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Abstract

Abstract

Plants were used by our ancestors, not only as food, but also as a therapeutic
solution. Taking into account their health benefits and, according to the World Health
Organization (WHO), their use as an ingredient in the pharmaceutical and food
industries has increased significantly, over time.

Bioactive compounds are an important group present in plants, acting in the
prevention of human diseases associated with oxidative stress. The aim of this study
was to characterize the phenolic composition and evaluate the bioactivity of several
samples of Lavandula pedunculata (Mill.) Cav, whose seeds were provided from
various natural populations of different regions of Portugal, and compare aqueous and
hydroethanolic extracts. From the HPLC-DAD-ESI/MSn analysis thirteen compounds
were identified, being salvianolic acid B, rosmarinic acid and luteolin-7-O-
glucuronide, the main compounds present. L. pedunculata aqueous extract revealed a
higher antioxidant potential, which could be related to its higher concentration in
phenolic compounds; however, the hydroethanolic extract showed a higher anti-
inflammatory potential and anti-proliferative capacity. Thus, this study highlights the
bioactive effects of this species and opens possibilities for uses in food and
pharmaceutical formulations. However, there are potential differences in such
properties according to geographical origin of plant material, as in general, the
samples from Alentejo presented higher results in all the bioactivities, compared with

Tréas-o0s-Montes samples.
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Resumo

Resumo

As plantas foram usadas pelos nossos ancestrais, ndo s6 como alimento, mas
também como uma solucdo terapéutica. Tendo em conta os seus beneficios para a
saude e, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a sua utilizacéo
como ingrediente na industria farmacéutica e alimentar, aumentou significativamente,
ao longo do tempo.

Os compostos bioativos sdo um grupo importante presente nas plantas, atuando
na prevencdo de doencas humanas associadas ao stresse oxidativo. O objetivo deste
estudo foi caracterizar a composicdo fenolica e avaliar a bioatividade de varias
amostras de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav, cujas sementes sdo provenientes de
diversas populagdes naturais de diferentes regides de Portugal, e comparar 0s seus
extratos aquosos e hidroetanolicos. A partir da analise HPLC-DAD-ESI/MSn foram
identificados treze compostos, sendo o acido salviandlico B, o acido rosmarinico e
luteolina-7-O-glucuroénido, os principais compostos presentes. O extrato aquoso de L.
pedunculata revelou maior potencial antioxidante, que pode estar relacionado com a
sua maior concentracdo em compostos fendlicos; no entanto, o extrato hidroetandlico
demostrou maior potencial anti-inflamatorio e capacidade anti-proliferativa. Assim,
este estudo destaca os efeitos bioativos desta espécie e abre possibilidades para o seu
uso em formulagdes alimentares e farmacéuticas. No entanto, existem potenciais
diferencas nestas propriedades de acordo com a origem geografica do material
vegetal, visto que as amostras do Alentejo apresentaram, em geral, melhores
resultados para todas as bioatividades, comparativamente com as amostras de Tréas-o0s-
Montes.
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Introdugéo

1.1. As plantas fonte de nutrientes e principios ativos

O reino das plantas (Plantae) engloba um vasto grupo de seres pluricelulares,
eucariontes e autotroficos, capazes de sintetizar aminoécidos e vitaminas através da
fixacdo desses elementos inorganicos, o que Ihes permite ndo depender de uma fonte
externa de producdo de proteinas para sobreviver (Lambers et al., 2017).

A sua evolucdo ao longo de milhares de anos e a sele¢do natural, como resposta
a diversos tipos de alteracdes, permitem que hoje em dia, exista uma grande variedade
de espécies, muitas das quais de extrema relevancia na alimentacdo dos seres
heterotréficos. Assim, ao longo da histéria da humanidade, aproximadamente 7000
espécies de plantas diferentes tém sido utilizadas como alimento pelo homem, sendo
um recurso essencial para o seu bem-estar, estando direta e indiretamente presentes na
cadeia alimentar (Lambers et al., 2017).

No que concerne a sua aplicabilidade terapéutica, um gquarto dos medicamentos
prescritos € derivado ou originario diretamente das plantas e 4 em cada 5 pessoas no
mundo dependem de plantas para os cuidados de salde primarios (Lambers et al.,
2017).

As espécies do género Lavandula sdo muito utilizadas, ndo s6 na medicina
popular, como também na industria alimentar, no fabrico de bebidas aromatizadas,
gelados, doces, pastelaria e pastilhas elasticas. Sdo também matéria-prima nas
industrias de perfumaria e farmacéutica, fazendo parte da formulacdo de sabonetes,
perfumes, coldnias, locdes para a pele e outros cosméticos (Kim & Lee, 2002).

Em Portugal, os usos tradicionais das espécies silvestres de Lavandula estéo
sobretudo relacionados com cuidados terapéuticos, cerimoénias religiosas, jardinagem,
aromaterapia e decoracdo. Também se utilizam como plantas e como plantas
meliferas na alimentacdo das abelhas (Zuzarte et al., 2010; Carvalho & Ramos, 2012).

Considerando a importancia da etnoflora na identificagdo de compostos e
principios ativos com interesse alimentar, medicinal e industrial, e a utilizagdo
tradicional das espécies de Lavandula em vérias regifes portuguesas, o estudo de
material vegetal proveniente destas espécies parece ser promissor no ambito da

investigacdo em farmacia e produtos naturais.
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Introducdo

1.1.1 Caracterizacao botanica da espécie estudada

A Lavandula pedunculata (Mill.) Cav., representada na Figura 1, é uma planta
pertencente a familia das Lamiaceae, que habita preferencialmente na metade
ocidental da Peninsula Ibérica, em Portugal e em Espanha (por exemplo na Galiza, em
Castela-Ledo, Estremadura, Castela - La Mancha), chegando até a parte ocidental da
Andaluzia, podendo também ocorrer no Norte de Africa e Turquia (Font Quer,, 1999;
Zuzarte et al.; 2010). Esta espécie € a mais resistente de todas as especies do género
Lavandula, distinguindo-se por aguentar os frios intensos dos climas continentais e
crescer em altitudes até aos 1500 m (Gonzales, 2016; Font Quer, 1999).

A L. pedunculata € conhecida em Portugal por rosmaninho, arc¢d, rosmaninho
maior ou lavanda. O tipo bioldgico da espécie varia entre caméfito (menos de 30cm
de altura) e nanofanerdéfito com um porte até cerca de 170 cm. Trata-se de uma planta
lenhosa, com folhas verde-acinzentado-tomentosas, inteiras e de margens revolutas;
as flores estdo organizadas em inflorescéncias do tipo espiga que tém um pedunculo
de cerca de mais de duas vezes o comprimento da inflorescéncia (Morales, 2010). As
espigas compactas sdao maiores do que as de uma lavanda comum (Lavandula
angustifolia Mill.) e tém uma forma ovoéide ou subcilindrica, com 1 a 6 brécteas
superiores, oblongas de cor violacea a palido-lilacineas ou, mais raramente, de cor

branca, como se pode observar na Figura 2 (Franco, 1984).
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Figura 2 - Pormenor de bracteas oblongas de inflorescéncia de L. pedunculata

M.Porto (2017). Flora-On: Flora de Portugal Interativa, Sociedade Portuguesa de Boténica.
http://www.flora-on.pt/#wLavandula+pedunculata+subsp.+pedunculata.
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A designacdo botanica actual corresponde a Lavandula pedunculata (Mill.)
Cav., no entanto esta espécie pode também ser identificada por diversas sinonimias,
tais como: Lavandula eliasii Sennen, Lavandula pedunculata subsp. pedunculata,
Lavandula stoechas subsp. pedunculata (Mill.) Samp. ex Rozeira, e Stoechas
pedunculata Mill. (The Plant List).

Esta designacdo pode incluir ainda os seguintes taxa infraespecificos:
Lavandula pedunculata subsp. atlantica (Braun-Blang.) Romo, Lavandula
pedunculata subsp. cariensis (Boiss.) Upson & S.Andrews, Lavandula pedunculata
subsp. lusitanica (Chaytor) Franco e Lavandula pedunculata subsp. sampaiana
(Rozeira) Franco (The Plant List).
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Introdugéo

1.2. Propriedades bioativas de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav

1.2.1. A bioatividade de metabolitos secundarios

A elevada preocupacdo do consumidor em praticar, cada vez mais, uma
alimentacdo saudavel, faz com que os alimentos ricos em metabolitos bioativos
estejam diariamente presentes na dieta (Dias et al., 2016). A fruta, os legumes e
outros alimentos de origem vegetal sdo extremamente ricos em compostos bioativos
disponiveis em formas livres ou conjugados soluveis (Acosta-Estrada et al., 2014).

Estes compostos bioldgicos podem ser divididos em 2 grandes grupos:
metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios - hidratos
de carbono, aminodcidos, lipidos e acidos nucleicos - sdo responsaveis pelo
desenvolvimento e crescimento dos organismos. Por outro lado, os metabolitos
secundarios sdo um grupo de compostos que, embora ndo sejam essenciais, conferem
as plantas capacidade para sobreviver e ultrapassar diversos obstaculos (i.e. factores
climéaticos adversos, herbivoria), e permite-lhes interagir com o que as rodeia e
adaptar-se (Lobo & Lourenco, 2007). A producdo de metabolitos secundarios
diferentes, em espécies também diferentes, esta principalmente associada a evolucao
seletiva e a necessidade particular de cada individuo e espécie.

A maioria dos compostos bioativos presentes nas plantas sdo efetivamente
produzidos como metabolitos secundarios. Todos 0s seres vivos processam estes
metabolitos para sobreviver e subsistir (Azmir et al., 2013). Sdo muitas vezes
produzidos como resposta as alteracdes do meio envolvente; a mesma espécie de
planta, crescendo em locais distintos podera ter diferentes concentracbes dos
compostos, ou até mesmo, diferentes compostos na sua constituicdo (Santos et al.,
2016).

