoides nas bagas de P. americana L..

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas e
ocorrem nos cloroplastos das folhas e noutros tecidos vegetais, incluindo os frutos. A sua
auséncia é total nas raizes da planta. Alguns estudos realizados em diferentes espécies
de plantas caracterizam os pigmentos clorofilicos como predominantes, mas face a sua
instabilidade, sofrem hidrélise durante o amadurecimento e maturagdo dos frutos. As
diferencas aparentes na cor de um vegetal sdo devidas a presenca e distribui¢cdo variavel

de outros pigmentos associados (carotenos, xantofilas, antocianinas e betalainas).

Embora j& se tenha referido que a coloragédo das bagas de P. americana L. é devida
as betalainas, é importante estudar os pigmentos fotossintéticos presentes na mesma,
uma vez que a sua abundancia varia de acordo com a espécie vegetal e também devido

ao facto da clorofila a estar presente em todos 0s organismos que realizem fotossintese.
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Por outro lado, as clorofilas exercem efeitos benéficos para a saude, pelas suas
propriedades antimutagénicas e antigenotéxicas (Lila, 2004; Ferruzzi et al., 2002).

Os teores de carotenos encontrados nas bagas foram pouco representativos,
demonstrando, uma vez mais, que ndo sdo o0s pigmentos naturais predominantes nesta

espécie vegetal.

Pela analise global do perfil quantitativo dos diferentes bioativos estudados, reforca-
se a ideia da importancia de um estudo mais exaustivo e mais abrangente, isto &,
identificar e quantificar mais grupos de compostos bioativos, recorrer a outros solventes
para uniformizar a base de dados dos resultados obtidos e dos ja publicados noutros
estudos e estudar possiveis aplicacdes da baga ndo s6 numa perspetiva alimentar como

farmacéutica.

4.3. Analise da atividade antioxidante

E do conhecimento geral que os compostos bioativos ndo possuem a mesma
atividade antioxidante, pelo que um aumento da concentracdo de um determinado
composto nado significa um aumento proporcional da atividade antioxidante (Sanjust et al.,
2008). Quando se procede a uma avaliagdo de um extrato complexo, independentemente
da natureza do solvente extrator, € necessario considerarem-se 0s efeitos sinérgicos ou
antagonicos entre os diversos compostos presentes, 0 que torna ndo so, a atividade
antioxidante dependente da concentracdo de cada composto, mas também da interacéo
entre os diferentes compostos. Nao se deve excluir a possibilidade de existéncia de
outras moléculas presentes nas bagas de P. americana L. ainda nao identificadas que
possam afetar a atividade antioxidante, como por exemplo alcaloides, cumarinas,

guinonas, taninos, entre outros.

Assim, a atividade antioxidante de uma e qualquer matriz vegetal podera sugerir a
contribuigc&o relativa da soma dos seus constituintes com ac¢ao antioxidante. Mediante os
dados publicados até a data, os polifendis, os carotenoides e a vitamina C (Egea et al.,
2010) parecem ser os melhores indicadores dessas a¢fes. O desenvolvimento de novos
métodos analiticos para a determinacdo da atividade antioxidante ou quantificagdo de
antioxidantes especificos em matrizes complexas, como 0s extratos vegetais, pode ser
justificado pela relevancia comercial e farmacoldgica destes compostos, bem como pela

necessidade de metodologias mais simples e econdémicas (Palanisamy et al., 2011).
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4.3.1. Atividade captora dos radicais DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante nos diferentes métodos usados foi efetuada a
partir de diferentes concentra¢des de extrato (2,6; 1,3; 0,650; 0,325; 0,162; 0,081 e 0,041
mg/ mL) correspondendo aos fatores de diluicdo de 1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:74,
respetivamente.

