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Resumo

Desde os tempos antigos, o ser humano recorreu sempre aos produtos naturais como
principal fonte primordial para a preven¢ao e tratamento de varias doengas. Estudos mostram que,
nos paises em desenvolvimento, 80% da populagdo mundial recorre a medicina tradicional por ser
considerada mais acessivel, segura, eficaz e por apresentar menos reagdes adversas.

Em Africa, Zanha golungensis ¢ utilizada tanto para fins alimentares como medicinais,
nomeadamente no tratamento de varias enfermidades, como a malaria, diarreia, dores de dentes,
entorses, problemas respiratorios. O objectivo deste trabalho centra-se na caracterizacdo do perfil
quimico e avaliacdo da atividade biologica do extrato da raiz da Z. golungensis, usada no
tratamento da asma, segundo os praticantes da medicina tradicional em Nampula, na zona norte
de Mogambique.

Para a caracterizacdo dos compostos fendlicos foi usado o método HPLC-DAD-ESI/MS,
onde foram identificados trés compostos fendlicos com a mesma estrutura principal de crisoeriol,
nomeadamente  Crisoeriol-rhamnosyl-dirutinosideo,  crisoeriol-dirhamnosyl-rutinosideo e
crisoeriol-rhamnosyl-rutinosideo.

Verificou-se que o extrato apresentou atividade com a CMI de 10 mg/mL frente as bactérias
Gram-negativo de origem clinica, e de origem alimentar, com CMI de 5Smg/mL frente a
Escherichia coli e CMI de 10mg/mL frente Pseudomona aeruginosa e Salmonella enterocolitica.

No que respeita a capacidade anti-inflamatoria, o extrato apresentou um ICso de
231,76+8,44 pg/mL, inibindo a produg¢do de o¢xido nitrico (NO). Em relacdo a atividade
antiproliferativa, o extrato demonstrou capacidade de inibir a proliferacdo de todas as linhas
celulares tumorais em estudo. Contudo, o extrato ndo apresentou atividade antiproliferativa frente
as linhas celulares ndo tumorais Vero.

No que concerne a atividade antioxidante, o extrato revelou capacidade de inibir a
formagdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

Os resultados obtidos indicam que a raiz da Z. golungensis possui atividade biologicas, o

que comprova os seus efeitos benéficos no contexto da medicina tradicional em Mogcambique.



Abstract

Since ancient times, human beings have resorted to natural products as the primary source
for the prevention and treatment of various diseases. Studies show that, in developing countries,
80% of the world's population resorts to traditional medicine because it is considered more
accessible, safe, effective and presents fewer adverse reactions.

In Africa, Zanha golungensis is used for both food and medicinal purposes, particularly in
treating various illnesses, such as malaria, diarrhea, toothaches, sprains, and respiratory problems.
The objective of this work focuses on characterizing the chemical profile and evaluating the
biological activity of Z. golungensis root extract, used to treat asthma, according to traditional
medicine practitioners in Nampula, in the north of Mozambique.

For the characterization of phenolic compounds, the HPLC-DAD-ESI/MS method was
used, where three phenolic compounds with the same main structure of chrysoeriol were identified,
namely Chrysoeriol-rhamnosyl-dirutinoside, chrysoeriol-dirhamnosyl-rutinoside and chrysoeriol-
rhamnosyl-rutinoside.

It was found that the extract showed activity with a MIC of 10 mg/mL against Gram-
negative bacteria of clinical origin and food origin, with a MIC of 5 mg/mL against Escherichia
coli and a MIC of 10 mg/mL against Pseudomona aeruginosa and enterocolitic Salmonella.

Regarding anti-inflammatory capacity, the extract presented an ICso of 231.76+8.44
pg/mL, inhibiting the production of nitric oxide (NO). Regarding antiproliferative activity, the
extract demonstrated the ability to inhibit the proliferation of all tumor cell lines under study.
However, the extract did not show antiproliferative activity against Vero non-tumor cell lines.

Regarding antioxidant activity, the extract revealed the ability to inhibit the formation of
substances reactive to thiobarbituric acid.

The results obtained indicate that the root of Z. golungensis has biological activity, which

proves its beneficial effects in the context of traditional medicine in Mozambique.
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1.1 Matrizes naturais como fonte de moléculas bioativas

As plantas medicinais tém sido utilizadas como fonte de fitoterapicos no tratamento de diversas
doengas ao longo de milhdes de anos em todo mundo (Canga et al., 2022). Desde os tempos antigos
o ser humano recorre a produtos naturais para a prevencao e tratamento de doengas. Atualmente,
esta pratica tornou-se uma alternativa promissora no desenvolvimento de novos medicamentos,
sendo os produtos naturais considerados, em muitos casos, mais acessiveis, eficazes e seguros,
com menos efeitos adversos (Naeem et al., 2022; Qadri et al., 2024). H4 um crescente interesse na
exploracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais, devido ao seu potencial nutricional,
propriedades tecnoldgicas e capacidade de promover a satide. (Dominguez et al., 2021)

Os produtos naturais constituem um vasto grupo de compostos quimicos produzidos por
organismos como bactérias, fungos, vegetais e animais, desempenhando diversas atividades
bioldgicas e efeitos farmacoldgicos (Rente et al., 2021). Estes compostos sdo uma fonte importante
para a descoberta e desenvolvimento de novos produtos com atividade biologica. Atualmente, ha
um interesse crescente tanto por parte dos investigadores como de diferentes sectores,
farmacéutico, alimentar, cosmético, agricola e de embalagens, nos quais os produtos naturais sao
utilizados das mais diversas formas (Ekiert & Szopa, 2020; Rente et al., 2021)

O reino vegetal, com cerca de 350.000 espécies registradas, oferece uma vasta oportunidade
para a pesquisa de novas substancias com propriedades terapéuticas, como alcaloides, terpendides,
compostos fendlicos, saponinas e flavonoides (Naeem et al., 2022), bem como pigmentos,
esteroides, taninos. (Mbokane & Moyo, 2022) Produtos naturais de origem vegetal e microbiana
desempenham atualmente um papel crucial na pesquisa e desenvolvimento de compostos com
potencial terapéutico (Singla & Dubey, 2019).

As plantas medicinais s3o ricas em substancias bioativas que possuem varias propriedades,
como antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante, antidiarreica, analgésica, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora (Sasidharan et al., 2010; Ekiert & Szopa, 2020), anti-stress, estimulante de apetite,
imunoestimulante e afrodisiaca, entre outras (Mbokane & Moyo, 2022). Os bioativos dividem-se
em dois grupos principais: compostos lipofilicos, como 6leos essenciais e carotenoides, extraidos

com solventes apolares, e compostos hidrofilicos, como os polifendis, extraidos com solventes



polares. Estes extratos possuem misturas de fitoquimicos que resultam em diferentes atividades
bioativas, podendo exercer efeitos aditivos, sinergisticos ou antagoénicos (Dominguez et al., 2021).

As diversas atividades biologicas dos produtos naturais relacionam-se com as suas estruturas
quimicas complexas e sdo geralmente caracterizadas por baixa toxicidade e menos efeitos adversos
em comparagdo com 0s compostos sintéticos, que estdo sujeitos a resisténcia microbiana e
apresentam elevada toxicidade (Sasidharan et al., 2010; Naeem et al., 2022). Fitoquimicos,
compostos quimicos ndo essenciais encontrados nas plantas, subdividem-se em seis categorias
principais: hidratos de carbono, lipidos, polifendis, terpenoides, alcaloides e canabinoides. As
propriedades biologicas, farmacocinéticas e efeitos terapéuticos dos fitoquimicos puros sdo
investigados para determinar as doses seguras para administracdo (Rente et al., 2021). Estas
caracteristicas tornam-nos adequados para o desenvolvimento de medicamentos com propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividades anticancerigenas (Deng et al., 2020). Estudos indicam que os
produtos naturais podem prevenir varias doencas malignas, como o cancro do pulmdo, célon,
estdmago, esofago e prostata (Kallifatidis et al., 2016).

Os produtos naturais possuem uma vasta gama de atividades biologicas, desde a captura de
radicais livres até¢ agcdes mais complexas, como a inducdo de apoptose, inibicdo de metéstase,
angiogénese e proliferacdo celular, demonstrando capacidade de eliminar células cancerigenas e
inibir enzimas modificadoras do ADN. Sao considerados candidatos promissores para a
quimioprevencao devido aos seus minimos efeitos adversos (Kallifatidis et al., 2016); (Naeem et
al., 2022).

Nos paises desenvolvidos, a fitoterapia ¢ considerada uma parte complementar e alternativa da
medicina, e tém sido registados avancos significativos no desenvolvimento de novos produtos a
base de plantas, cujos extratos sdo utilizados como medicamentos prescritos (Hlashwayo et al.,
2020; Ndhlovu et al., 2023). Contudo, aproximadamente 80% da populacdo mundial ainda recorre
a medicina tradicional, e entre 50.000 a 70.000 espécies de plantas sdo utilizadas para fins
medicinais (Reimers et al., 2019; Turpin_et al., 2022) Nos paises em desenvolvimento, a medicina
tradicional ¢ frequentemente a primeira op¢ao de tratamento devido ao seu baixo custo e a limitada
disponibilidade de medicamentos sintéticos (Reimers et al., 2019).