Entre os varios metabolitos secundarios, alguns tém efeitos nos sistemas
biol6gicos e sdo, por isso, considerados bioativos, tendo efeitos farmacoldgicos ou
toxicos em humanos e animais (Azmir et al., 2013; Lobo & Lourengo, 2007).

Os compostos bioativos s@o moléculas que exercem um efeito benéfico nos
organismos Vvivos, tecidos ou células. Estes estdo presentes numa vasta variedade de
alimentos (frutas, legumes, plantas silvestres, entre outros), e a sua ingestdo
proporciona a melhoria do funcionamento do organismo, no que concerne a

prevencdo e/ou tratamento de varias doencas (Komes et al., 2011). S&o varios 0s
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compostos com potencial bioativo presentes nas plantas, tais como vitaminas,
carotenoides (licopeno, p-caroteno e xantofilas) e polifenodis (Komes et al., 2011).

Pelo facto dos compostos fendlicos fazerem parte de um conjunto de plantas e
atuarem beneficamente no metabolismo humano, torna-se relevante a sua analise,
bem como o seu efeito e interacdo terapéutica, nomeadamente em doencas humanas
(Barbosa-Pereira et al., 2014).

Os compostos fenolicos sdo uma grande classe de metabolitos secundarios que
tém como base um grupo hidroxilo ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto
aromatico (sendo o mais simples denominado de fenol). Estes compostos sao
classificados como fendis simples ou polifendis, dependendo do numero de unidades
de fenol que tém na sua molécula e sdo sintetizados como resposta a pressdes
ecoldgicas, como radiacdo UV, ataques de agentes patogénicos e insetos ou feridas
(Dias et al., 2016). Caracterizam-se, também, por serem um grupo muito heterogéneo
de uma grande variedade de compostos, como acidos fendlicos, cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, lignanas e lenhina (Costa
etal., 2013a,b; Port et al., 2013).

Os flavondides sdo um dos grupos mais abundantes dentro dos compostos
fenolicos, e encontram-se principalmente acumulados na epiderme de folhas e na pele
de frutos, estando envolvidos na protecdo contra os raios UV, na pigmentacdo dos
frutos, na resisténcia contra doencas e inducdo da fixacdo de azoto (Carocho &
Ferreira, 2013b).

O principal mecanismo de acdo destes compostos passa pela sua capacidade de
captar espécies reativas de oxigénio e de quelar ides metélicos, dispondo assim, de
uma distinta acdo antioxidante (Port et al., 2013).

Sdo vérias as vias metabdlicas envolvidas na biossintese de compostos
fenolicos, no entanto, a via metabdlica mais relevante é a do acido xiquimico e por
isso a formacdo do xiquimato é um passo crucial na formacdo destes compostos
(Figura 3). Esta via é igualmente responsavel pela formagdo de aminoacidos que,
consequentemente, vao dar origem a proteinas essenciais a formacao de tecidos nas
plantas, competindo diretamente com a formacdo de compostos fendlicos (Costa et
al., 2013b).
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Figura 3 - Via biossintética de compostos fenolicos (Lobo & Lourengo, 2007)

Ao longo dos anos, os compostos fendlicos tém sido largamente estudados em
varios alimentos, nomeadamente em plantas, devido as suas capacidades terapéuticas
em patologias relacionadas com o sistema nervoso e gastrointestinal (Costa et al.,
2013a).
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1.2.2. O caso particular da espécie L. pedunculata

O facto de muitas espécies de lavanda produzirem moléculas bioativas confere-
Ihes propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anticolinesterases. A sua atividade
antioxidante relaciona-se com a protecdo eficiente das células contra o stresse
oxidativo, atuando como captadores de radicais livres, agentes redutores ou dadores
de protbes (Costa et al., 2013a; Zuzarte et al., 2009). Tendo em conta estas
caracteristicas, a espécie L. pedunculata tem sido utilizada popularmente como agente
terapéutico com agdo anti-septica, para limpeza de feridas, recorrendo a lavagem das
mesmas com extratos aquosos (infusdes) deste material vegetal (Font Quer, 1999).

Tendo em conta estudos anteriores, foram varios os compostos fendlicos
detetados na espécie de L. pedunculata, como se encontra esquematizado na Tabela
1, nomeadamente o &cido 4-O-cafeoilquinico, o acido 5-O-cafeoilquinico, o acido

rosmarinico, a luteolina e a apigenina (Costa et al., 2013b).

Tabela 1. Compostos bioativos de L. pedunculata descritos em trabalhos anteriores

Classe de Compostos A
o Referéncias
compostos bioativos
Acido 4-O-cafeoilquinico,
Acido 5-O-Cafeoilquinico, Costa et al., 2013b
Acido rosmarinico
Acidos . . _
Fendlicos Acido rosmarinico Pereira et al., 2015
Acido rosmarinico,
Acido 6-hidroxicafeico Pedersen, 2000
. Luteolina,
Flavonoides S Costa et al., 2013b
Apigenina

Fonte: Costa et al., 2013b

Os éacidos cafeoiquinicos detetados sdo habitualmente encontrados num vasto
conjunto de plantas e pertencem a familia dos &cidos clorogenicos. Em L.
pedunculata tém sido identificados o acido 4-O-cafeoilquinico (cuja denominagdo

comum ¢é acido criptoclorogénico), representado na Figura 4, e o é&cido 5-O-
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cafeoilquinico (comumente designado de acido clorogénico), representado na Figura
5. Estes dois compostos apresentam atividade microbiana, antioxidante, antitumoral e
anti-histaminica, 0 que os torna interessantes para aplicacdo em diversos sectores
industriais - farmacéutico, alimentar e cosmético (Bajko et al., 2016; Forino et al.,
2015; Miyamae et al., 2011).

0

HO

OH

Figura 4 - Estrutura quimica do acido 4-O-cafeoilquinico

HO \

HO

Figura 5 - Estrutura quimica do acido 5-O-cafeoilquinico

Outro dos compostos comumente identificado nesta espécie é o 4cido
rosmarinico (Figura 6). Este, para além de possuir propriedades antioxidantes e
analgésicas, também demonstrou forte atividade anti-inflamatoria em ratos, sendo por
isso um potencial candidato a tratamentos de dores neuropaticas e diferentes
distarbios neuroldgicos associados a inflamacdo (Adomako-Bonsu et al., 2017;
Nicolai et al., 2016; Rahbardar et al., 2017).
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OH
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Figura 6 - Estrutura quimica do &cido rosmarinico

A luteolina representa outro dos fenois geralmente identificados nesta espécie
(Figura 7). E uma flavona presente em muitas frutas e vegetais, que possui potencial
antioxidante demonstrado, tanto em modelos in vitro como in vivo. As suas
propriedades antioxidantes, anti-irritantes e anti-inflamatorias, quimiopreventivas e
quimeoterapéuticas permite-lhe atuar na prevencao e/ou combate de algumas doencas,
nomeadamente a nivel cancerigeno (Kasala et al., 2016). Tendo em conta os estudos
realizados, este composto pode ser utilizado em suplementos alimentares para o
tratamento ou prevencdo da degeneragdo macular relacionada com a idade (doenca
caracterizada por inflamag&o prolongada e excesso de stresse oxidativo) (Hytty et al.,
2017). A luteolina possui, ainda, atividade antiviral contra o virus da encefalite
japonesa (Género Flavivirus, familia Flaviviridae transmitido pela picada de insectos)
(Fan et al., 2016).

OH

OH

HO O

OH O

Figura 7 - Estrutura quimica da luteolina

A apigenina, representada na Figura 8, é também um composto frequentemente

detetado, apresentando atividade antitumoral, especialmente como quimiopreventivo
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e grande potenciador da atividade quimioterapéutica do 5- fluorouracilo para o
tratamento de cancro de mama em ratos (Gaballah et al, 2017). A apigenina para além
do seu potencial antioxidante tem, também, a capacidade de induzir apoptose em
linhas celulares tumorais de prdstata, resistentes as terapéuticas convencionais (Ganai,
2017; Telange et al., 2016).

OH

HO O

OH O

Figura 8 - Estrutura quimica da apigenina

A espécie L. pedunculata tem também vindo a ser estudada de forma a
caracterizar ndo sé os seus compostos bioldgicos mas também as suas bioatividades,

que se encontram esquematizadas na Figura 9.

\

Luteolina
Flavonoides < Antioxidante
Apigenina

Antimicrobiana

Compostos o Tl et .. -
-_ FenoPlicos Acido 4-0-cafeoilquinico Anti-inflamatdria

Acido 5-0-cafeoilquinico Antitumoral
Acidos
Fenolicos ) Analgésica
Acido rosmarinico
Antiviral

Acido 6-hidroxicafeico

J

Figura 9 - Propriedades bioativas dos compostos fendlicos presentes na espécie L. pedunculata
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Num estudo realizado por Ferreira et al. (2006) foram analisados extratos
polares (agua: etanol) de L. pedunculata que demonstraram uma capacidade
antioxidante apreciavel. De acordo com estes autores, a planta é utilizada, na
medicina tradicional, na forma de infusdo das inflorescéncias , administrada por via
oral para tratamentos de ansiedade, insdnias, anorexia, tosse e bronquites.

Costa et al. (2013a) avaliaram também o potencial antioxidante de L.
pedunculata e demonstraram que esta espécie € uma fonte de compostos naturais
capazes de prevenir doencas neurodegenerativas. A atividade antioxidante foi também
confirmada por Pereira et al. (2015), que testaram extratos aquosos e metandlicos e
concluiram que esta capacidade antioxidante parece correlacionar-se com o alto teor
em polifendis totais e flavonoides dos extratos. Esta espécie mostrou, ndo s6 potencial
antioxidante e antibacteriano, mas também auséncia de citotoxicidade. Assim, pelo
facto destes extratos ndo apresentarem efeitos toxicos ou diminuirem a viabilidade
celular, o seu uso em formulagbes cosméticas ndo apresenta qualquer risco para a
salde humana, sendo, por isso, ideais para serem utilizados em cremes ou outros

produtos anti-envelhecimento e para tratamentos cutaneos.