A solugdo de DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) estd disponivel
comercialmente e apresenta uma cor violeta forte (Karadag et al., 2009). O radical DPPH*
na presenca de antioxidantes dadores de atomos de H, como é o caso dos fendis, ou
eletrdes, é reduzido formando um produto amarelo, com consequente diminuicdo da
absorvéncia. Quando existem compostos antioxidantes na solucéo, esta coloracdo perde
a sua intensidade ou desaparece. O DPPH* é convertido em hidrazina, de cor amarela
palida, resultando numa diminuicdo da absorvéncia entre 515 e 528 nm, até valores

constantes.

Como € possivel constatar, através da Figura 17, a atividade antioxidante é
diretamente proporcional a concentracdo de extrato de bagas de P. americana L., sendo
gque o extratos com maior atividade antioxidante (42,4 e 42,3%) foram os mais

concentrados, correspondentes a 2,6 mg/ mL e 1,3 mg/ mL, respetivamente.
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% Inibicéo do radical DPPH

2,6 1,3 0,65 0,325 0,162 0,081 0,041
Concentracédo do extrato das bagas de Phytolacca americana (mg/ mL)

Figura 17: Percentagem de inibicAo do radical DPPH®* em funcdo das diferentes

concentracdes dos extratos hidroalcodlicos das bagas de P. americana L.
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Devido aos valores obtidos serem inferiores a 50% da percentagem de inibicdo, ndo
foi possivel apresentar os resultados na forma de ICso, que corresponde a concentracao
do antioxidante necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH®, sendo que quanto
menor o ICsp, maior a atividade antioxidante da matriz estudada (Negri et al., 2009). Por
este motivo, torna-se impossivel fazer uma comparagdo direta com os valores ja
descritos noutros estudos. Existem poucos estudos sobre a atividade antioxidante da
baga de P. americana L. No entanto, para 0 mesmo método antioxidante, recorrendo a
extratos metanolicos, Zheleva-Dimitrova (2013) obteve um ICso de 412,06 pg/ mL no
extrato das bagas de P. americana L., substancialmente superior ao ensaio controlo
usando o antioxidante sintético BHT (64,76 ug/ mL). JA Nabavi et al. (2009) referiram um
ICs0 de 62,0 ug/ mL para a amostra contra um ICso de 53,96 pg/ mL obtido no antioxidante
sintético BHA. Embora os resultados descritos e os obtidos neste trabalho nao
demonstrem uma elevada atividade antioxidante, ndo significa que as bagas ndo a
possuam. Nao se deve omitir que 0 método DPPH®* apresenta bastantes interferéncias e,
muitas das vezes os resultados ndo sao reprodutiveis quando avaliados apenas por esta
metodologia, sendo sempre necessario recorrer a outras metodologias para avaliar a

atividade antioxidante.

4.3.2. Poder antioxidante por reducéao do ido férrico (FRAP)

Os métodos de inibicdo do DPPH* e FRAP, apresentam mecanismos diferentes de
acao responsaveis pela determinacédo da capacidade antioxidante (Huang et al., 2005) e
as interacbes entre 0s compostos presentes na matriz estudada podem condicionar os

resultados finais (Yuksel et al., 2010).

O método de FRAP baseia-se na redugéo, em meio acido, de um complexo férrico de
TPTZ (2,4,6- tripiridil-s-triazina) a um complexo ferroso de TPTZ com uma forte coloracao
azul escura. Quanto maior for a capacidade antioxidante da amostra, maior sera a
producdo do complexo ferroso de TPTZ, podendo ser monitorizado através da leitura da

absorvéncia a um comprimento de onda de 595 nm (Huang et al., 2005).

O poder antioxidante por reducgdo do ido férrico (FRAP) foi avaliado e os resultados

apresentam-se na Figura 18.
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Figura 18: Determinacao da atividade antioxidante pelo método FRAP (expresso em puM

de equivalentes sulfato ferroso).