Na Australia, 1.511 espécies de plantas sdo conhecidas pelas suas propriedades medicinais,

sendo que a sua utilizagdo varia entre as comunidades urbanas e rurais. Os nativos sdo considerados



os principais detentores deste conhecimento, que ¢ transmitido de geracdo em geracdo através de
historias, dangas, cantos e artes (Turpin et al., 2022). No continente africano, estima-se que 5.400
espécies de plantas medicinais sejam usadas na medicina tradicional para o tratamento de varias
doengas, afetando milhdes de pessoas (Otieno et al., 2015). Na Africa Subsariana, os produtos
naturais desempenham um papel fundamental na sociedade, tanto como fonte de fitoterapicos
como de subsisténcia, sendo uma importante fonte de rendimento (Catarino et al., 2019). Apesar
do seu valor cultural e importancia na saude publica, especialmente em areas rurais, as plantas
medicinais africanas carecem de um conhecimento cientifico aprofundado (Romeiras et al., 2023).

Em alguns paises africanos, como a Africa do Sul, Etidpia e Uganda, os produtos naturais a
base de plantas sdo utilizados para tratar problemas de saide em criangas, como tosse, dor de
estobmago, vermes intestinais, dores no peito e diarreia (Ndhlovu et al., 2023). Na Etiopia, cerca de
80% da populagao rural recorre as plantas medicinais para tratar doengas, devido ao elevado custo
dos medicamentos convencionais ¢ ao dificil acesso aos cuidados de saude (Ceravolo et al., 2021).
Em Angola, grande parte das doengas infeciosas e parasitarias ¢ tratada com recurso a medicina
tradicional (Canga et al., 2022), e no Malawi, cerca de 33% dos pacientes com problemas oculares
recorrem a medicina tradicional (Maregesi et al., 2017). Na Tanzania, estima-se que 25% das
ulceras corneas resultem da utilizacdo de medicina tradicional, especialmente nas areas rurais,
onde esta pratica ¢ comum devido a crenga nos seus poderes sobrenaturais (Maregesi et al., 2017).

Em Mog¢ambique, onde cerca de 70% da populacdo vive em 4reas rurais, a dependéncia de
produtos naturais € significativa para a sobrevivéncia (Bruschi et al., 2014; Barbosa et al., 2020).
Estima-se que existam cerca de 5.500 espécies de plantas no pais, mas apenas 10% sdo utilizadas
com fins medicinais (Barbosa et al., 2020).

Mogambique, com uma vasta biodiversidade de recursos florestais, ainda mantém praticas
medicinais empiricas, e faltam estudos fitoquimicos detalhados sobre as plantas medicinais locais.
Esta falta de conhecimento sobre os metabdlitos secundérios limita a compreensao dos seus efeitos
biologicos e dos seus possiveis efeitos adversos. Um exemplo ¢ a Z. golungensis, amplamente
distribuida em Mogambique e em grande parte da Africa Austral, e utilizada no tratamento de
varias doencgas. Relatos de praticantes da medicina tradicional em Nampula indicam o uso da raiz
desta planta no tratamento da asma. Neste contexto, surge a necessidade urgente de identificar os

seus compostos quimicos e avaliar as suas atividades biologicas.



1.2 Caraterizacao da familia Sapindaceae

A familia Sapindaceae conhecida popularmente como saboneteira abrange entre 140 a 150
géneros e cerca de 1.400 a 2.000 espécies. Esta familia inclui plantas de porte variado, desde
arvores de médio a grande porte, arbustos até trepadeiras. As plantas da familia Sapindaceae
predominam em regides subtropicais e tropicais quentes, sendo a maioria das espécies originaria
da Asia. No entanto, algumas podem ser encontradas em outras partes do mundo, incluindo a
América do Sul, Africa e Australia. Esta familia tem recebido crescente atencdo devido a sua
importancia multipla para a comunidade, ndo s6 como fonte de madeira para constru¢do, mas
também pelos seus compostos com valor medicinal e os seus frutos de interesse alimentar
(Temitope, 2012; Onuminya, & Ogundipe, 2014; Muftaudeen et al., 2023).

Segundo El Mokni & Iamonico, (2023) a familia Sapindaceae pode ser dividida em quatro
subfamilias: Sapindoideae, Xanthoceroideae, Dodonaeoideac e Hippocastanoideac. Uma
caracteristica marcante desta familia ¢ a presenga de saponinas moderadamente toxicas nas folhas,
sementes e raizes. Os caules apresentam poros difusos, placas de perfuragdo simples e células de
raios sem andares (Nigeria et al., 2021). As folhas s3o, na sua maioria, paripinadas ou trifolioladas,
com arranjo oposto, subposto ou alternado, possuindo peciolos curtos e bulbosos, sendo algumas
trepadeiras dotadas de gavinhas. As flores sdo geralmente de cor branca cremosa ou branco-rosada,
e os frutos, inicialmente verdes, mudam para vermelho ou laranja com o amadurecimento,
contendo sementes pretas. A polinizacdo ¢ realizada por agentes como o vento, aves e insetos
(Temitope, 2012; Muftaudeen et al., 2023).

Na Africa, particularmente na Nigéria, a Sapindaceae est4 representada por 27 géneros e 47
espécies, que crescem tanto em forma de arvores como de arbustos em florestas (Muftaudeen et
al., 2023). Adeyemi et al. (2012) classificaram as plantas desta familia em trés categorias
principais: arvores (como Aporrhiza, Atalaya, Blighia, Chytranthus, Deinbollia, Dodonaea,
Eriocoelum, Ganophyllum, Lecaniodiscus, Lepisanthes, Litchi, Lychnodiscus, Majidea,
Melicoccus, Nephelium, Placodiscus, Radlkofera, Sapindus, Schleichera e Zanha), arbustos
(Allophylus, Glenniea, Haplocoelum, Harpullia, Laccodiscus e Pancovia) e trepadeiras
(Cardiospermum e Paullinia).

As espécies da familia Sapindaceae sio amplamente reconhecidas na Africa Ocidental pela sua

utilidade para a comunidade, seja como alimentos ou fitoterdpicos. Um exemplo notavel ¢ o caso
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de Blighia sapida, cujos frutos ndo devem ser consumidos verdes devido a toxicidade. No entanto,
quando maduros, tém uso alimentar e medicinal. Muitas espécies desta familia sdo reconhecidas
pelas suas propriedades medicinais, com efeitos antimaldricos, antioxidantes, anticancerigenos,
antimicrobianos, hepatoprotetores, antidiabéticos, anti-inflamatdrios, analgésicos, entre outros
(Maroyi, 2019b).

Estudos fitoquimicos realizados em membros da familia Sapindaceae revelaram a presenga de
compostos bioativos em concentragdes elevadas, como saponinas, polifendis, taninos, terpenos,
flavonoides e catequinas. (Cardoso et al., 2013; Maroyi, 2019a). Estes compostos sdo responsaveis
pelas diversas atividades biologicas associadas a essas plantas.

Um estudo de Ndiaye et al., (2022), realizado no Benim, revelou que todas as partes da planta
Blighia sapida, incluindo folhas, cascas, frutos e raizes, sdo amplamente utilizadas pela
comunidade para fins alimentares, medicinais e cosméticos. Este uso versatil deve-se a rica
composicdo quimica da planta e as suas propriedades terapéuticas, como o tratamento de
problemas de pele, disenteria e cicatrizacdo (Margaret O. Sofidiya, 2012).

Algumas espécies desta familia tém sido extensivamente estudadas pelo seu potencial
antimicrobiano e pesticida. Por exemplo, Serjenia erecta demonstrou atividade antimicrobiana
significativa em estudos com extratos de folhas e raizes (Cardoso et al., 2013). J& a espécie
Allophylus africanus ¢ utilizada na fitoterapia tradicional para o tratamento de diarreia e
pneumonia, apresentando atividade contra Escherichia coli (Muftaudeen et al., 2023).

Além das propriedades medicinais, algumas espécies de Sapindaceae também apresentam
potencial no controlo de pragas. O estudo de Diaz et al., (2014) sobre o extrato etanodlico de
Allophylus edulis demonstrou que ele € eficaz contra insetos como os pulgdes (Myzus persicae) e
o besouro Epilachna paenulata, sendo uma alternativa interessante para o controlo de pragas em

culturas agricolas.

1.3 Do género Zanha

A familia Sapindaceae ¢ composta por diversos géneros e espécies, entre os quais se destaca o
género Zanha, que inclui trés espécies principais, Z. golungensis Hiern, Z. africana (Radlk) Exell
e Z. suaveolens Capuron. Destas, a espécie Zanha golungensis Hiern ¢ a mais comum em toda

Africa (Onuminya et al., 2020; Lemmens & Louppe, 2012).



O nome "Zanha" possivelmente homenageia o professor Karl Hermann Zahn (1865-1940), um
botanico e colecionador de plantas medicinais. A Z. africana, descoberta em Africa, ¢ também
conhecida pelo nome sindnimo "Dialiopsis africana", sendo popularmente designada em inglés
por "velvet-fruited zanha” (Zanha de fruto aveludado).

Embora os frutos de todas as espécies do género Zanha sejam considerados fontes alimentares,
as suas sementes sdo venenosas devido a presencga de saponinas acidas, o que desaconselha o seu

consumo (Maroyi, 2019a).