1.3. Mecanismos de a¢do dos compostos bioativos

1.3.1. Acdo antioxidante

Uma vez que os antioxidantes naturais provenientes de plantas podem atuar
através de varios mecanismos, torna-se importante estuda-los em pormenor e perceber
a sua relagdo com diferentes bioatividades (Komes et al., 2011).

Uma grande parte dos antioxidantes sdo acidos fenodlicos e flavondides, que
exibem poder antioxidante, mas também anti-tumoral, anti-inflamatorio, antiviral,
entre outros (Komes et al., 2011). Estes compostos sdo capazes de remover espécies
reactivas de oxigénio formadas nas células e, por isso, proteger o organismo de
doencas (Bajpai et al., 2015).

Os radicais livres sdo produzidos durante o funcionamento normal do
organismo, nomeadamente no metabolismo celular, em particular das mitocondrias,
mas também podem ser influenciados por processos inflamatérios, fagocitose,

atividade de xantina oxidases, peroxissomas, exercicio fisico, entre outros. Existem
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também fatores externos ao organismo como o tabaco, a poluicdo ambiental, a
radiacdo, farmacos, pesticidas, solventes industriais e 0zono, que ajudam a promover
a producdo de radicais livres (Prasad et al., 2017). Tanto os fatores enddgenos como
ex0genos estdo esquematizados na Figura 10.

Embora o oxigénio seja essencial a vida, as suas espécies reativas tém efeitos
nefastos no nosso organismo. Ainda que o corpo humano tenha formas de defesa
contra estes ataques, varias substancias com efeitos antioxidantes tém vindo a ser
estudadas, cada vez mais aprofundadamente, no sentido de encontrar fontes exdgenas

que auxiliem as defesas enddgenas do organismo (Carocho & Ferreira, 2013a).

Exogenos
Metabolismo Tabaco
celular
Processos Poluicado
inflamatorios ambiental
=l Fagocitose Radiagdo
Exercicio ,
fisico ] Farmacos
X"%ntma | Pesticidas
oxidases
| Solventes
industriais
— Ozono
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Figura 10 - Fatores end6genos e exdgenos que influenciam a producdo de ROS no organismo (Barros
etal., 2016)
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O equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo destas especies reactivas de
oxigénio (ROS) pelos antioxidantes é bastante delicado, e se esse equilibrio tender
para 0 excesso de producdo de ROS, a célula comecga a sofrer consequéncias do
stresse oxidativo (Akhtar et al., 2017).

Para além das ROS existem também espécies reactivas de azoto (RNS) e de
enxofre (RSS) e os principais alvos destes radicais livres sdo proteinas, moléculas de
DNA e RNA, agUcares e lipidos. Estima-se que cada célula humana seja alvo de ROS,
em média, 150 vezes durante a sua vida, induzindo stresse oxidativo, que tem sido
associado a doencas como cancro, doencas cardiovasculares, disturbios neuroldgicos,
hipertensdo, problemas de figado, inflamacdo, Diabetes mellitus, obesidade, autismo,
Alzheimer, Parkinson, Ulceras gastricas, entre outras (Carocho & Ferreira, 2013a).

Os antioxidantes sdo substancias que retardam, previnem ou removem danos
oxidativos, tendo também a capacidade de captar ROS, atuando indiretamente na
regulacdo das defesas antioxidantes ou inibindo a producdo de radicais livres
(Miranda-Vizuete & Veal, 2017). Com a evolu¢do humana, as defesas endégenas do
nosso corpo contra os radicais livres, melhoraram gradualmente, permitindo manter
um balanco entre estes e o stresse oxidativo e, embora tenhamos essas defesas,
podemos ainda complementé-las pela inclusdo de compostos bioativos na dieta

através dos alimentos ou de suplementos alimentares (Carocho & Ferreira, 2013b).

Captura de radicais livres I .
P — _—7 Impacto no ciclo celular
Inibicéo da oxidagdo de € —— Indugdo de enzimas
enzimas antioxidantes enddgenas

r N\

Figura 11 - Bioatividades de diferentes compostos (Kasala et al., 2016, Miyamae et al., 2011)
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A ingestdo de antioxidantes pode controlar significativamente a severidade de
doencas cronicas, providenciando uma relacdo proxima entre a captacdo de radicais
livres e 0 envolvimento das respostas enddcrinas, como se encontra representado na
Figura 11. Assim, a importancia da inclusdo de antioxidantes na dieta para a
prevencdo de doencas crénicas e uma melhoria da sadde geral tem sido grande alvo

de pesquisa nas ultimas décadas (Bajpai et al., 2015).

1.3.2. Acao antimicrobiana

A presenca de compostos fenolicos em plantas estd, também, associada a
atividade antimicrobiana. De acordo com alguns autores, este potencial
antimicrobiano estd relacionado com o alto teor em flavondides e taninos
condensados, presentes em algumas espécies (Belhadj et al., 2016).

A atividade antimicrobiana ja foi estudada numa grande variedade de plantas,
que demostraram ser portadoras de compostos fendlicos eficazes contra
microrganismos patogénicos como Candida spp., Salmonella spp. e Staphylococcus
spp.. A utilizacdo de antibioticos para controlar estes microrganismos pode
desencadear respostas negativas no organismo humano nomeadamente
hipersensibilidade, imunossupressdo, reacGes alérgicas, ma absorcdo de
medicamentos e aumento de resisténcia a patdgenos como Staphylococcus e
Enterococci (Ghimire et al., 2017). Por essa razdo, a aplicacdo de antimicrobianos
naturais para utilizacdo como conservantes, especialmente na inddstria alimentar, tem
vindo a receber cada vez mais atencdo devido a crescente preocupacdo dos
consumidores em consumir produtos mais naturais (Cetin-Karaca et al., 2015).

Os antifangicos e antibidticos tém sido medicamentos largamente prescritos nas
Gltimas décadas e o seu extenso uso, devido a infecdes recorrentes, tem levado ao
aparecimento de microrganismos multirresistentes aos antibi6ticos e antifingicos
convencionais. O desenvolvimento de antibioticos € um tema bastante estudado mas,
com o seu uso indiscriminado sem se saber exatamente qual o agente infeccioso, ndo
s6 em humanos mas também em animais, tém aparecido cada vez mais
microorganismos com mutacfes que 0s tornam resistentes aos medicamentos
anteriores. Novos medicamentos sintéticos tém vindo a ser eficazes contra a maioria
destas infecdes, mas o problema dos seus efeitos secundarios e toxicidade mantém-se,

pois ndo atacam apenas 0s microorganismos responsaveis pela infecdo mas também a
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flora saudavel dos intestinos, provocando por vezes varias complicacdes (Martins et
al., 2014)

A medida que se foram verificando estes problemas, o interesse global nas
propriedades antimicrobianas dos compostos fendlicos tem vindo a aumentar, dando-
Ihes um reconhecimento acrescido, visto que apesar de serem eficazes, ndo possuem
efeitos secundarios ou toxicidade quando utilizados corretamente. Estas moléculas
bioativas apresentam um amplo espectro clinico gracas as suas reagdes de sinergia,
antagonismo e polivaléncia, que permitem o desaparecimento ou/e neutralizacdo dos

seus possiveis efeitos secundarios e toxicidade (Martins et al., 2015).

1.3.3. Acéo anti-tumoral

Tem-se observado um aumento significativo da prevaléncia de doencgas crénicas
a nivel mundial, conduzindo, consequentemente, ao aumento dos custos de cuidados
de saude. Tal facto provoca um interesse acrescido entre os investigadores e o publico
em geral para alimentos com multiplos beneficios para a salde, incluindo a
diminuicdo do risco de cancro e auxilio no seu tratamento (Kaefer & Milner, 2008).

Hoje em dia, mais de 60% dos farmacos que intervém no tratamento do cancro
provém de compostos naturais ou derivados dos mesmos, tornando estes compostos
bioativos, cada vez mais interessantes para a industria farmacéutica (Martins et al.,
2015). Tendo em conta estudos anteriores, estd comprovado que 0s extratos de plantas
podem apresentar efeitos antitumorais em linhas celulares, sendo 0s compostos
fendlicos (que englobam cerca de 8000 estruturas diferentes no reino das plantas)
muitas vezes responsaveis por estas propriedades (Carocho & Ferreira, 2013a).

Até a data, centenas de compostos tém sido identificados como potenciais
inibidores de doencas oncoldgicas e também quimiopreventivos, varios dos quais sao
ingredientes ativos em ervas e especiarias, bem como frutos e outros vegetais (Kaefer
& Milner, 2008).

Os polifendis sdo uma das principais classes de compostos organicos resultantes
do metabolismo secundario de plantas, com importantes propriedades comprovadas
tanto in vitro como in vivo, tendo sido identificada capacidade de inibicdo de
crescimento de varios tipos de células tumorais (como por exemplo de linhas
celulares de cancro da prostata, figado, mama, cervical e pulmdo) e também a

capacidade de apoptose das mesmas (Bernal et al., 2011; Carocho & Ferreira, 2013a).
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1.3.4. Absorc¢ao e metabolismo

Sé&o vérias as vias de absor¢do de compostos bioativos no trato gastrointestinal,
sendo gue microrganismos, enzimas e até transportadores de glucose estdo envolvidos
no seu transporte. As ligacbes fendlicas sdo parcialmente destruidas no Iumen
gastrointestinal, de forma a potencializar a absorcdo e metabolizacdo e extrair o
maximo de beneficios (Acosta-Estrada et al., 2014).

Uma das formas de metabolizacdo ocorre gracas a microflora existente no
cblon, onde se da a fermentacdo enzimatica devido a libertagdo das enzimas esterase e
xilanase (Acosta-Estrada, et al., 2014). Existem compostos bioativos insolUveis, cujas
ligacGes sobrevivem a digestdo no estdmago e no intestino e alcancam o colon, ja que
as paredes celulares fibrosas sdo de dificil digestdo. Deste modo, alguns fenois
simples conseguem ainda ser transportados através da parede intestinal como
glicésidos por transportadores de aglcar (Acosta-Estrada, et al., 2014).