Pela observacao da Figura 18 pode-se verificar que existe uma relagdo proporcional
entre a atividade antioxidante e as diferentes concentracbes de extrato, ou seja, a
atividade antioxidante decresce proporcionalmente com a diminuicdo de concentracdo de
extrato. Pode ser observado um declive muito pequeno na reta de calibracdo de sulfato
ferroso (Figura 15, Capitulo 3), levando a variacdes de sinal muito baixas para pequenas
diferencas de concentracdo. Por esse facto, para concentracdes muito baixas, cujas
absorvéncias séao inferiores a 0,2, ndo existe uma grande diferenca de sinal relativamente
a outras concentracdes préximas. No entanto, € aplicado um fator de diluicdo
consideravel, induzindo a valores de equivalentes de sulfato ferroso muito superiores aos
espectaveis e fora da linearidade. Uma vez mais, devido a limitagéo de publicacdes sobre
esta matriz, mais estudos devem ser efectuados, uma vez que até a data nenhum autor

realizou este procedimento analitico.

Pelo referido, ndo parece ser possivel comparar a capacidade antioxidante da baga
por este método. No entanto, sugere-se que, futuramente, sejam realizados mais estudos
sobre a atividade antioxidante, recorrendo a varios métodos, uma vez que, para cada
método usado, existem vantagens e desvantagens em recorrer a um s@, nomeadamente,
a simplicidade da metodologia, instrumentacdo necessaria, mecanismos, método de

guantificacdo, interferéncias e relevancia biologica (Niki, 2010).
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4.3.3. Avaliacao da atividade hemolitica induzida pelo AAPH

Os eritrdcitos constituem um sistema celular adequado para o estudo in vitro quer dos
efeitos de radicais livres e espécies oxidantes nas membranas biologicas, quer para
estudar o efeito protetor exercido pelos diferentes compostos bioativos nos mesmos, em
virtude da sua simplicidade estrutural, acessibilidade e vulnerabilidade dos constituintes
ao processo de oxidagcdo. As principais estruturas eritrocitarias afetadas pelas espécies
oxidantes sdo os constituintes membranares e a hemoglobina. Pretendeu-se assim
estudar o papel protetor dos extratos aquosos obtidos das bagas de P. americana L.
relativamente aos danos oxidativos induzidos por radicais livres em eritrocitos humanos.
O AAPH foi utilizado neste estudo como sistema gerador de radicais livres. Os danos
oxidativos foram avaliados pela percentagem de hemdlise. A taxa de hemdlise de
eritrécitos incubados depende do tempo de incubacdo, da presenca de agentes
promotores de stresse oxidativo e da presenca de agente antioxidantes.

Estudou-se o efeito de inibicdo da hemolise promovida pelo oxidante AAPH em diferentes
concentracdes de extratos de bagas de P. americana L., apés 4h de incubacao a 37°C.
As concentraces utilizadas foram 2,6; 1,3; 0,65; 0,325; 0,162; 0,081 e 0,041 mg/ mL, as
mesmas usadas nos outros métodos antioxidantes estudados. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 19, respetivamente.

Tabela 4. Inibicdo da hemdlise (%) induzida por AAPH.

Concentracdo do Extrato (mg/ mL) Reducao de Hemdlise (%)

2,6 68,5+ 13,4

1,3 82,6 £+12,8
0,650 94,2 +2,84
0,325 89,5 + 3,47
0,162 51,2 +25,7
0,081 32,8 +23,3
0,041 326+11,0

*Os valores sao apresentados como média + desvio padrdo (n=>5).
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Figura 19: Reducéo de hemdlise induzida por AAPH (%).

De forma a elucidar a importancia biolégica da atividade antioxidante da espécie P.
americana L., concretamente as bagas, foi usado neste estudo um modelo celular
baseado no eritr6cito humano. O dano oxidativo induzido pelo oxidante AAPH nos
eritrécitos humanos tem sido largamente estudado como modelo para o dano

peroxidativo nas membranas bioldgicas.

Ao fim do periodo de incubacéao verificou-se um efeito protetor do extrato em todas as
concentracdes estudadas, atingindo um valor maximo de inibicdo de hemdlise na
concentracao de extrato de 0,65 mg/ mL. Tanto para concentracdes mais baixas como
mais altas a referida percentagem de reducdo de hemdlise vai diminuindo, no entanto, de
uma maneira geral, poder-se-a dizer que todas as concentracdes estudadas conferiram

protecdo nas membranas eritrocitarias.