Tabela 1: Classificacdo taxondmica da Z. golungensis

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Subclasse Rosidae

Ordem Sapindales

Familia Sapindaceae juss

Género Zanha Hiern

Espécie Z. golungensis Hiern
(Temitope Olabisi Adeyemi, 2012)

1.4. Da espécie Zanha golungensis

A Z. golungensis ¢ uma planta que cresce em diversas regides da Africa, abrangendo ao sul de
Mogambique, Zambia, Zimbabwe, Angola, estendendo-se ainda pelo Leste Africano em paises
como Etidpia, Quénia e Senegal (Figura 1). Esta planta pode apresentar-se como uma arvore,
atingindo entre 6 e 25 metros de altura, ou como um arbusto, particularmente quando cresce em
altitudes que variam entre 300 e 1700 metros. O seu habitat é preferencialmente em florestas
densas, ricas em recursos hidricos (Lavaud et al., 2015; Onuminya et al., 2020).

O nome "golungensis" tem origem na cidade de Golungo-alto, localizada na Provincia do
Cuanza, no norte de Angola, onde a espécie foi inicialmente identificada. Em inglés, é referida

como "Smooth-fruit zanha" (Zanha de frutos lisos), uma vez que os seus frutos e folhas carecem

6



de pelos. Os frutos da Z. golungensis sdo ovoides, carnudos, de cor laranja brilhante e, tal como as
folhas, ndo possuem pelos (Figura 2). A producdo destes frutos ¢ abundante, a ponto de muitas
vezes dobrar os ramos devido ao seu peso. As folhas sdo alternadas ou subpostas, de cor verde
brilhante, também sem pelos, com extremidades que podem ser afiladas ou arredondadas (Maroyi,
2019b). Esta planta ¢ amplamente utilizada em varias regides de Africa, tanto para fins alimentares,
como medicinais, ornamentais ¢ de constru¢ao (Lavaud et al., 2015) Os frutos frescos da Z.
golungensis sdo comestiveis, contendo cerca de 67% de agua. Em termos nutricionais, os frutos
fornecem 1449kj (347kcal) de energia, 2.1g de proteina, 1.5g de gordura, 3.2g de fibras, minerais
como Calcio (140 mg), Fosforo (60mg) e Ferro (5mg). (Lemmens & Louppe, 2012) No campo da
medicina fitoterapica, as folhas e raizes da Z. golungensis sdo amplamente utilizadas em paises
como a Republica Democratica do Congo, Togo, Malawi e Uganda, sendo reconhecidas pelas suas

propriedades terapéuticas (Maroyi, 2019b).

Figura 1: Regides da Arica onde predomina Z. golungensis

Fonte: (Lemmens & Louppe, 2012)
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Figura 2: 1 flores e folhas, 2 frutos da Z. golungensis

Fonte: (Lemmens & Louppe, 2012)

1.5 Aplicacoes etnomedicinais da planta (das diversas partes em especial da
raiz)

A planta Z. golungensis ¢ amplamente valorizada pela medicina tradicional africana, sendo
considerada medicinal em quase todas as suas partes, incluindo as folhas, casca do caule, ramos e,
especialmente, as raizes. Estas ultimas sdo as que apresentam as atividades terapéuticas mais
evidentes e sdo amplamente utilizadas no tratamento de uma variedade de condi¢des de satude. As
raizes da Z. golungensis sao tradicionalmente utilizadas no combate a edema, inchago, gota e
hidropisia (Lavaud et al., 2015).

Adicionalmente, a planta ¢ empregue em tratamentos etnomedicinais para lidar com diversos
problemas de saude que afetam as populacdes locais. Entre os principais usos estdo o alivio de
distirbios durante a gravidez, dores de dentes, inflamagdes, entorses, e problemas
gastrointestinais, respiratorios, cutaneos e até hérnias (Maroyi, 2019b).

Essas aplicagdes sublinham a importancia da Z. golungensis na medicina tradicional africana,
onde o conhecimento sobre as suas propriedades terapéuticas tem sido transmitido de geragdo em

geracdo, desempenhando um papel crucial no tratamento de varias enfermidades.



Tabela 2: Uso medicinal da espécie da Z. golungensis

Uso medicinal Orgio da planta | Pais Referéncia
Tratamento de feridas Folhas Nigéria (Maroyi, 2019b)
Analgésico, membros quebrados, | Casca, folhas Senegal, (Lemmens & Louppe, 2012);
malaria, dores no peito, dor de Nigéria (Margaret O. Sofidiya, 2012)
cabeca, catarro, feridas e ulceras
Abcesso, hérnia, amenorreia, Raiz Tanzania (Lemmens & Louppe, 2012)
Febre Galhos folhosos | Tanzania (Lemmens & Louppe, 2012)
Febre, convulsoes, dor de cabega | Casca Tanzania (Ruffo et al., 2002)
Convulsdes, impoténcia, vermes | Raiz Tanzénia, (Ruffo et al., 2002)
intestinais, dor de estomago, Angola,
hérnia, constipacdo, doenca Zimbabwe,
mental, disenteria. Mogambique.
Tontura, elefantiase Casca, Raiz Tanzénia, (Maroyi, 2019a)

Zimbabwe
Edema, hidropisia, inchaco, gota | Casca, raiz, | Republica (Lavaud et al., 2015)

folhas, galhos. Democratica
de Congo

1.6 Composicao quimica da Z. golungensis

A Z. golungensis apresenta uma vasta gama de compostos bioativos que variam conforme a
parte da planta analisada, incluindo folhas, casca e raizes. Essas substancias quimicas sdo
responsaveis pelas propriedades terapéuticas da planta e sua ampla utilizacdo em diversas praticas
medicinais.

A andlise dos extratos aquosos das folhas de Z. golungensis revelaram a presenca de alcaloides,
fenois, saponinas, agucares redutores, glicosideos cardiacos e terpenodides. Em relacdo as cascas,
foram identificados alcaloides, fendis, saponinas, agucares redutores e taninos. Quando os extratos
etanolicos foram analisados, tanto para as folhas quanto para as cascas, foram encontrados
compostos adicionais, incluindo alcaloides, fenois, flavonoides, taninos, terpenoides, aglicares
redutores e glicosideos. Entre os triterpendides presentes, destacam-se o acido zanico, o acido

zanico-Y-lactona, a medicagina e a prosapogenina zanhina. Esses compostos tém um papel



fundamental nas propriedades medicinais da planta, como atividades anti-inflamatérias e
antioxidantes (Lemmens & Louppe, 2012).

Lavaud et al., (2015) , estudaram, com recurso a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), o extrato metanolico da raiz da Z. golungensis e identificaram de seis saponinas (Figura
3), em que todas apresentavam acido zanico como aglicona. Cinco dessas saponinas foram
classificadas como novas (zanhasaponinas D-H). Podendo-se destacar: zanhasaponina (D1)
acido O-B-D-glucuronopiranosil-zanico, zanhasaponina E(2) &4cido 3-O-(6-O-metil), B-D-
glucuronopiranosil-zanico; zanhasaponina E(3) 4cido 3-O-B-D glucuronopiranosil-28-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1,2)-B-D —(4-O-acil-fucopiranosil)] zanhico, zanhasaponina G(4) 3-O-3-D-
glucoronopiranosil-28-O-[a-L-ramnopiranosil-(1,2)-B-D—(4-O-3,3-dimetil ilacriloil -
fucopiranosil]-acido Zanico, zanhasaponina H(5) 3-O-B-D-glucuronopiranosil-28-O-[ a-L-
ramnopiranosil-(1 acido,2 )-B-D—(4-0O-[30-S-hidroxi-20-S-metil-butiroiloxi]-3-S-metil-
butiroiloxi)-fucopiranosil]-zanico, saponina (6) 3-O-B-D-glucuronopiranosil-28-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1,2)[B-D-xilopiranosil-(1,3)] -B-D— (4cido-4-O-acetil fucopiranosil)]-zdnhico. A
hidrolise 4cida do extrato revelou a presenca de cinco agucares, a D-glucose, L-ramnose, D-fucose,

D-glucurénico e D-xilose.

10



2 Ry =CH,
3 Ry=H
4 Ry=H

Figura 3: Estrutura da aglicona das 6 saponinas da Z. golungensis

Fonte: Lavaud et al., (2015)

1.7 Propriedades bioativas da Z. golungensis

O estudo conduzido por Lavaud et al., (2015) revelou que os extratos das raizes de Z.
golungensis possuem propriedades bioativas relevantes, evidenciando atividades anti-
inflamatorias, antivirais, antitumorais, antibacterianas e antifiingicas. Outro estudo, realizado por
Maroyi, (2019b) observou que o extrato da casca de Z golungensis apresentou atividade
moluscicida, enquanto o extrato metandlico das folhas demonstrou atividade antioxidante e
antibacteriana. Estes resultados sublinham o potencial terapéutico da Z. golungensis e justificam

o seu uso tradicional para diferentes aplicagdes medicinais.
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2.0Dbjetivos



2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil quimico e avaliagdo da atividade biologica do extrato da raiz da Z. golungensis
(Sapindaceae).