O consumo de compostos livres ou com ligacBes fortes vai permitir obter
diferentes beneficios para a satde. Por exemplo, a ingestdo de formas com ligacGes
fortes tem uma acdo protetora contra cancro no célon, uma vez que s80 mais
dificilmente absorvidos e se mantém por mais tempo nesta zona (Acosta-Estrada, et
al., 2014).

1.4. Detecdo e determinacdo de moléculas bioativas

Nas Ultimas décadas, tem sido crescente o interesse em compostos bioativos o
que conduziu a diversos estudos, nomeadamente no dmbito da sua caracterizagdo. E
de maxima relevancia analisar o seu comportamento, mas também, determinar as
relacbes entre as moléculas encontradas, a sua estrutura quimica e as atividades que
desempenham (Barros et al., 2009).

Ao longo dos ultimos anos, varias técnicas de analise de moléculas bioativas
tém sido desenvolvidas em diferentes matrizes, a fim de analisar as suas atividades,
tanto em alimentos, como em sistemas bioldgicos. A espectroscopia, eletroquimica e
a gquimioluminescéncia sdo algumas das técnicas que permitem avaliar a atividade
antioxidante, conferida por diferentes compostos, presentes nas matrizes vegetais.
Contudo, estas ndo permitem identificar exatamente qual a molécula individual

responsavel por este potencial (Carocho & Ferreira, 2013b).
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Para tal, e com o propdsito de corresponder de forma completa aos objetivos
dos estudos, outras técnicas de determinacdo de moléculas individuais tém vindo a ser
otimizadas. A técnica de detecdo mais comum consiste na Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes dispositivos de detecdo como o MS
(espectroscopia de massa), DAD (detetor de foto diodos), UV-Vis (ultravioleta —
visivel) e fluorescéncia (Gouveia-Figueira & Castilho, 2015).

A detecdo por HPLC consiste numa técnica versatil e amplamente utilizada
para a separacdo de compostos. Na maioria dos casos, a separacdo é efetuada em fase
reversa (colunas C18), utilizando um sistema de solvente binario, que abrange um
solvente polar aquoso e um solvente organico menos polar. Para tal, séo,
frequentemente, utilizados acetonitrilo e metanol (Barros et al., 2009; Zhang et al.,
2013; Oroian & Escriche, 2015).

A determinacdo e avaliacdo dos compostos €, usualmente, feita através de
métodos classicos de detecdo UV-Vis a um ou varios comprimentos de onda. No
entanto, outros métodos como MS, RMN (espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear), fluorometria ou eletroquimica podem ser utilizados, dependendo das
propriedades quimicas das moléculas alvo e também dos objetivos da analise (Barros
et al., 2009).

Relativamente a espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis) consiste na
absorcao ou reflexdo na regido do espectro ultravioleta e visivel, significando isto que
a luz utilizada é nos comprimentos de onda visiveis e adjacentes. A absorcdo ou
reflexdo no intervalo do visivel altera a cor dos compostos envolvidos. Nesta regido
do espectro eletromagnético, os atomos e moléculas sofrem varias transicdes
eletronicas. Um espectrofotometro de UV-Vis pode ser utilizado como detetor de
HPLC. A presenca dos analitos vai originar uma resposta proporcional a concentragédo
dos mesmos na amostra. Para resultados precisos, a resposta do instrumento ao analito
na amostra desconhecida deve ser comparada com a resposta de um padréo (Ciu et al.,
2014). O uso desta tecnologia é, muitas vezes, associada a um sistema de HPLC em
que é utilizado um sistema de detecdo de diodos (DAD), onde uma lampada de
tungsténio emite luz visivel enquanto uma lampada de deutério emite, para além da
luz visivel, luz ultravioleta. O feixe de luz policromética divide-se em diferentes
comprimentos de onda e a intensidade de cada um é medida por uma matriz ou foto
diodo. Este método permite medir simultaneamente todos os comprimentos de onda

disponiveis, e 0s espectros podem ser obtidos para multiplos comprimentos de onda
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ao mesmo tempo por diferentes matrizes de diodos. Cada substancia pode depois ser
identificada pelo seu espectro, o que torna 0 DAD uma técnica altamente seletiva (Ciu
et al., 2014). Deste modo, a detecdo UV-Vis ou detecdo de diodos (DAD) séo,
normalmente, utilizadas com o objetivo de determinar carotendides e compostos
fenolicos, respetivamente (Barros et al., 2009; Zhang et al., 2013; Oroian e Escriche,
2015).

A espectrometria de massas (MS) é uma poderosa técnica analitica utilizada
para identificar compostos desconhecidos de uma amostra ou ainda para elucidar a
estrutura e propriedades quimicas de diferentes moléculas. O processo completo
envolve a conversdo da amostra em ides gasosos, com ou sem fragmentacéao, que séo
posteriormente caracterizados com base na sua relagdo massa/carga e abundancias
relativas. Assim, esta técnica estuda o efeito de energia ionizante em moléculas
(Atkins & Jones, 2010). De outro modo, a técnica de ressonancia magnética nuclear
(RMN) permite detetar ndcleos atomicos e permite, também, saber em que ambiente é
que estes se encontram dentro da molécula. A amostra do composto € dissolvida em
solvente apropriado (como Cloroférmio Deuterado (CDCls) ou Agua Deuterada
(D20)) e colocada num campo magnético forte. Todos os nucleos com spin ficam
com diferentes niveis de energia e o numero de diferentes niveis de energia depende
dos valores de spin, sendo que para 1H e 13C, numa amostra de RMN, existem dois
niveis de energia. A amostra é irradiada com curtas pulsac6es de radiofrequéncias que
perturbam o equilibrio entre os dois niveis de energia: alguns ndcleos absorvem a
energia e sdo promovidos para niveis de energia superiores, sendo que,
posteriormente a energia devolvida é detetada quando os nucleos voltam ao seu
estado de energia mais baixo, usando um recetor de ondas rédio (Clayden et al.,
2001). Apods a analise da amostra, os resultados sdo observados num grafico de
intensidade (n° de absorcbes) por frequéncia. No entanto, na observacdo de um
espectro de RMN a escala ndo surge em unidades de campo magnético, mas sim em
ppm (partes por milh&o) para ser possivel comparar diferentes espectros de maquinas
com campos magnéticos distintos e em diferentes ambientes. Dessa forma, os sinais
sdo marcados de acordo com a sua distancia a uma amostra de referéncia. O composto
mais frequentemente utilizado como referéncia € o TMS (Tetrametilsilano, 0 ppm),
que € mais eletropositivo que o carbono e, por isso, a sua frequéncia de ressonancia é
inferior a da maioria dos compostos organicos ndo ficando no meio do espectro
(Clayden et al., 2001).

38



Introdugéo

Na técnica de fluorometria é utilizado um espectrofluorémetro. Este consiste
num aparelho que aproveita as propriedades fluorescentes de alguns compostos de
forma a providenciar informagdo relativa & concentragdo e ambiente quimico da
amostra. Este método € utilizado em particular para analises que necessitam de alta
sensibilidade e seletividade, especialmente quando o analito ndo absorve luz
ultravioleta. A fluorescéncia €é vastamente utilizada em campos alimentares,
ambientais e farmacéuticos, especialmente com amostras contendo altos niveis de
impurezas (Scott, 1986).

A detecdo de HPLC-fluorescéncia tem um importante nimero de beneficios,
como alta sensibilidade, alta seletividade e reprodutibilidade. Com a capacidade de
identificar e quantificar compostos alvo em concentragdes muito baixas, tornando-se
um o6timo complemento para a cromatografia liquida em aplicagdes que requeiram
analises eficientes e fidedignas (Scott, 1986).

Outra das técnicas ¢ o LC-MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa), que atualmente se tornou numa técnica amplamente
utilizada para a identificacdo de moléculas provenientes de matrizes naturais, tais
como varios compostos fenolicos, nomeadamente antocianinas, proantocianidinas,
flavonoides e acidos fenolicos (Bursal et al., 2013; Flamini, 2003). Esta tecnologia
envolve o uso de um aparelho de HPLC, que separa inicialmente os varios
componentes individuais de uma mistura, sendo estes de seguida ionizados e
separados com base no seu indice a massa/carga elétrica num aparelho de MS. Os ides
separados, sdo depois direcionados, para um detetor para que possam ser
posteriormente quantificados e identificados. As principais vantagens desta técnica
consistem na sua sensibilidade, especificidade e precisdo pois a anélise é feita a nivel
molecular (Pitt, 2009).
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Técnicas
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Carotenoides, flavondides, acidos organicos,
vitaminas

Lenhinas, flavonéides, acidos fendlicos,
vitaminas A e E, B-carotenos

— Tocoferdis

Flavondides, antocianinas, proantocianidinas,
taninos, acidos fenolicos

Figura 12 — Técnicas utilizadas para a dete¢do, quantificacdo e elucidacdo de moléculas bioativas (Pereira, 2016).
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1.5. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a bioatividade de diferentes
amostras de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav., cultivadas no Banco Portugués de
Germoplasma (BPGV) a partir de sementes recolhidas em exemplares silvestres, de
populacdes naturais de diferentes regides de Portugal, e conservadas ex-situ no
BPGV.

Pretendeu-se ainda estabelecer uma eventual relacdo entre a composigéo
fendlica e a proveniéncia das diferentes populagdes/amostras.