As bagas, juntamente com a raiz e folhas da P. americana L. contém saponinas, cuja
atividade hemolitica esta bem descrita. Este trabalho mostrou que a ingestdo de
saponinas em concentragfes relativamente baixas ndo apresenta efeitos nocivos ao
metabolismo. Isso justifica e vai ao encontro do que é referido por muitos autores sobre o
efeito antioxidante e pré-oxidante dos compostos antioxidantes. Alguns estudos provam
que estes compostos quando presentes em concentragdes elevadas podem comportar-
se como pré-oxidantes, tanto in vitro como in vivo, conduzindo a formacéo de peréxido de
hidrogénio, do radical hidroxilo e do anido superoxido (Forester e Lambert, 2011; Ling et
al., 2010; Shiva et al., 2007; Schwartz,1996).

Tanto quanto sabemos, este € o primeiro estudo a avaliar o potencial antioxidante na

espécie P. americana L. neste modelo celular. No entanto, mais estudos devem ser
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conduzidos para comprovar a atividade antioxidante da baga desta planta, bem como
avaliar o efeito sinérgico dos diferentes compostos bioativos na capacidade de sequestro
dos radicais livres.

4.3.4. Analise morfoldgica dos eritrocitos

Quando sujeitos a stresse oxidativo, os eritrocitos sofrem alteracdes morfolégicas,

gue se podem manifestar pela lise das células.

Analisou-se ao microscopio 6tico o efeito do stresse oxidativo iniciado por AAPH na
morfologia dos eritrécitos, bem como a influéncia dos extratos das bagas de P. americana
L.

A andlise morfologica dos eritrécitos revelou o efeito oxidante do AAPH, dada a
presenca de células fantasma (ghost cells) e uma menor quantidade de células no

controlo positivo, quando comparado com o controlo negativo.

O extrato de baga de P. americana L. teve um efeito protetor contra a lise dos
eritrocitos, nas concentracbes mais elevadas diminuindo com a diminuicdo da

concentracao de extrato (Figura 20).
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Figura 20: Visualizacdo microscopica da Inibicdo hemolitica das bagas de P. americana
L., nas varias concentracfes estudadas. Controlo negativo (A); Controlo positivo (B);
Concentragdes de baga de P. americana L. estudadas: 2,6 mg/ mL (C); 1,3 mg/ mL (D);
0,65 mg/ mL (E); 0,325mg/ mL (F); 0,163 mg/ mL (G); 0,081 mg/ mL (H); 0,041 mg/ mL
.

Outro facto a ser avaliado neste estudo foi a interferéncia das saponinas, 0 seu
comportamento anfifilico e a acdo sobre membranas celulares, o que pode alterar a
permeabilidade ou até mesmo levar a sua destruicdo (Schenkel et al., 2001).
Relacionadas com essa agdo sobre membranas, estdo as atividades hemoliticas,
ictiotoxica e moluscicida. No entanto, neste estudo verificou-se que as concentracoes de

saponinas nos extratos ndo provocaram hemolise.
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4.4. Correlagao entre as atividades antioxidantes

De modo a interligar os resultados obtidos efetuou-se uma correlagéo de atividades
antioxidantes estudadas.

4.4.1. Correlagéo entre a atividade antioxidante (DPPH) e a reducéao

da hemodlise

A Figura 21 apresenta os valores da correlacdo de Spearman (R?) para os dois
ensaios da atividade antioxidante, DPPH e reducdo da hemdlise, analisando a correlacédo
verificada.

100
R2 Linear = 0,760

80

Redugio da hemolise (%)

15

Atividade antioxidante (% DPPH)

Figura 21: Correlagéo entre a reducdo da hemolise e a atividade antioxidante (método
DPPH).