2.2 Objetivo Especifico

v Obter extrato hidroetanolico da raiz da Z. golungensis;

v Determinar teor dos compostos fenolicos do extrato da raiz da Z. golungensis;
v’ Caracterizar os compostos isolados empregando os métodos HPLC/MS;

v Realizar ensaios de atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e citotoxica.
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3.Materiais e Métodos



3.1.1 Recolha e identificacao do material vegetal

As raizes e folhas de Z. golungensis foram recolhidas em setembro de 2022, no distrito de
Murrupula, a aproximadamente 75 km da cidade de Nampula, em Mocambique. Esta colheita
contou com a participacdo de praticantes de medicina tradicional, que forneceram informacgdes
sobre o uso comunitario da planta. Foi utilizada uma amostragem ndo probabilistica por
acessibilidade para a recolha das folhas, com o objetivo de identificar o nome cientifico da planta,
e das raizes, destinadas ao estudo posterior.

Dado que o nome cientifico ndo estava inicialmente disponivel, as folhas foram submetidas
a secagem em prensa (Figura 4), processo que permitiu a sua conservagao e posterior envio para
identificacdo no Herbario do Instituto de Investigacdo Agraria de Mogambique (IIAM), em

Maputo, onde foi confirmada a classificacdo taxonémica da espécie.

f— 8

Figura 4: Secagem das folhas para identificagdo do nome cientifico
da planta

3.1.2 Preparacio da amostra

Para facilitar uma secagem mais rapida, as raizes foram cortadas em pedacos menores e
deixadas a secar durante aproximadamente 21 dias a sombra (Figura 5), no Laboratério de
Etnobotanica e Fitoquimica da Faculdade de Ciéncias de Saude da Universidade Lurio, em

Nampula, Mogambique. Apds o periodo de secagem, as raizes foram pulverizadas e armazenadas
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a temperatura ambiente (Figura 6), protegidas da radiagdo solar para evitar a degradagdo dos
compostos bioativos.

Parte do p6 obtido foi posteriormente liofilizada no Laboratério de Biologia e
Biotecnologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca, em Portugal, de

modo a garantir a preservacao das propriedades quimicas para analises subsequentes.

Figura 5: Secagem de tamanho reduzido da Raiz Figura 6: Pulverizado da raiz da Z. golungensis
da Z. golungensis

3.1.3 Extracao

Para a preparagdo dos extratos hidroetanélicos, 1 g das raizes em p6 de Z. golungensis foi
adicionado a 30 mL de uma solugdo de etanol/agua (80:20 v/v), sendo a mistura submetida a
agitagdo magnética durante uma hora a temperatura ambiente (Figura 7). O extrato foi entdo
filtrado utilizando papel de filtro (Whatman n° 4; Figura 8), e o residuo foi extraido novamente
sob as mesmas condi¢des. Em seguida, os extratos foram evaporados num evaporador rotativo
(Biichi R-210, Flawil, Suica) a 40 °C até a evaporagdo completa do etanol (Figura 9) e,
posteriormente, liofilizados para remover a parte residual de 4gua. Os extratos liofilizados foram

entdo armazenados, protegidos da luz e da humidade, para analises futuras.
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Figura 7: Extracdo do extrato daraiz Figura 8: Filtracdo do extrato da Figura 9: Evaporagdo do
da Z. golungensis raiz da Z. golungensis solvente de extragdo

3.2 Compostos fendlicos

A detecao dos compostos fendlicos foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), equipada com um detetor de diodos (PDA), acoplado a um sistema de
ionizagdo por eletrospray (ESI) e espectrometria de massa (MS). Esta analise foi aplicada aos
extratos obtidos da amostra de Z. golungensis.

Os reagentes e materiais utilizados incluiram acetonitrilo (Fisher Scientific, Porto Salvo,
Portugal), 4cido formico (Panreac, Barcelona, Espanha) e padrdes de compostos fendlicos
(Extrasynthese, Genay, Franga). A dgua utilizada foi purificada pelo sistema Milli-Q (TGI Pure
Water Systems, Greenville, EUA). Todos os outros solventes e reagentes foram obtidos em
fornecedores cientificos especializados.

A metodologia seguiu os passos descritos: adicionaram-se 10 mg de cada extrato a 1 mL
de uma solu¢do hidrometanolica (80/20), alcangando uma concentragdo final de 10 mg/mL. Os
extratos foram dissolvidos por ultrassons e filtrados através de um filtro Whatman (0,2 pum) antes
de serem transferidos para vials de HPLC. A metodologia cromatografica adotada foi descrita
previamente por Barros et al. (2013), e as condig¢des especificas encontram-se detalhadas na
Tabela 3.

A detecao foi realizada com o PDA a 280 nm e 370 nm, juntamente com um espectroémetro
de massa ligado ao sistema HPLC através da célula de saida do PDA. O sistema de espectrometria
de massa, com um ion-trap quadrupolo API 3200 (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemanha),
operou em modo de ido negativo, com um intervalo de m/z entre 100 e 1700. Os compostos
fenolicos (Figura 10) foram caracterizados com base nos seus espectros de UV, espectros de

massa, tempos de reten¢do e comparagdes com padrdes auténticos, quando disponiveis.
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Para a andlise quantitativa, foi aplicada a integra¢do da linha de base com proje¢ao para

calculo das areas dos picos. As quantificagdes foram realizadas através de retas de calibracdo

construidas por injecdo de concentracdes conhecidas de compostos padrao, e os resultados foram

expressos em mg de composto por g de extrato.

Figura 10: Estrutura basica de flavonoide

Fonte: (Kumar & Pandey, 2013)

Tabela 3: Condi¢des cromatograficas para os compostos fenolicos (Barros et al., 2013)

HPLC-DAD-ESI/MS condicdes operacionais para compostos fenolicos

Sistema

Coluna

Detectores

Fase

movel/Gradiente

Fluxp

Comprimento  de

onda
Temperatura

Software

Dionex Ultimate 3000 UPLC instrument (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA)
Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18, (3 um, 4.6 mmx 150 mm, Waters, Milford, MA, USA)

DAD acoplado ao MS equipado como fonte ESI; utilizando um espectrometro de massa Linear Ion
Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA)

A) 0,1% de acido férmico em 4gua e (B) acetonitrilo. O gradiente de eluig¢do estabelecido foi de 10% B
a 15% B durante 5 min, 15-25% B durante 5 min, 25-35% B durante 10 min, isocratico 50% B durante

10 min e reequilibrio da coluna
0.5 mL/min

280, 330 e 370 nm

35°C

Xcalibur® data system (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA)
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3.3. Atividade Antimicrobiana e Antifungica

3.3.1 Atividade Antibacteriana

Para a avalia¢do da atividade antibacteriana dos extratos, foram utilizadas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas de origens clinica e ATCC. As estirpes clinicas incluiram:

Gram-negativas:  Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Morganella morgani.

Gram-positivas: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

As amostras clinicas foram fornecidas pelo Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto
Douro (Vila Real, Portugal).

Adicionalmente, foram testadas estirpes ATCC de referéncia adquiridas da Frilabo (Porto,
Portugal), incluindo:

Gram-negativas: Enterobacter cloacae (ATCC 49741), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella enterica (ATCC 13076) e Yersinia
enterocolitica (ATCC 8610).

Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 19111) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

As culturas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas em meio fresco apropriado para
garantir a fase de crescimento exponencial antes da analise (Figura 11).

Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima
Bactericida (CMB)

De acordo com Pires et al., (2018) as amostras foram inicialmente dissolvidas em uma
solu¢do de Dimetilsulféxido (DMSO) 5% (v/v) em caldo Mueller-Hinton (MHB) ou caldo Tryptic
Soy (TSB), para obter uma concentragdo final de 20 mg/mL como solu¢do estoque. Em seguida,
190 pL dessa concentracao foram distribuidos no primeiro pogo de uma microplaca de 96 pogos,
em duplicado. Nos pogos subsequentes, foram adicionados 90 pL. de MHB ou TSB, e as amostras
foram diluidas em série, alcangando uma faixa de concentragdo de 100 a 0,15 mg/mL (Figura 12).
Em cada pogo da microplaca, foram adicionados 10 uL do indculo, padronizado para uma

concentracdo de 1,5%10% unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.
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Trés controlos negativos foram preparados: um com MHB ou TSB, outro apenas com o
extrato, € um terceiro contendo meio, antibiotico e bactérias. Como controlo positivo, utilizaram-
se Estreptomicina e Ampicilina para todas as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas testadas,
exceto para Bacillus cereus, para a qual Ampicilina ndo foi utilizado. Além disso, Meticilina foi
usada como controlo positivo para Staphylococcus aureus. As microplacas foram incubadas a 37
°C por 24 horas.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada apds a adigdo de 40 uL de p-
iodonitrotetrazolio (INT) a 0,2 mg/mL, um corante que indica crescimento bacteriano pela
mudanga de coloragdo de amarelo para rosa na presenca de microrganismos viaveis (Figura 13).
A MIC foi definida como a menor concentragao de extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano
visivel.