Para tal o estudo desenvolveu-se de acordo com as seguintes etapas:

1) Confirmacédo da identificagcdo botanica de treze amostras de L. pedunculata
multiplicadas pelo BPGV.

ii) Determinacdo de compostos fendlicos presentes nas espécies silvestres, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detetor de arranjo de
diodos (DAD) e a um espetrometro de massa (MS).

iii) Avaliacgdo de diferentes propriedades bioativas:

e Potencial antioxidante por diferentes ensaios in vitro: atividade captadora
de radicais livres (ensaio DPPH- 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), poder
redutor (ensaios Ferricianeto/azul da Prussia e Folin Ciocalteu), e inibicao
da peroxidagdo lipidica (ensaio B-caroteno/linoleato e TBARS- espécies
reativas do &cido tiobarbiturico- em homogeneizados cerebrais).

e Potencial citotoxico em linhas celulares tumorais humanas (carcinoma
hepatocelular - HepG2, cervical - HeLa, pulmdo - NCI-H460 e mama -
MCF-7) e em culturas primarias de células de figado de porco (ndo
tumorais- PLP2), pelo método da sulforrodamina B (SRB).

e Atividade antimicrobiana: atividade antibacteriana avaliada pelo método de
microdiluicgdo com o corante INT (cloreto de iodonitrotetrazdlio) e
atividade antifungica pelo método de dilui¢cdes sucessivas.

e Atividade anti-inflamatoria em células macréfagas RAW 264.7 de rato.
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Inflorescéncias de Lavandula pedunculata

v DPPH

v" Poder redutor

v TBARS

v Inibicéo do B-Caroteno

|
| |
Extracéo x
hidroetandlica Infusdo
\ Y
Bioatividades
Atividade Atividade
antioxidante antitumoral
Atividade anti- Atividade
inflamatoria antimicrobiana
Perfil em
compostos
fenolico

v" NCI — H460
v MCF-7
v HelLa

v HepG2
v PLP2

v' Antibacteriana
- Enterobacter cloacae
- Salmonella typhimurium
- Pseudomonas aeruginosa
- Escherichia coli
- Listeria monocytogenes
- Micrococcus flavus
- Bacillus cereus
- Staphylococcus aureus

v Antiflngica
- Aspergillus ochraceus
- Aspergillus versicolor
- Aspergillus
- Aspergillus fumigatus
- Trichoderma viride
- Penicillium funiculosum
- P. ochrochloron
- P. verrucosum var. cyclopium

Figura 13 — Esquematizagdo do plano de trabalho
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2.1. Amostras

O material de L. pedunculata ensaiado corresponde a inflorescéncia e a cerca
de 10 cm do respetivo pedunculo, medidos desde o ponto de inser¢do na espiga, em
direcdo a base da planta.

Este material vegetal foi cedido pelo Banco Portugués de Germoplasma
(BPGV) e resultou de ensaios de multiplicacéo e regeneracdo de 13 acessos (amostras
de semente) de L. pedunculata conservadas no BPGV.

Os acessos estudados sdo originarios de vérias regides de Portugal (ver Tabela
2) e a sua recolha corresponde ao resultado de missdes de colheita de germoplasma
silvestre levadas a cabo pelo BPGV.

No ambito destas missdes, as sementes de L. pedunculata foram colhidas,
limpas e mantidas por técnicas de conservacao ex-situ nas instalagdes do BPGV.

Em 2013, as sementes destes acessos foram multiplicadas e regeneradas nos
campos do BPGV, localizados na Quinta de S. José , Merelim, Braga.

A instalacdo e o acompanhamento do ensaio de campo incluiu as seguintes
etapas e tratamentos:

e Sementeiraa 17 de abril de 2013,

e Transplante para local definitivo a 9 de outubro de 2013;

e Rega gota a gota, duas vezes por semana, entre junho e setembro;

e Recurso a solugdes de agricultura biolégica, como sabdo e 6leo de
chorume de urtigas, como fertilizante natural e para a protecdo sanitaria
das plantas;

e Recolha de material para extracdo de 6leos essenciais no primeiro ano
do ensaio de campo, corte das inflorescéncias e pedunculos, realizado
no periodo de floragdo, em maio de 2014;

e Recolha do material para analise quimica e bioatividade no segundo ano
do ensaio de campo, corte das inflorescéncias e pedunculos, executado
no estadio de floracdo, a 21 de abril de 2015.

Apesar das amostras ensaiadas terem diferentes proveniéncias, a circunstancia
de terem sido cultivadas sob as mesmas condi¢cdes edafo-climaticas nas parcelas do

BPGV permite eliminar este potencial fator de variacdo da sua composi¢do quimica.
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Realizada a confirmacdo botanica das treze amostras de L. pedunculata, o
material correspondente a cada uma das amostras (inflorescéncias e pedunculos de
cada um dos treze acessos) foi liofilizado (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City,
MO, EUA), reduzido a um pé fino (20 mesh) e misturado para obter uma amostra

homogénea.

Tabela 2. Informagao geografica acerca das amostras de L. pedunculata estudadas.

Dados do Site
Amostras  NUmero de Acesso Origem
BPGV Altitude (m)
1 10378 Marvao. Portalegre 333
2 09845 Evora 198
3 09838 Vila Vicosa. Evora 420
4 11290 Braganga 810
5 10372 Arronches. Portalegre 375
6 10400 Portalegre 375
7 10418 Nisa. Portalegre 291
8 10387 Ponte de Sor. Portalegre 175
9 10391 Evora 155
Castelo de Vide.
10 10412 Portalegre 358
11 10369 Elvas. Portalegre 267
Castelo de Vide.
12 10379 Portalegre 353
13 11308 Braganca 667

Mais informagédo em Lopes & Barata (2017); Acessos de dados de passaporte documentados
estdo disponiveis no banco de dados Grin-Global (http://bpgv.iniav.pt).
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2.2. Padrdes e Reagentes

Atividade antioxidante: o padrdo trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-carboxilico), p-caroteno e acido linoleico foram adquiridos na
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). De outro modo, o 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH) foi obtido na empresa Alfa Aesar (Ward Hill, MAs, USA) e o
Tween 80 na empresa Panreac (Barcelona, Espanha). Todos os outros solventes e

reagentes foram comprados a revendedores cientificos.

Analise citotoxica: O sérum fetal de bovino (FBS), a L-glutamina, a solucao
salina de Hank’s (HBSS), a trypsina-EDTA (acido etilenediaminatetraacético), a
solugéo de penicilina/streptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o RPMI-1640 (meio
Roswell Park Memorial Institute) e 0 meio DMEM (meio de cultura para células
animais (Dulbecco Modified Eagle)) forma adquiridos na empresa Hyclone (Logan,
UT, USA). O &cido acético, acido formico, elipticina, sulforodamina B (SRB), azul
de trypan, &cido tricloroacético (TCA) e Tris foram fornecidos pela Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). A agua foi tratada através de um sistema de purificacdo Milli-
Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).

Compostos fendlicos: O solvente acetonitrilo 99,9% de grau HPLC foi
fornecidos pela Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). Os padrdes dos compostos
fenolicos (apigenina-6-C-glucésido, acido caféico, acido clorogénico, hesperetina,
luteolina-7-O-glucosido, naringenina, quercetina-3-O-rutindsido e &cido rosmarinico)

foram adquiridos na Extrasyntheses (Genay Cedex, Franca).

Atividade anti-inflamatoria: As células RAW 264.7 foram compradas a
ECACC (“European Collection of Animal Cell Culture”) (Salisbury, UK) e 0
DMEM a Hyclone (Logan, Utah, USA). O Griess Reagent System Kit foi adquirido
da Promega (Madison, WI, USA).

Atividade antimicrobiana: Mueller-Hinton agar (MH) e o malte agar (MA)

foram obtidos no Institute of Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia).

48



Material e Métodos

2.3. Avaliacdo do potencial bioativo

2.3.1. Preparagdo dos extratos

2.3.1.1. Extrato hidroetanélico

Os extratos foram obtidos a partir do material vegetal seco. Adicionou-se 30
mL de uma solucdo EtOH/H,0 (80:20, v/v) a 1g de amostra e colocou-se a macerar
durante 1 hora. Em seguida o sobrenadante foi filtrado utilizando papel Whatman
N°4, e o residuo da planta foi re-extraido adicionando, novamente, 30 mL de
EtOH/H,0 (80:20, v/v). A fragdo etanodlica do extrato foi evaporada a 40 °C (rotary
evaporator Biichi R-210, Flawil, Switzerland), ficando a fracdo aquosa que
posteriormente foi liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA). O
extrato liofilizado foi redissolvido numa concentragédo de 10 mg/mL em EtOH/H,O
(80:20, v/v) para os ensaios de atividade antioxidante (seccéo 2.3.2), e determinacgao
do perfil fendlico (seccdo 2.3.6) e em agua destilada numa concentracdo de 8 mg/mL
para a avaliacdo do potencial citotdxico (seccdo 2.3.3), anti-inflamatério (seccao

2.3.4), antimicrobiano (seccéo 2.3.5).

2.3.1.2. Extrato aquoso

Os extratos aquosos foram obtidos a partir de infusdes. Estas foram
preparadas a partir do material vegetal seco. A 2 g de amostra, foram adicionados 200
mL de 4gua a 100 °C, ficando em repouso durante 5 minutos. Posteriormente foram
filtradas, congeladas e liofilizadas. O extrato obtido foi redissolvido em &gua
destilada com uma concentracdo de 10 mg/mL para 0s ensaios de atividade
antioxidante, antimicrobiana, e determinacdo do perfil fendlico, e de 8 mg/mL para

0s ensaios de citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria.

2.3.2. Avaliagéo da atividade antioxidante

2.3.2.1. Avaliagdo da atividade captadora de radicais DPPH

Para esta técnica foram utilizadas microplacas de 96 pocos, nas quais foram
colocados em cada poco solugdes de extrato aquoso ou hidroetandlico (30 uL) de L.
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pedunculata com diferentes concentracdes e adicionada a solucdo metanodlica de
DPPH (6 x 10 mol/L; 270 uL). As placas foram deixadas em repouso durante 60
minutos ao abrigo da luz, de forma a estabilizar os valores de absorvancia, sendo que
a reducdo do radical DPPH é avaliada pela medicdo da absorvancia a 515 nm num
leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800).
A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada usando a equacao:
% RSA = [(Apppr-As) / Apppr] X 100,

onde As € a absorvancia da solucdo na presenca de extrato numa determinada
concentracdo e Apppy € a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de
extrato correspondente a 50% de atividade captadora de radicais (ECs) foi calculada
a partir da representacdo gréafica da percentagem de RSA em fungdo da concentracéo
do extrato. O padrdo utilizado neste ensaio laboratorial foi o Trolox (Barros et al.,
2010).