Verificou-se existir uma correlacdo significativa (R? = 0,760; p < 0,05). Assim pode
referir-se uma correlagéo entre os teores de fitoquimicos das bagas de P. americana L. e,
consequentemente, uma relagdo positiva entre a atividade antioxidante e a protecdo das

membranas eritrocitarias.
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4.4.2. Correlagcédo entre atividade antioxidante (FRAP) e a reducéo

da hemodlise

A Figura 22 apresenta os valores da correlacdo de Spearman (R?) para os dois
ensaios da atividade antioxidante, FRAP e reducdo de hemolise. Nao se encontrou uma

correlagéo significativa entre estas duas variaveis (R? = 0,144; p > 0,05).
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Figura 22: Correlacdo entre a reducdo da hemdlise e a atividade antioxidante (método
FRAP).

4.4.3. Correlagcédo entre as atividades antioxidantes DPPH e FRAP

A Figura 23 apresenta os valores da correlacdo de Spearman (R?) entre os dois
métodos estudados, DPPH e FRAP. Através da analise estatistica verificaram-se
correlacdes significativas entre ambos os métodos, sendo mais significativa entre valores
de atividade antioxidante mais baixas (R? = 0,857; p < 0,05), face aos valores mais
elevados (R? = 0,681; p < 0,05).
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Figura 23: Correlacé@o entre as atividades antioxidantes medidas pelos métodos DPPH e
FRAP.

Estes trabalhos indicam que sdo necessarios mais estudos, quer in vitro quer in vivo,

para melhor compreender os efeitos antioxidantes das bagas de P. americana L..
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5. Conclusao
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O stresse oxidativo parece estar envolvido na maioria das doengas cronicas tais
como, cancro, doencas degenerativas e doencas cardiovasculares, cuja taxa de
mortalidade tem vindo a aumentar. Os antioxidantes, ou compostos bioativos,
provenientes de fontes naturais sdo particularmente importantes na luta contra essas
doencas uma vez que conferem protecdo contra os danos induzidos pelos radicais livres

nas proteinas, lipidos e ADN celular.

O planeamento e implementacéo de planos de gestédo de areas territoriais por plantas
invasoras sao, frequentemente, processos morosos, muito dispendiosos e por vezes sem
sucesso. Por esses motivos, surge o interesse acrescido de estudar e, hipoteticamente

valorizar as “indesejadas” plantas invasoras.

A Phytolacca americana L. é uma espécie invasora, adaptavel ao clima mediterranico
e cuja distribuicdo em territorio nacional estd bem implementada. Pelos dados
bibliograficos obtidos e pela sua rigueza em compostos bioativos, surgiu interesse em
efetuar um estudo preliminar de caracteriza¢do de alguns compostos bioativos nas bagas

desta planta e os seus efeitos como agentes antioxidantes.

Os resultados obtidos mostraram que as bagas de P. americana L. s@o ricas em
saponinas, compostos fendlicos e flavonoides. Os carotenoides também foram
guantificados, numa perspetiva inovadora, ndo s6 pelas suas reconhecidas funcdes
bioldgicas, mas também numa perspetiva de avaliar o grau de maturagéo do fruto, como

base para estudos futuros.

O estudo da atividade antioxidante recorreu a diferentes metodologias. Provou-se que
as bagas apresentam uma atividade antioxidante consideravel. A percentagem de
hemolise foi aqui reportada pela primeira vez, tendo-se concluido que as concentracbes
de compostos antioxidantes podem influenciar o efeito protetor nos eritrécitos, ou seja, o
efeito pré-oxidante dos compostos bioativos pode existir, se ingeridos em elevadas

guantidades.

S&o sugeridos mais estudos, nomeadamente na caracterizagdo e avaliacdo do
potencial antioxidante da P. americana L.. No entanto, este trabalho vem dinamizar o
interesse de plantas pouco valorizadas, mas que podem ser fontes naturais de
compostos fitoquimicos com interesse para a indastria alimentar, farmacéutica e

cosmeética.
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