Para determinar a concentragdo minima bactericida (CMB), 10 pL de liquido dos pogos
que ndo apresentaram mudanga de cor foram novamente colocados a crescer em meio sé6lido
(Agar-sangue com 7% de sangue de carneiro) e incubados a 37 °C por 24 horas. A menor

concentragdo que ndo apresentou crescimento bacteriano foi considerada como a CMB.

l. valeletelste e
Mol el L

Figura 11: Microplaca usada no ensaio de repicagem Figura 12: Repicagem das bactérias na placa
das bactérias com meio do agar.
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Figura 13: Leitura do resultado das bactérias na microplaca.
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3.3.2 Atividade Antifungica

Para a avaliacdo da atividade antifungica, foram utilizados dois fungos, Aspergillus
fumigatus (ATCC 204305) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404), também obtidos da Frilabo
(Porto, Portugal). Conforme descrito por (Heleno et al., 2013)os esporos fungicos foram coletados
das superficies das placas de 4gar com solugdo salina estéril a 0,85%, contendo Tween 80 a 0,1%
(v/v). A suspensao de esporos foi ajustada para uma concentragdo de aproximadamente 1,0x10°
esporos/mL, em um volume final de 100 pL por pogo. Os indculos foram armazenados a 4 °C, e
dilui¢des foram cultivadas em agar-malte (MA) (Figura 14) sélido para verificar a auséncia de
contaminagao.

A concentrag@o minima inibitéria (CMI) foi determinada através do método de diluicdo em
série em microplacas de 96 pocos. Os extratos foram adicionados ao meio de cultura de malte junto
com o indculo do fungo, e as microplacas foram incubadas a 28 °C por 72 horas. A CMI foi
definida como a menor concentracao sem crescimento visivel (Figura 15).

As concentragdes minimas fungicidas (CMF) foram determinadas por inoculagdo de 2 pL.
de cada pogo que ndo apresentava alteracdo de cor para microplacas contendo 100 pL de caldo de
malte em cada pogo. A incubagao foi realizada a 28 °C por 72 horas, sendo a menor concentracao
sem crescimento visivel definida como a CMF, indicando 99,5% de morte do indculo original. O
controlo positivo foi realizado com Cetoconazol, e o controlo negativo utilizou DMSO 5%. Os

resultados de CMI e CMF foram expressos em mg/mL.

Figura 14: Repicagem dos fungos na placa com Figura 15: Leitura do resultado dos fungos na
meio do Malt agar microplaca.
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3.4. Atividade Anti-inflamatoria

Para a realizacdo do ensaio da atividade anti-inflamatdria, os extratos foram dissolvidos
em H>O para obtencdo da concentragdo final de 8mg/mL. A partir do qual foram realizadas
dilui¢des sucessivas, obtendo-se as concentragdes a serem testadas (0,125-8mg/mL). A linhagem
celular de macrofagos de camundongos RAW 264.7, obtida de DMSMZ-Leibniz—Instituto
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, foi cultivada em
meio DMEM, suplementado com soro fetal inativado por calor (SFB) (10%), glutamina e
antibidticos e mantidos em incubadora a 37°C com 5% de CO; e sob atmosfera humida.

As células foram destacadas com um raspador de células. Uma aliquota de suspensdo
celular de macrofagos (300 pL) com densidade celular de 5x105 células/mL e com proporg¢do de
células mortas inferior a 5% de acordo com o teste de exclusdo do azul de trypan, foi colocada em
cada poco. A microplaca foi incubada por 24 horas na incubadora com as condi¢des previamente
indicadas para permitir uma adequada aderéncia e multiplicagdo das células. Apos esse periodo,
as c¢lulas foram tratadas com diferentes concentragdes de extrato (15 pL, 0.125 — 8mg/ml) e
incubada por uma hora, sendo a faixa de concentragao testadas de 6.25 — 400 pg/mL.

A estimulagdo foi realizada com adi¢ao de 30 pL, da solugdo de lipopolissacarideo — LPS
(1 mL/mL) e incubada por mais de 24 horas. A dexametasona (50 mM) foi utilizada como controlo
positivo e amostras na auséncia de LPS foram utilizadas como controlo negativo. A quantificag¢ao
do oxido nitrico (NO) foi realizada utilizando kit de sistema de reagentes de Griess (solucdes de
nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) ¢ através da curva de calibragao de nitrito (nitrito de sadio
100 Mm a 1.6mM) preparada em placa de 96 pocos.

O NO produzido foi determinado pela leitura de absorbancia a 540 nm (leitor de
microplacas ELX800 Biotek, Bio- Tek instruments, Inc, Winooski, VT, EUA) e por comparacao
com a linha de calibragdo padrao. Os resultados foram calculados através da representacdo grafica
do percentual de inibicdo da producdo de oxido nitrico versus a concentracdo da amostra e
expressos em relacdo a concentracdo de cada um dos extratos que provoca a inibicao de 50% da

produgdo de oxido nitrico — ICso. (Valores de IC 50% em pg/mL)
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3.5. Atividade Citotoxica

Para o teste de citotoxicidade, foram utilizadas linhas celulares tumorais humanas. AGS
(carcinoma gastrica), CaCo-2 (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (adenocarcinoma da mama),
NCI-H460 (adenocarcinoma do pulmio), mas também foram testadas linhas celulares nao
tumorais: Vero (rim de macaco verde africano), todos mantidos em meio RPMI-1640
suplementado com soro fetal bovino a 10% glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL) exceto Vero, mantido em meio DMEM, suplementado com soro fetal
bovino 10% glutamina e antibidticos.

Os fracos de cultura foram incubados em estufa a 37°C ¢ com 5% de CO., sob atmosfera
humida. As células foram utilizadas somente quando apresentavam 70 a 80% de confluéncia. Uma
massa conhecida de extrato de (8mg) foi dissolvida em H>O (1 mL), para obter solucdes estoque
com concentragdo de 8 mg/mL. A partir do qual foram feitas diluigdes sucessivas, obtendo-se as
concentragdes a serem testadas (0,125-8 mg/mL).

Cada uma das concentracdes de extrato (10 pL), foi incubada com a suspensao celular (190
uL) das linhas celulares testadas em microplacas de 96 pogos por 72 horas. As microplacas foram
incubadas a 37°C e com 5% de CO; atmosfera humida apos a verificagdo da aderéncia das células.
Todas as linhas celulares foram testadas a uma concentragdo de 10.000 células/pogos, exceto Vero
em que foi utilizada uma densidade de 19.000 células/pogos.

Apos o periodo de incubagdo, as células foram corrigidas: o TCA (10% m/v, 100 pL) foi
previamente resfriado e as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C, lavadas com 4gua e apos a
secagem, solu¢do de SRB (0,057%, m/v, 100 puL) foi adicionado, deixando em repouso em
temperatura ambiente poe 30 minutos (Figura 16). Para a remog¢ao de SRB nao aderido, as placas
foram lavadas trés vezes com solucdo do acido acético (1% v/v) e colocadas para secar.
Finalmente, um SRB aderido foi solubilizado com tris (10 mM 200 pL) e a absorvancia a um
comprimento de onda de 540 nm foi lida no leitor de microplacas Biotek ELX800. Os resultados
sdo expressos em termos de concentracdo de extrato com capacidade de inibir o crescimento

celular em 50%-GIso. Como controlo positivo do uso de uma elipticina.
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Figura 16: Microplacas usadas em ensaio de citotoxicidade.

3.6. Atividade antioxidante

3.6.1. Inibicao da peroxidacao lipidica usando substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS)

O método de TBARS foi realizado de acordo com o protocolo descrito por (Sarmento et
al., 2015). Os extratos liofilizados foram dissolvidos em agua (20 mg/mL) para obter uma solugao-
mae, a qual foi diluida sucessivamente para obter dez concentragdes inferiores. Além disso, foi
preparada uma suspensdo de cérebro suino (Sus scrofa): uma por¢ao do cérebro foi adicionada a
um tampao Tris-HCI (20 mM, pH 7.4) numa propor¢ao de 1:2 (m/v), seguido de centrifugacdo a
3500 rpm por 10 minutos a uma temperatura de 10 °C para evitar a rancificagdo da mistura.

Em seguida, foram colocados 200 pL de cada solu¢do diluida em tubos de ensaio (Figura
17), aos quais se adicionaram 100 pL de acido ascérbico (0,1 mM), 100 pL de sulfato ferroso
(FeSO4~ 10 mM) e 100 pL da solugdo de cérebro suino, sendo a mistura incubada em banho-maria
a 37,5 °C durante 1 hora. Apds a incubacdo, foram adicionados 500 pL de 4cido tricloroacético
(28% m/v) para interromper a reagdo, bem como 380 pL de 4cido tiobarbiturico (2% p/v, TBA).
Os tubos foram novamente colocados em banho-maria a 80 °C durante 20 minutos para promover
a reacdo entre o TBA e o malondialdeido (MDA) — espécies reativas de oxigénio resultantes da
peroxidacdo lipidica que ocorre no tecido cerebral suino. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos para separar os residuos do sobrenadante, e posteriormente
passados para uma placa, para subsequente leitura (Figura 18).

A intensidade da cor do complexo MDA-TBA foi medida a 532 nm (Figura 19). Para

calcular a percentagem de inibi¢do da peroxidacao lipidica, foi utilizada a seguinte formula:
% de inibicdo da peroxidacdo lipidica= (A — B) / A x 100
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onde A e B correspondem a absorbancia do controlo (dgua) e da solucdo de extrato,
respetivamente. A concentragdo do extrato que corresponde a 50% de inibicdo da peroxidagdo
lipidica (ECso) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibi¢do da formagao de TBARS
em fun¢do da concentragdo do extrato. O controlo positivo utilizado foi o Trolox e os resultados

foram expressos como ECso em pg/mL.