Fundamento teorico:

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical de azoto estavel, que se
encontra disponivel comercialmente, apresentando uma cor plrpura intensa e reage
com compostos que tenham a capacidade de doar um &omo de hidrogénio. Este
método baseia-se na captacdo do DPPH" através da adicdo de uma espécie ou um
radical antioxidante que vai descolorar a solu¢do de DPPH (Antolovich et al., 2002;
Amarowicz et al., 2004). Ocorre, entdo, a formacdo da correspondente hidrazina
(Figura 14) que apresenta uma cor amarela palida, e a absorvancia a 517 nm vai
diminuir. A atividade captadora de radicais (RSA) é entdo calculada como

percentagem da descoloracao da solucdo de DPPH.
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NO, NO,
O,N NO, O.N NO,
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violeta amarelo palido

Figura 14 — Formacéo da hidrazina de cor amarela palido

2.3.2.2. Avaliagdo do poder redutor

Neste ensaio foi utilizado o leitor de microplacas anteriormente descrito. O
ensaio foi efetuado em placas de 48 pocos. Foram colocadas diferentes concentracfes
de extrato (hidroetandlico ou aquoso) (0,5 mL), tampéo fosfato de sédio (200 mmol/I;
pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potassio (1% w/v; 0,5 mL) em eppendorfs que
foram incubados a 50 °C durante 20 min, adicionando em seguida &cido
tricloroacético (10% w/v; 0,5 mL). A solucdo (0,8 mL) foi entdo colocada em
microplacas, onde foi, ainda, adicionada agua desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro
(0,1% wlv; 0,16 mL). Seguidamente a absorvancia foi medida a 690 nm.

A concentragéo de extrato que fornece 0,5 de absorvancia (ECso - 50% do valor
méaximo de absorvancia no qual se aplica a Lei de Lambert-Beer) foi calculada a
partir da representacdo grafica da absorvancia a 690 nm em funcdo da concentracao

do extrato. Foi usado o Trolox como padréo (Barros et al., 2010).

Fundamento teorico:

Este ensaio permite medir a capacidade dos antioxidantes para reduzir o
complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)e] a forma ferrosa Fe(ll) (Berker,
2007). Assim, dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela da solugéo
do ensaio modifica-se para diferentes tons de verde ou azul, e pode ser medida

espectrofotometricamente, a 690 nm.

o1



Material e Métodos

A quimica dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pelas seguintes

equacoes:
pH=6,6
K;Fe(CN), > 3K +Fe(CN)y™
Fe(CN)s + Antioxidante » Fe(CN)s* + Antioxidante oxidado
(Amarelo)
Fe(CN) 4+ Fe ™ » Fe[Fe(CN)]

(Azul)

2.3.2.3. Avaliacgéo da inibigao da descoloragdo do B-caroteno

Preparou-se inicialmente uma solugdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio (10
mL), pipetando-se, posteriormente, 2 mL desta solugcdo para um baldo de fundo
redondo. Apo6s a evaporacdo de cloroférmio a 40 °C no evaporador rotativo,
adicionou-se emulsificante Tween 80 (400 mg), acido linoleico (40 mg) e agua

destilada (100 mL), e agitou-se vigorosamente.

Foram colocados 4,8 mL da solucdo preparada anteriormente em tubos de
ensaio contendo as solugbes de diferentes concentracdes de extrato (0,2 mL) e fez-se
a leitura em espectrofotometro (Specord 250, AnalytikJena). Em seguida os tubos
foram encubados a 50 °C, com agitacdo de 50 rpm, durante 2 horas. Ap6s duas horas
os tubos foram retirados do banho e voltou a ser medida a absorvancia.

A inibi¢ao da descoloragdo do B-caroteno foi calculada utilizando a seguinte

equacéo:

L . Conteddo de [3 caroteno apds 2h
Inibi¢ao da descoloragao do 3 caroteno = —— x 100
Conteudo inicial de 3 caroteno

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (ECso) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da
descoloragao do -caroteno em funcéo da concentracdo de extrato. O padrdo utilizado
foi o Trolox (Barros et al., 2010).
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Fundamento teorico:

O ensaio de descoloragio do p-caroteno € baseado em medidas
espectrofotométricas da descoloragdo (oxidagdo) do B-caroteno e avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres que sdo gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico; a absorvancia é medida a 470 nm. O mecanismo de reacdo envolve a
descoloracdo dos carotendides através da oxidacdo induzida pelo calor. Essa
descoloracdo pode ser inibida ou diminuida pela adi¢do de antioxidantes contidos na

amostra (Amarowicz et al., 2004; Kaur et al., 2006):

[3-caroteno-H (laranja) + ROO: == [3-caroteno- (descolorado) + ROOH

B-caroteno-H (laranja) + ROO + AH ———>[-caroteno-H (laranja) + ROOH + A

2.3.2.4. Inibicao da peroxidacdo lipidica (TBARS)

Para a realizacdo desta metodologia foi utilizada uma porcdo de cérebro de
porco, a qual foi adicionado tampéo tris-HCI (20mM, pH=7,4), homogeneizado e
centrifugado (10 min; 3500 g).

Aos extratos de diferentes concentracdes, contido nos tubos de ensaio (200
uL), foram adicionados 100 uL de acido ascorbico, 100 pL de sulfato de ferro e 100
uL de sobrenadante da suspensao de cérebro.

Os tubos foram colocados num banho a 37 °C durante 1 hora, ao fim da qual
foram adicionados 500 pL de acido tricloroacético (28%) e 380 puL de acido
tiobarbitarico (2%).

Seguidamente, os tubos foram encubados a 80 °C, durante 20 minutos, ap6s 0s
quais foram centrifugados e medida a absorvancia do sobrenadante a 532 nm (Barros
etal., 2010).

Fundamento teorico:
A peroxidacdo lipidica pode ser determinada através da reacdo entre oS

produtos de oxidacdo e o acido tiobarbitarico (TBA) produzindo compostos de cor
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rosa, normalmente denominados como espécies reativas do &cido tiobarbitdrico
(TBARS).

Um dos produtos utilizados mais frequentemente como biomarcador de
peroxidacdes lipidicas é o malodialdeido (MDA) que quando se associa com 0 TBA
na presenca de H* formam um complexo MDA-TBA, que apresenta uma tonalidade
rosa. Nesta metodologia, a oxidacdo de uma preparacao rica em lipidos, € induzida
pela adi¢do de um ido metélico (ferro ou cobre) e a extensdo da reacdo com o TBA é
determinada pela capacidade que os antioxidantes presentes na amostra tém de parar
0 processo de oxidacdo, inibindo assim a formacdo do complexo de coloracdo rosa,
representado na Figura 15 (Gutteridge, 1995; Ng et al., 2000; Kaur & Geetha, 2006).

HS N OH S N OH HO N SH
\( AN o Y AN = \(
| * o/\/\o > |
N A A U
OH MDA OH OH
MDA-TBA

TBA

Figura 15 — Formacao do Complexo MDA-TBA

2.3.3. Avaliacédo da atividade antitumoral

O efeito dos extratos no crescimento de linhas celulares tumorais humanas foi
avaliado através do ensaio da Sulfarodamina B (SRB), a fim de determinar a inibicao
do crescimento celular. Para tal foram utilizadas 4 linhas celulares tumorais: MCF-7
(carcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmé&o), HelLa (carcinoma
cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular).

As células foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-1640
contendo 10% heat-inactivated FBS (MCF-7 e NCI-H460) ou em DMEM
suplementado com 10% FBS, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL
streptomicina (células HeLa e HepG2), a 37 °C numa incubadora com ar
humidificado e 5% CO..

Cada linha celular foi preparada & densidade apropriada (1.0x10* células/poco)
em placas de 96 pocos e deixadas a aderir durante 24h. Apos esse tempo as células

foram testadas por 48h com vérias concentra¢fes dos extratos.
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A seguir a este periodo de incubagdo, as células aderentes foram fixadas
adicionando acido tricloroacético 10% frio (TCA, 100 pL) e deixadas a repousar
durante 60 min a 4 °C. As placas foram depois lavadas com &gua desionizada e secas.
A cada pogo foram adicionados 100 pL da solu¢do SRB (0.1% em 1% de acido
acetico) e as placas foram deixadas a incubar a temperatura ambiente, por 30 min. A
SRB em excesso foi removida lavando as placas com acido acético 1% e foram
deixadas a secar ao ar. Depois a SRB ligada foi solubilizada com 10 mM Tris (200
ul) e a absorvancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Biotek EIx800).

As curvas de dose-resposta foram obtidas para cada extrato e linha celular
testadas. Foi também calculado o valor de Glsy que corresponde a concentracao de
extrato que inibe 50% do crescimento celular (Vichai & Kirtikara, 2006; Abreu et al.,
2011). Como controlo positivo foi utilizada a Elipticina.

Para as células ndo tumorais foi preparada uma cultura celular, a partir de
figado de porco obtido no matadouro local, que foi designada de PLP2. O tecido de
figado foi lavado com Hank's balanced salt solution contendo 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de streptomicina e dividido em 3 explantes de 1x1 mm.

Alguns destes explantes foram colocados em frascos de tecido de 25 cm?, com
meio DMEM suplementado com sérum fetal de bovino 10%, 2mM de aminoacidos
nédo essenciais e 100U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e incubados a
37 °C com atmosfera humidificada e 5% de CO,. O meio foi trocado a cada 2 dias.

O cultivo das células foi continuado com monotorizacdo direta a cada 2 ou 3
dias utilizando um microscépio de contraste de fases.

Posteriormente foi feita uma subcultura de células e estas foram colocadas em
placas de 96 pocos com a densidade de 1.0 x10* células/poco e cultivadas em meio
DMEM com FBS 10%, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Abreu et al., 2011).

2.3.4. Avaliagéo da atividade anti-inflamatoria

As células macréfagas RAW 264.7 de rato foram usadas para avaliar a
atividade anti-inflamatéria de acordo com o procedimento de Jabeur et al. (2016).

Foram feitas cultura de células em meio DMEM, suplementado com 10% de soro
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bovino inativado por calor e L-glutamina, a 37 °C com 5% de CO,, em ar
humidificado.

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador de células, a
densidade experimental das células foi estabelecida a 5 x 10° células/mL e a
proporcao de células mortas foi inferior a 1%, de acordo com o teste de exclusdo de
Azul de Trypan. Seguidamente, as células foram distribuidas numa placa de 96 pocos
(150000 células/pogo) e deixadas a aderir a microplaca durante a noite.

Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentra¢cdes do
extrato de L. pedunculata durante 1 hora, seguido de estimulaces com
lipopolisacaridos (LPS) (1 ug/mL) ao longo de 18 horas. Foram preparados controlos
sem a adicdo de LPS de forma a observar se estes induziam alteragcBes nos niveis
basais de 6xido nitrico (NO).

A presenca de oxido nitrico foi determinada utilizando um Kit de Reagentes
Griess (Promega) que contem sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-naftil)
etilenodiamina (NED) e solugdes nitradas. O sobrenadante das células (100 pL) foi
transferido para a placa e misturado com sulfanilamida e solugdo NED, 5 a 10
minutos cada, a temperatura ambiente. O 6xido nitrico produzido foi determinado
medindo a absorvancia a 540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek) e

comparado com a curva de calibracéo (Jabeur et al., 2016).

2.3.5. Avaliacao da atividade antimicrobiana

2.3.5.1. Avaliacdo da atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foi seguida a metodologia
previamente descrita por Carocho et al. (2014). As bactérias Gran-negativas testadas
foram Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Salmonella typhimurium (ATCC
13311), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Escherichia coli (ATCC -
American type culture collection, 35210); as bactérias Gran-positivas testadas foram
estirpes de Listeria monocytogenes (NCTC- National collection of type cultures)
7973), Micrococcus flavus (ATCC 10240), Bacillus cereus (clinical isolate) and
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). A Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) e
Concentracdo Minima Bactericida (MBC) foram determinadas utilizando o método
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da microdiluicdo (Espinel-Ingroff, 2001). Para este ensaio utilizaram-se placas de 96
pocos. As culturas de bactérias foram ajustadas através do espectrofotometro ficando
com uma concentragdo de 1x10° CFU/mL, correspondendo a uma suspensdo
bacteriana determinada num espectrofotometro a 625 nm. As dilui¢cbes de indculos
foram cultivadas em meio solido para verificar a auséncia de contaminacdo e
verificar a validade do indculo. As diferentes diluicdes de solventes do extrato
hidroetanodlico e infusdes foram pipetadas nos pogos contendo 100 pL de caldo de
soja triptico (TSB) e, posteriormente, foram adicionados 10 pL de inéculo a todos os
pocos. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37 °C. A MIC das amostras
foi detetada apds a adicdo de 40 uL de cloreto de iodonitrotetrazolio (INT) (0.2
mg/mL) e incubagdo a 37°C durante 30 min. A menor concentragdo que produziu
uma inibicdo significativa (cerca de 50%) do crescimento da bactéria, em
comparagdo com o controlo positivo, foi identificada como a MIC. As concentracfes
minimas inibitorias (MIC’s) obtidas a partir do teste de suscetibilidade de varias
bactérias ao extrato testado foram determinados também por um teste de viabilidade
microbiana colorimétrica com base na reducdo de uma cor INT e comparado com
controlo positivo para cada cepa bacteriana (CSLI, 2006; Tsukatani et al., 2012).
MBC foi determinado por sub-cultivo em série de 10 uL. em microplacas contendo
100 pL de TSB. A menor concentragdo que ndo mostra crescimento apds essa
subcultura foi lida como o MBC. Os compostos padrdo, nomeadamente a
estreptomicina e a ampicilina, foram utilizadas como controlos positivos. 5% DMSO

(dimetilsulféxido) foi usado como controlo negativo.

2.3.5.2. Avaliacdo da atividade antiflngica

Para avaliacdo da atividade antifingica foi utilizado o procedimento descrito
por Carocho et al. (2014), utilizando os seguintes microfungos: Aspergillus
ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus niger
(ATCC 6275), Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), Trichoderma viride (IAM-
Culture Collection, Center for Cellular and Molecular Research, Institute of
Molecular and Cellular Biosciences, Universidade de Tokyo, Japdo), Penicillium
funiculosum (ATCC 36839), P. ochrochloron (ATCC 9112) and P.
verrucosum var. cyclopium (isolados de alimentos). A Concentragdo Minima

Inibitéria (MIC) e Concentragdo Minima Fungicida (MFC) foram determinadas
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utilizando o metodo da microdiluicdo. Os micromicetos foram mantidos em agar de
malte (MA) e as culturas foram armazenadas a 4 °C e subcultivadas uma vez por
més. Os esporos fungicos foram lavados a superficie a partir de placas de agar com
uma solugdo salina estéril de 0,85% contendo 0,1% Tween 80 (v/v). A suspensao de
esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril a uma concentracdo de,
aproximadamente, 1.0x10° num volume final de 100 pL/por pogo. O inéculo foi
armazenado a 4 °C para uso posterior. As dilui¢cdes dos indculos foram cultivadas em
MA sdlido, a fim de verificar a auséncia de contaminacdo e a validade do in6culo.

A determinacdo da concentracdo minima inibitoria (MIC’s) foi executada através do
uso de uma técnica de diluicdo em série numa microplaca de 96 pocos. O extrato
investigado foi dissolvido em solugéo a 5% de DMSO e adicionado a meio de malte
de caldo com in6culo fungico. As microplacas foram incubadas durante 72 h a 28 °C.
As concentracdes mais baixas sem crescimento visivel (no microscépio binocular)
foram definidas como MIC. A concentracdo minima fungicida (MFCs) foi
determinada por sub-cultivo em série de 2 uL em placas de microtitulagdo, contendo
100 pL de caldo de malte em cada pogo e posterior incubagdo durante 72h a 28 °C. A
menor concentragdo sem crescimento visivel foi definida como o MFC, indicando
99,5% de morte do indculo original. 5% de DMSO foi usado como controlo negativo,

enquanto que o bionazol e o cetoconazol foram usados como controlos positivos.

2.3.6. Determinacdo do perfil fenolico

Os extratos redissolvidos como mencionado em 2.3.1.1 e em 2.3.1.2 foram
seguidamente filtrados através de um filtro descartavel LC de 0,22-um antes da sua
analise cromatografica. Em seguida a andlise foi feita utilizando um sistema de
HPLC Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA)
equipado com uma bomba quaternéria, um injetor automatico (a 5 °C), um
desgasificador e um compartimento de coluna com termdstato automatizado. A
detecdo dos compostos foi efetuada com detetor de diodos (DAD), usando o0s
comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm e acoplado a um detetor de
espectrometria de massa (HPLC-DAD-ESI/MSn).

A separagdo cromatogréfica foi realizada utilizada uma coluna Waters
Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 um, 4.6 mm % 150 mm, Waters, Milford, MA, USA), a
35 °C. A fase movel foi 0,1% de acido formico em agua (A) e acetonitrilo (B). O
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gradiente de eluicdo foi de 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10
min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min)
utilizando um fluxo de 0,5 mL/min.

A detecdo de MS foi feita utilizando uma espectrémetro de massa lon Trap
Linear LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), equipada com uma fonte
ESI (fonte de ionizacédo electrospray). O gas de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o
sistema trabalhou com uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de
325 °C e tenséo capilar de -20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V.
Os espetros foram gravados em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A
energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias). Os dados foram
recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose,
CA, USA).

Os compostos foram identificados através da informacdo obtida (tempos de
retencdo, e espectros UV-Vis e Massa) por compara¢do com compostos padrdo,
quando disponiveis, ou utilizando dados repostados na literatura. Para a quantificacdo
foram obtidas curvas de calibracdo de compostos fendlicos padrdo (apigenin-6-C-
glucésido, acido caféico, acido clorogénico, hesperetina, luteolin-7-O-glucésido,
naringenina, quercetin-3-O-rutinosido, &cido rosmarinico), e foi baseada nos sinais de
UV-Vis, utilizando o comprimento de onda maximo de absorcdo de cada composto
padrdo. Para identificar os compostos sem padrdo comercial disponivel, a
quantificacdo foi executada através da curva de calibracdo de outros compostos do

mesmo grupo fenodlico. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

2.4. Analise estatistica

Para cada um dos acessos foram utilizadas trés amostras e todos 0s ensaios
foram realizados em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios *
desvio padrdo (SD). Os resultados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste HSD de Tukey com a = 0,05. Este tratamento foi
realizado utilizando o programa SPSS v. 23.
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3. Resultados e Discussao
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3.1. Compostos Fendlicos

Os dados relacionados com a identificacdo dos compostos fendlicos (tempo de
retencao, Amax Na zona do visivel, ides moleculares, principais fragmentos em MS? e
identificacdo) obtidos por andlise de HPLC-DAD-ESI/MSn de Lavandula
pedunculata (Mill.) Cav. estdo apresentados na Tabela 3.

Todas as amostras analisadas apresentam um perfil idéntico, como o
apresentado na Figura 16, revelando a presenca de treze compostos fendlicos
diferentes, tanto nos extratos hidroetandlicos como nos aquosos, sendo nove destes,
identificados como acidos fendlicos (principalmente dimeros, trimeros e tetrameros
do &cido cafeico) e quatro como flavondides (sobretudo derivados glicosados de
eriodictiol e luteolina).