Figura 17: Tubos de ensaios usados Figura 18: Microplaca Figura 19: Leitura dos
no ensaio de TBARS. usada no ensaio de TBARS. resultados no  leitor de
microplaca.
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4.Resultados e discussao



4.1. Identificacio dos Compostos Fendlicos:

Com base na andlise realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
detetor de Diodos, Ionizagao por Electrospay e Espectroscopia de Massas (HPLC-DAD-ESI/MS),
foram identificados, de forma tentativa, trés compostos fendlicos no extrato de Z. golungensis.
Estes compostos apresentam uma estrutura base de crisoeriol, uma flavona com propriedades

reconhecidas antioxidantes, anti-inflamatdrias e anticancerigenas.

O crisoeriol (Figura 20) conhecido quimicamente como 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil) cromen-4-ona, (Kim et al., 2021; Wang et al., 2023),é um flavonoide encontrado em
diversas espécies de plantas medicinais tropicais como Cardiospermum halicacabum L,
Crisantemo indicum L, (Wu et al., 2022);(Song et al., 2022) Coronopus didymus L, Capsico sp,
Eurya cilliata Merr, Eremosparton songoricum Vass, Medicago sativa. (Aboulaghras et al., 2022).
Derivado do 3'-O-metil da luteolina, o crisoeriol pertence ao grupo dos flavonoides metilados, com uma

atividade semelhante a luteolina (Figura 21) (Law et al., 2024).

(] AR — A EY
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OH O OH O OH O
Figura 20: Estrutura quimica de crisoeriol. Figura 21: Metilacdo da Luteolina em crisoeriol.
Fonte: (Aboulaghras et al., 2022) Fonte: (Law et al., 2024)

Na tabela 4, observa-se que o primeiro composto identificado foi o crisoeriol-rhamnosil-
dirutinosideo, com um tempo de reten¢do de 20,6 minutos (Figura 22) e um ido molecular [M-
H] de m/z 1061. O padrao de fragmenta¢do (MS?) mostrou ides filhos em m/z 753, 299 e 284,
sugerindo a perda progressiva de aglcares (rhamnose e rutinosideo), consistentes com uma
estrutura de glicosideo. Este pico apresentou uma concentragdo de 0,396 + 0,002 mg/g de extrato,
sugerindo uma quantidade relativa baixa no extrato total.

O segundo composto, identificado como crisoeriol-dirhamnosil-rutinosideo, apresentou

um tempo de retencao de 22,86 minutos e um ido molecular de m/z 899. Os ides filhos observados
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em m/z 753 e 299 indicam uma estrutura rica em agucares. Este composto, com uma concentracao
de 0,396 + 0,002 mg/g de extrato, mostrou-se igualmente presente em quantidade modesta.

O terceiro composto, um derivado de crisoeriol-rhamnosil-rutinosideo, teve um tempo de
reteng@o mais longo (31,1 minutos) e um i3o molecular de m/z 1055. Os ides filhos em m/z 753 ¢
299, semelhantes aos picos anteriores, sugerem uma estrutura relacionada, mas com pequenas
modificacdes na composi¢do de aglcares. Este foi o composto mais abundante, com uma

concentragdo de 2,866 + 0,001 mg/g de extrato, significativamente superior aos dois primeiros.
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Figura 22: Cromatograma a 370 nm, com os tempos de reten¢do dos compostos detetados.
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Tabela 4: Cromatografia de compostos fenolicos identificados no extrato da raiz da Z. golungensis (media
+ DP)

Quantificacio
Rt  Amax [H]
Pico MS? Tentativa de identificacao (mg/ g de
(min) (nm) (m/%)

extrato)
753, 299,
1 20,6 370 1061 534 Chrysoeriol-rhamnosyl-dirutinosideo 0,396+0,002
2 2286 370 89 753,299 Chrysoeriol-dirhamnosyl-rutinosideo 0,396+0,002
Derivado de Chrysoeriol-rhamnosyl-
3 31,1 370 1055 753,299 ) 2,866+0,001
rutinosideo
Total 4,66+0,03

(tempo de retengao (Rt); comprimentos de onda de absor¢do maxima na regido visivel (Amax ); dados espectrais de massa (MS))

A andlise dos dados indica que o composto mais abundante (pico 3) (Figura 23) pode ter
um papel importante, dada a sua maior concentrac¢do, o que sugere uma contribui¢ao significativa
para as atividades bioldgicas do extrato em estudo. A presenga destes trés derivados glicosilados
de crisoeriol aponta para uma diversidade de flavonoides no extrato de Z. golungensis.

A variagdo nos tempos de retencdo e nas massas moleculares dos compostos sugere
pequenas modificagdes estruturais, como o tipo e o numero de agucares glicosilados, que podem
influenciar as suas propriedades biologicas e estabilidade. A glicosilagao ¢ um fator que aumenta
a complexidade quimica e a diversidade dos produtos naturais, alterando as propriedades fisicas e

bioldgicas dos flavonoides e favorecendo a regulagdo do metabolismo celular (Zha, 2019).
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Figura 23: Cromatograma a 370 nm, os numeros dos picos dos compostos tentativamente identificados.

Os grupos hidroxilos dos flavonoides mais reactivos, quando glicosilados, aumentam a
estabilidade e a solubilidade em agua, o que melhora as suas propriedades biologicas, facilita a
absorcao e biodisponibilidade, e reduz a toxicidade aguda e efeitos prejudiciais para a satude. Estas
caracteristicas podem abrir caminho para o desenvolvimento de potenciais terapias naturais
(Kumar & Pandey, 2013); (Slamova et al., 2018)

Flavonoides glicosilados (Figura 24) sdo encontrados em varios glicosideos, como
glicosideos, ramnosideos, galactosideos, arabinosideos e rutinosideos, comuns em compostos de

origem natural (Sldmova et al., 2018).

O facto de os trés compostos identificados serem glicosideos sugere que estas formas
conjugadas podem funcionar como mecanismos de armazenamento e transporte de metabolitos
secundarios nas plantas. A glicosilacdo pode também influenciar a atividade antioxidante destes

compostos, um aspeto que seria interessante explorar em estudos futuros.
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Figura 24: Estrutura quimica de criseoriol glicosilado
(criseoriol 6-O-acetil-4'-B-D-glicosideo).

Embora as identificacdes tenham sido realizadas com base nos dados de ESI/MS e em
comparagdes com a literatura, estas sdo, por ora, identificacdes tentativas. Para uma confirmacao
estrutural definitiva, seria necessario o uso de padrdes auténticos. Além disso, a quantificagao
baseou-se em métodos espectrofotométricos, titeis para uma analise preliminar, mas que podem
apresentar limitacdes em termos de precisdo absoluta.

Os resultados indicam que o extrato de Z. golungensis contém importantes derivados
fenolicos de crisoeriol com potencial relevancia biologica. A diversidade estrutural dos compostos
glicosilados pode influenciar as propriedades farmacoldgicas e a sua aplicabilidade. Estudos
futuros devem focar-se na confirmagdo estrutural, avaliagdo da bioatividade especifica destes
compostos e exploragdo do seu potencial terapéutico, especialmente em contextos de doengas

inflamatorias ou de stress oxidativo.

O crisoeriol tem sido amplamente estudado pelas suas propriedades bioldgicas, incluindo
atividades  anti-inflamatéria, anticancerigena, antitumoral, antidiabética, antioxidante,
antibacteriana e antifingica (Aboulaghras et al., 2022) (Wang et al., 2023) (Yoon & Park, 2021) ).
Adicionalmente, crisoeriol tem mostrado efeitos benéficos em modelos de doengas
cardiovasculares, anti-obesidade, anti-mutagénicos e antinociceptivos (Jain et al., 2014)

Num estudo de (Wei et al., 2019) a atividade anticancerigena do crisoeriol foi avaliada em
células de cancro do pulmio (A549) in vitro e, em modelos de xenoenxerto de camundongos,
observou-se uma inibi¢cdo do crescimento tumoral com uma dosagem de 50 mg/kg. (Wu et al.,
2020) relataram a atividade anti-inflamatoéria do crisoeriol, tendo constatado, em modelos de

camundongos, uma reducdo da inflamagdo e da produgdo de NO, prostaglandinas e citocinas pro-
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inflamatorias (IL-6, IL-1 e TNF-a) em células RAW264.7 estimuladas por LPS, reguladas por
NF-Kb e STAT3.

No estudo de Bashyal et al., (2019), a atividade antimicrobiana do crisoeriol foi comparada
com a luteolina contra S. aurreus 3640 (MRSA) e P. hauseri (NBRC 3851). O crisoeriol apresentou
valores de MIC mais baixos, revelando uma maior eficacia em relagdo a luteolina. Por fim,(Mishra
et al., 2003), avaliaram a capacidade antioxidante do crisoeriol e crisoeriol glicosilado, verificando
que o crisoeriol puro foi mais eficaz na inibicdo da peroxida¢do lipidica induzida por Fe(Ill) e
Fe(Il), enquanto o crisoeriol glicosilado foi mais eficiente na elimina¢do de radicais DPPH e na

inibi¢do de xantina/xantina oxidase.

4.2. Atividade antimicrobiana e antifungica
4.2.1. Atividade Antimicrobiana

A Tabela S apresenta os resultados obtidos no ensaio da atividade antimicrobiana do
extrato hidroetandlico da raiz de Z. golungensis, contra varias bactérias de origem alimentar e
clinica, incluindo tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.

Em relagdo as bactérias de origem clinica, o extrato da Z. golungensis nao demonstrou
atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas, nem contra certas bactérias Gram-
negativas, como, Proteus mirabilis e klebsiella pneumoniae, Contudo, observou-se uma acao
inibitoria contra Escherichia coli, Morganella morganii ¢ Pseudomonas auriginosa com uma
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) de 10 mg/mL. Contudo, o extrato ndo exibiu acdo
bactericida contra qualquer das bactérias clinicas testadas.

No que respeita as bactérias de origem alimentar, o extrato de Z. golungensis mostrou
atividade bacteriostatica contra Escherichia coli (CMI de 5mg/mL), Pseudomona aeruginosa e
Salmonella enterocolitica (ambas com CMI de 10 mg/mL). No entanto, ndo foi observada
atividade inibitoria contra Enterobacter cloacae e Yersinia enterocolitica. Além disso, o extrato
ndo exibiu atividade bacteriostatica contra as bactérias Gram-positivas de origem alimentar,

nomeadamente Bacillus cereus, Listeria monocytogenes € Staphylococcus aureus.
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Tabela 5: Atividade antibacteriana dos extratos hidroalcoolicos obtidos a partir de Z. golungensis
e os controlos positivos utilizados

Extrato de
Z. Controlo Positivo
golungensis
Ampicilina Steptomicina Meticilina
Atividade antimicrobiana (10 mg/mL) (1 mg/mL) (1 mg/mL)
(MIC & MBC, mg/mL) CMI CMB  CMI CMB cMI CMB CMI CMB
Bactérias Clinicas
Gram-negativas
Escherichia coli 10 - 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Klebsiella pneumoniae ° ° 10 20 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Morganella morganii 10 - 20 >20 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Proteus mirabilis ° ° 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Pseudomonas aeruginosa 10 - >20 >20 0.5 1 n.t. n.t.
Gram-positivas
Enterococcus faecalis ° ° 0.15 0.15 n.t. n.t. 0.0078 0.0078
Listeria monocytogenes ° ° 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
MRSA B B 0.15 0.15 n.t. n.t. 0.25 0.5
Propionibacterium acnes - - 0.15 0.15 n.t. n.t. 0.25 0.5
Bactérias Alimentares
Gram-negativas
Enterobacter cloacae ° ° 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Escherichia coli 3 B 0.15 0.15 0.01 0.01 n.t. n.t.
Pseudomonas aeruginosa 10 - 0.63 0.63 0.06 0.06 n.t. n.t.
Salmonella enterocolitica 10 B 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Yersinia enterocolitica 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Gram-positivas
Bacillus cereus B B n.t. n.t. 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Listeria monocytogenes B B 0.15 0.15 0.0078 0.0078 n.t. n.t.
Staphylococcus aureus B B 0.15 0.15 0.0078 0.0078 0.0078 0.0078

MRSA- Staphylococcus aureus resistente a meticilina. CMI: concentragdo minima; CMB: concentracdo minima bactericida; nt:
nao testado

Um estudo de Maroyi, (2019b) investigou a atividade antimicrobiana do extrato metanolico
das folhas de Z. golungensis, utilizando o método de microdilui¢do, com cloranfenicol e
estreptomicina como controlos positivos. Este estudo revelou atividade contra Bacillus cereus

(MIC de 1 mg/mL), mas ndo demonstrou atividade contra outras bactérias como Staphylococcus
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epidermidus, Staphylococcus aureus, Micrococcus kristinae, Streptococcus pyrogens, Escherichia
coli, Salmonella pooni, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonae.
A discrepancia nos resultados pode estar associada ao facto de terem sido estudadas diferentes
partes da planta e a outros fatores, como a época de colheita, o solvente utilizado na extragdo e o
método de conservacao das amostras.

Noutro estudo de Maroyi, (2019a) que avaliou o extrato metandlico da casca do caule de
uma espécie relacionada,, Z. africana também pelo método de microdilui¢do, o extrato revelou
atividade contra varias bactérias, incluindo Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Micrococcus kristinae, Proteus vulgaris, Seratia
marcescens e Staphylococcus aureus, com valores de MIC entre 1 mg/mL e 5 mg/mL. No entanto,
nao foi observada atividade contra Escherichia coli. A divergéncia de resultados entre os estudos
pode ser atribuida ndo s6 ao uso de espécies diferentes, mas também a parte da planta analisada
(casca do caule vs. raiz neste estudo).

4.2.2. Atividade Antifiingica

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos no ensaio da atividade antifingica do extrato
hidroetanolico da raiz de Z. golungensis, O extrato ndo apresentou atividade inibitdria nem
fungicida contra os fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus fumigatus. Nao foram
encontrados estudos diretamente comparaveis que analisassem a atividade antifiingica do extrato
hidroetanoélico da raiz de Z. golungensis. No entanto, outros estudos do mesmo género (mas de
espécies diferentes e com solventes e partes da planta distintas) indicam atividade antifungica sob
certas condi¢gdes, sugerindo que os resultados divergentes neste estudo podem dever-se a essas

diferencas experimentais.
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Tabela 6: Atividade antifingica dos extratos hidroalcoolicos obtidos a partir de Z. golungensis e
o controlo positivo utilizado.

Extrato de Z. golungensis Controlo
Positivo
Ketaconazole
Atividade antifungica CMI CMF CMI CMF
(MIC & MFC, mg/mL)
Aspergillus brasiliensis - - 0.06 0,125
Aspergillus fumigatus - - 0.5 1

CMI: concentragdo minima; CMF: concentragdo minima fungicida;

Num estudo de Maroyi, (2019a), que investigou o extrato metanolico da casca do caule de
Zanha africana contra uma série de fungos patogenicos (4Aspergillus fumigatus, Aspergillus fiavus,
Aspergillus niger, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida guilliemandii e Candida krusei), verificou-se atividade contra todos os fungos testados,
com valores de MIC a partir de 0,3 mg/mL, e atividade fungicida com valores entre 1,0 mg/mL e
8 mg/mL. Estes resultados diferem dos obtidos neste estudo, que ndo demonstrou qualquer
atividade contra Aspergillus brasiliensis e Aspergillus fumigatus. As discrepancias podem estar
relacionadas com a diferenga nas espécies e partes das plantas analisadas, além de fatores como o
clima, tipo de solo, métodos de colheita, secagem e armazenamento, € o proprio método de

extracao.

4.3. Atividade anti-inflamatoria
A Tabela 7 apresenta os resultados da atividade anti-inflamatdria do extrato da raiz de Z.
golungensis em células RAW264.7, uma linha de macrofagos de rato, com a dexametasona
utilizada como controlo positivo. O extrato demonstrou atividade anti-inflamatéria, com um ICso
de 231,76 + 8,44 ng/mL, através da inibi¢do da producdo de 6xido nitrico (NO) nestas células.
Durante a pesquisa, ndo foi possivel encontrar estudos especificos que avaliassem a
atividade anti-inflamatoria da espécie Z. golungensis em linhas de macrofagos. Assim, foi

necessario recorrer a estudos realizados com outra espécie do mesmo género, Z. africana.
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Tabela 7: Atividade anti-inflamatéria do extrato da raiz da Z. golungensis

Atividade anti-inflamatoéria
Extrato Dexametasona (pg/mL)
RAW264.7 231,76+8,44 6.3t1.4

ICs0 valores que correspondem a concentragao que causa 50% de inibigdo da producdo de NO; RAW264.7 —

Célula de macrofago de rato.

Um estudo conduzido por (Cuéllar et al., 1997), investigou o efeito inibitorio do extrato da
casca daraiz de Z. africana em vérios modelos de inflamagdo em ratos, utilizando a dexametasona
como referéncia. Nesse estudo, o extrato metanolico da casca da raiz de Z. africana mostrou
capacidade para reduzir o edema auricular em 26% em camundongos, numa concentragdo de 0,5
g/orelha, quando a inflamagdo foi induzida por acido araquidénico. Num modelo de inflamacao
cronica da pele, induzido por éster de forbol (TPA) também em camundongos, o extrato metanolico
conseguiu reduzir o edema auricular em 48% e diminuir a infiltragdo de leucocitos, com uma

reducdo de 66% na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

4.4. Atividade citotoxica

A Tabela 8 apresenta os resultados da atividade anti proliferativa do extrato da raiz de Z.
golungensis contra diversas linhas celulares tumorais — AGS (adenocarcinoma gastrico humano),
CaCo-2 (adenocarcinoma de c6lon humano), MCF-7 (adenocarcinoma da mama humano), NCI-
H460 (carcinoma do pulmao humano) — e ndo tumorais (VERO, células de embrido de macaco
verde africano). Observou-se que o extrato foi capaz de inibir o crescimento de todas as linhas
celulares tumorais testadas, com os valores de Glso especificos:

- AGS: 183,04 + 3,66 ug/mL

- CaCo-2: 184,48 + 3,04 pg/mL

- MCF-7: 195,65 £ 4,17 pg/mL

- NCI-H460: 133 + 6,53 pg/mL

Para a linha celular de carcinoma do pulmao (NCI-H460), o extrato demonstrou a maior
capacidade inibitoria, com o valor de Glso mais baixo entre as células tumorais avaliadas.

Contrariamente, nas células ndo tumorais (VERO), o extrato, mesmo na concentragdo maxima
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testada, ndo mostrou atividade anti proliferativa (Glso > 400 pg/mL), indicando que nao foi toxico
para células ndo tumorais.

Nao foi possivel encontrar estudos especificos que avaliem a atividade anti proliferativa da
espécie Z. golungensis em linhas celulares tumorais e ndo tumorais, o que levou a consulta de
estudos com espécies do mesmo género. Apesar das diferengas entre as espécies, tais estudos

podem fornecer uma base comparativa interessante.

Tabela 8: Atividade citotdxica do extrato da raiz da Z. golungensis.

Actividade Antiproliferativa

Extrato Ellipticine (ng/mL)
AGS 183,04+3,65 1.23+0.03
Linhas celulares CaCo-2 184,48+3,04 1.21£0.02
tumorais MCF 7 195,65+4,17 1.02+0.02
NCI-H460 133,79+6,53 1.01+0.01
Linhas celulares ndo VERO =400 0.6£0.1

tumorais

Glso valor que corresponde a concentragdo que causa 50% de inibi¢do da proliferagdo celular; AGS -
adenocarcinoma gastrico humano; CaCo-2 - adenocarcinoma de célon humano; MCF-7 - adenocarcinoma de mama

humano; NCI-H460 - carcinoma de pulmdo humano.

Os resultados sugerem que o extrato de Z golungensis possui um potencial anti
proliferativo promissor, especialmente contra células de carcinoma pulmonar. A presenca de
compostos fenolicos na amostra testada poderd ser um fator relevante a explorar em estudos
futuros, uma vez que esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades anticancerigenas.

Um estudo conduzido por (Beuscher, 1994), com a espécie Z. africana do mesmo género
que a Z. golungensis), revelou que o extrato metandlico a 25% e o extrato etanolico da casca da
raiz foram capazes de induzir a produgdo de interferdo-alfa e beta (IFN-a,f), o que sugere um
possivel efeito imunomodulador.

Outro estudo, realizado por(Runyoro et al., 2006), avaliou a atividade antiproliferativa do
extrato metanodlico da raiz de Z. africana, e demonstrou uma inibi¢do significativa (75,7%) da
proliferacdo de células HelLa (carcinoma cervical humano) a uma concentragdo de 10 pg/mL.

Embora a linha celular HeLa ndo tenha sido incluida no presente estudo, a evidéncia da atividade
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anti proliferativa de Z. africana em células cancerigenas sugere que Z. golungensis podera ter
efeitos semelhantes, encorajando futuras investigacdes sobre o seu impacto em outras linhas

celulares tumorais.

4.5. Atividade antioxidante

Os resultados apresentados na tabela 9 indicam que o extrato da raiz de Z. golungensis
apresenta atividade antioxidante significativa, evidenciada pela inibi¢do da formacgdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). No ensaio de TBARS, o extrato obteve um

valor de ECso de 0,170 + 0,002 pg/mL, sugerindo um elevado potencial antioxidante.

Nao foi encontrado um estudo especifico sobre a avaliacdo do extrato hidroetanolico daZ.
golungensis no ensaio de TBARS, sendo necessario recorrer a investigacdes que analisam a mesma
espécie, mas em ensaios distintos e utilizando diferentes partes da planta. Essas varidveis podem

contribuir para a diversidade de resultados observados.

Tabela 9: Atividade antioxidante dos extratos hidroetanolico obtidos a partir de Z. golungensis.

Extrato de Z. golungensis Controlo positivo
Atividade antioxidante (ECso pg/mL) Trolox

TBARS 0.170+0.002 19.6+£0.8

Um estudo realizado por Maroyi (2019b), avaliou o extrato metandlico das folhas Z.
golungensis, num contexto antioxidante, obtendo resultados significativos. No ensaio com 2,2'-
acido azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), foi registado um valor de 0,1 mg/mL,
enquanto no teste de eliminacdo do radical livre DPPH, o extrato demonstrou uma atividade de
elimina¢do dependente da concentracdo. Para a capacidade de redugdo férrica (FRAP), o extrato
revelou uma capacidade redutora de 47,2 umolFe?**/g, sendo comparado ao hidroxitolueno butilado
(BHT) com 62,4 umolFe**/g. Quercetina e catequina foram usadas como controlos positivos.

Outro estudo, realizado por Margaret O. Sofidiya, (2012), avaliou a atividade antioxidante
de extratos metandlicos de folhas de seis espécies da familia Sapindaceae, incluindo Z.

golungensis, para os ensaios de DPPH, ABTS e FRAP. O extrato de Z. golungensis demonstrou
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significativa atividade antioxidante nos ensaios realizados: para o teste de DPPH, verificou-se uma
capacidade de captacdo de radicais superior a 70% numa concentragdo de 50 pg/mL, e uma
atividade de eliminagdo dependente da concentragdo; no ensaio de ABTS, a inibi¢do variou entre
62,7% e 92,2%; e no ensaio de FRAP, o extrato mostrou capacidade redutora do complexo TPTZ-
Fe(Ill) para TPTZ-Fe(Il), quando comparado a antioxidantes de referéncia como BHT, écido

ascorbico e catequina.
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5. Conclusao



Com base nos resultados obtidos, pode concluir-se que o extrato da raiz de Z. golungensis
possui propriedades promissoras em diversas atividades biologicas, o que justifica a sua relevancia
como alvo de investigacao.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) identificou trés compostos
fendlicos no extrato, todos partilhando a mesma estrutura principal de crisoeriol, com variagdes na
ligacdo de agucares a estrutura base. Essas diferencas estruturais nos compostos fendlicos podem
influenciar as atividades bioldgicas observadas, sugerindo a importancia desses componentes na
bioatividade do extrato.

No que respeita a atividade antimicrobiana, o extrato demonstrou agdo contra bactérias
Gram-negativas de origem clinica, incluindo Escherichia coli, Morganella morganii e
Pseudomonas aeruginosa. No caso de bactérias de origem alimentar, o extrato exibiu atividade
inibitoria contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterocolitica. Estes
resultados indicam um potencial uso do extrato como agente antimicrobiano, especialmente contra
microrganismos patogénicos de interesse clinico e alimentar.

Em termos de atividade antioxidante, o extrato demonstrou uma elevada capacidade para
inibir a formagao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), evidenciando um
potencial antioxidante significativo. Este efeito sugere que o extrato pode ajudar a mitigar o stress
oxidativo, um fator importante no desenvolvimento de varias doengas cronicas e degenerativas.

Quanto a atividade anti-inflamatoria, o extrato mostrou capacidade para inibir a produgdo
de 6xido nitrico em linhas celulares de macrofagos de ratos (RAW 264.7), o que aponta para o seu
potencial anti-inflamatorio e relevancia no controlo de processos inflamatorios.

Relativamente a atividade citotoxica, o extrato evidenciou uma a¢do anti proliferativa,
inibindo o crescimento de varias linhas celulares tumorais humanas, incluindo AGS
(adenocarcinoma gastrico), CaCo-2 (adenocarcinoma de coélon), MCF-7 (adenocarcinoma
mamario) e NCI-H460 (carcinoma pulmonar). Importa destacar que, nas células ndo tumorais
(linhas celulares VERO), o extrato ndo apresentou toxicidade significativa, o que real¢a a sua
seletividade para células tumorais.

Em sintese, os resultados obtidos sugerem que o extrato da raiz de Z. golungensis apresenta
um elevado potencial bioldgico, com atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e

anti proliferativa em células tumorais. Estes resultados reforcam a relevancia da Z. golungensis
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como fonte potencial de compostos bioativos e justificam a continuidade da investigagdo para
aprofundar a compreensao dos seus mecanismos de acdo e explorar as suas aplicagdes terapéuticas

e industriais.
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Perspetivas futuras

Considerando a diversidade de glicosideos identificados ligados a estrutura principal de
crisoeriol, investiga¢des futuras poderiam concentrar-se em analises estruturais mais detalhadas
para confirmar definitivamente a configuragdo destes compostos. Além disso, ¢ recomendavel
realizar estudos de bioatividade especificos, visando avaliar o potencial terapéutico dos compostos
identificados, sobretudo no contexto de doengas inflamatorias e condi¢des associadas ao stress
oxidativo.

Paralelamente, estudos futuros poderiam explorar a presenca e a bioatividade de saponinas
na Z. golungensis, dada a sua relevancia potencial para fins terapéuticos. Em particular,
recomenda-se investigar os triterpenoides presentes na raiz desta espécie, visto que poucos estudos
at¢é ao momento abordaram o potencial medicinal desses compostos no género Zanha. A
caracterizacao e analise de triterpendides e outras saponinas podem contribuir para a identificagao
de novos agentes terapéuticos, promovendo a valorizagdo farmacoldgica da Z. golungensis e o seu

possivel uso em aplicacdes terapéuticas.
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