O écido cafeico (composto 4), a luteolina-7-O-glucoronida (composto 8) e o
acido rosmarinico (composto 10) foram identificados por comparacdo com padrbes
comerciais. O acido rosmarinico tem sido um dos principais compostos identificados
noutras espécies de Lavandula (Torras-Claveria et al., 2007; Costa et al. 2013a; Costa
et al., 2013b; Nunes et al., 2016).

Os compostos 1 e 2, 3 e 7 foram identificados como hexdsidos de acido cafeico,
p-cumarico e rosmarinico, com base nos respetivos padrées de fragmentacdo
libertados a m/z 179 [acido cafeico-H], 163 [acido cumarico-H] e 359 [&acido
rosmarinico-H] apos a perda de um hexdsido (-162 mu). Com a excecao do hexosido
do acido rosmarinico, os compostos mencionados foram encontrados em Lavandula x
intermedia Emeric ex Loiseleur (Torras-Claveria et al., 2007).

O composto 9 ([M-H] a m/z 719) apresentou um fragmento MS? base com m/z
359 ([M-2H]%, 4cido rosmarinico), que permitiu a sua identificacdo como a&cido
sigerinico (Barros et al., 2013).

O composto 11 ([M-H] a m/z 537) apresentou um espectro de UV e padréo de
fragmentacdo semelhante, a um trimero do &cido cafeico, sendo identificado como
acido litospermico A (Chen et al., 2011; Zeng et al., 2006; Barros et al., 2013). Outros
compostos, com o mesmo peso molecular (por exemplo acidos salvianolicos H/I),
foram descartados pois os seus padrdes de fragmentagéo séo bastante diferentes (Ruan
etal., 2012; Zeng et al., 2006).
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O composto 13 ([M-H] a m/z 717) apresentou um padréo de fragmentacao com
sucessivas perdas de unidades de 198 mu (danshensu) ou de 180 mu (acido cafeico),
coerentes como 4cido salviandlico B (também conhecido como acido litospérmico B)
(Zeng et al., 2006; Ruan et al., 2012). Estes tipo de compostos ainda ndo tinham sido
descritos previamente em espécies de Lavandula.

Os restantes compostos correspondem a flavonas glicosiladas. Os fragmentos
MS? do composto 5 ([M-H]" a m/z 623) revelaram a perda alternativa de residuos
hexosil (m/z a 461; -162 u) e glucoronil (m/z a 285; -176 u), indicando a localiza¢do
de cada residuo em diferentes posicdes da aglicona. Como ndo foi possivel obter
nenhuma informacdo sobre a identidade dos acgUcar presentes ou a sua posi¢cdo na
aglicona, o composto foi identificado como luteolina-O-hexosil-O-glucurénido. O
composto 6 ([M-H] a m/z 463) foi identificado como um derivado de eriodictiol
devido ao seu espectro de UV-Visivel e ao seu padrdo de fragmentacdo MS?% Este
pico revelou a perda de glucoronil (-176 u), sendo por isso identificado como
eriodictiol-O-glucurénido. O composto 12 ([M-H] a m/z 623) apresentou uma massa
42 mu acima do composto 8, sendo por isso atribuido a grupo metilo, sendo
identificado como luteolina-O-metilglucurdnido. Estes trés Gltimos compostos foram
identificados pela primeira vez em espécies de Lavandula.

Em estudos realizados por Costa et al. (2013a), utilizando extratos polares
(hidroetandlicos e etandlicos) de Lavandula pedunculata subsp. lusitanica, foram
detetados seis compostos fenolicos diferentes (4cido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-O-
cafeoilquinico, 5-O-cafeoilquinico, acido rosmarinico, luteolina e apigenina), no
entanto, o Unico &cido comum encontrado foi o &cido rosmarinico, contudo
apresentou uma menor concentracdo comparativamente aos valores apresentados
neste estudo.

As diferencas observadas na composicdo quimica das distintas amostras podem
ser eventualmente explicadas pela influéncia que a origem geogréafica influi na
composi¢gdo quimica das plantas, nomeadamente no que se refere ao habitat e
vegetacdo dominante, e ao efeito das caracteristicas quimicas do solo e dos fatores do
clima (Santos et al., 2016). Contudo, no caso das frequentes variagdes morfoldgicas
também observaveis neste espécime, Morales (2010) confirma que ocorrem em toda a
area de distribuicdo, ndo existindo um padrdo geografico de ocorréncia dessa
variabilidade (Morales, 2010).
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Para alem disso, e com a excecdo de Costa et al. (2013a), ndo existem mais
estudos descrevendo a composicdo fenodlica da L. pedunculata (Mill.) Cav..

Os éacidos fendlicos representam uma parte significativa do perfil fendlico
(Tabela 4), salientando o &cido salviandlico B (composto 13) e o 4cido rosmarinico
(composto 10) como os compostos fendlicos maioritarios presentes em ambos 0s tipos
de extrato. Relativamente aos flavonoides, a luteolina-7-O-glucurénido (composto 8)
foi o composto maioritariamente presente (Tabela 4).

Em geral, os extratos aquosos apresentaram maior concentragdo em compostos
fenolicos, sendo a amostra 8 (proveniente de Ponte de Sor, Portalegre) a que revelou
maior concentracdo de acidos fenolicos, flavondides e compostos fendlicos totais para

ambos os extratos estudados.
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Tabela 3. Tempo de retencéo (Rt), comprimentos de onda de absorvancia maxima na regido do visivel (Amay), informacéo dos espetros de massa e identificacdo de compostos
fendlicos em amostras de L. pedunculata.

Pico Rt hmax (M-HT ms’ Identificacfo Tentativa

(min) (nm) (m/z) (m/z)
1 597 320 341 179(100) Hexosido de acido cafeico
2 657 320 341 179(100) Hexdsido de acido cafeico
3 865 310 325 163(100) Hexdsido de acido p-coumarico
4 1016 320 179 119(100) Acido cafeico
5 1322 332 623 461(27),285(100)  Luteolina-O-hexosil-O-glucuronido
6 16.34  284,330sh 463 287(100) Eriodictiol-O-glucuronido
7 1764 320 521 359(100),197(8),179(14),161(3),135(5) Hexosido de acido rosmarinico
8 1868 347 461 285(100) Luteolina-7-O-glucurdnido
9 1923  283,338sh 719 539(29),521(18),359(100),179(32),161(5),135(5) Acido sangerinico
10 2229 325 359 197(27),179(37),161(100),135(5) Acido rosmarinico
11 2319  288,328sh 537 493(18),359(100),313(11),295(5),197(3),179(3) Acido litospérmico A
12 24.65 340 475 299(100),284(68) luteolina-O-metilglucuronido
537(47),519(17),493(40),359(97),339(10),321(8),313(17),295(100),197(7),17 Acido salvianélico B

13 2575  309,338sh 717 9(27)
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Figura 16 - Perfil cromatogréfico da amostra 3 (Vila Vigosa, Evora) registado a 280 nm
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Tabela 4. Quantificacdo de compostos fendlicos (mg/g de extrato, média + SD) em extratos hidroetanélicos e aquosos de L. pedunculata.

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Extratos hidroetanolicos
1 0,28+0,01° 0,034+0,003  0,179+0,001 tr 0,210+0,005" 0,23+0,01¢ 0,110,04/ 2,440,022 0,370,014 0,44+0,01° 0,277+0,004 0,59+0,02° 0,33+0,02°
2 0,18+0,02" 0,079+0,003' 0,31+0,001¢ 0,120+0,003' 0,22+0,02¢ 0,295+0,001° 0,24+0,01° 1,87+0,02 0,40+0,01° 0,310,02% 0,220,019 0,54+0,02° 0,11520,001'
3 0,77+0,01° 1,002+0,001¢ 0,800,002 0,50+0,01" 0,95+0,02° 0,98+0,01% 1,48+0,03* 1,27+0,07° 1,16+0,03° 0,98+0,03% 0,80+0,01° 1,26+0,01° 0,57+0,03°
4 0,63+0,02' 0,805+0,002f 0,88+0,001¢ 0,639+0,002" 1,01+0,02° 0,85+0,02° 1,14+0,02° 1,49+0,03% 1,00+0,04° 0,802+0,001" 0,72+0,03¢ 1,12+0,04° 0,6520,02"
5 2,05+0,03" 2,33+0,03° 2,68+0,01° 1,37+0,01% 1,846+0,001¢ 1,840,019 1,599+0,004' 1,54+0,01) 2,22+0,01¢ 2,695+0,003° 2,09+0,01° 2,06+0,01° 1,698+0,003"
6 0,137+0,003" tr 0,40+0,01° 0,74+0,01° 0,082:0,003' tr 0,060+0,001  0,782+0,003* tr 0,299+0,005°  0,150+0,003¢  0,231+0,004° 0,17+0,01
7 1,18+0,019 1,379+0,001% 1,52+0,01° 0,93+0,02' 1,40+0,05% 1,355+0,004°"  1,39+0,04°% 1,78+0,06° 1,51+0,09° 1,32+0,01f 1,38+0,05% 1,43+0,03° 1,047+0,002"
8 13,10+0,01' 19,93+0,02° 21,68+0,03° 22,3520,06" 12,150,02" 17,370,02' 18,62+0,019 20,6620,01° 19,7+0,1f 15,600,024 17,57+0,01" 16,54+0,02 24,36+0,04*
9 1,99+0,01° 2,3440,05° 2,25+0,04¢ 2,9040,01? 1,77+0,08° 1,97+0,01° 2,38+0,03% 2,4%0,1° 2,84+0,08* 2,20+0,05° 1,93+0,01f 1,13+0,04' 1,41+0,03"
10 21,4+0,40 34,4+0,4° 38,5+0,60° 16,9+0,5 36,0+0,2° 32,540,6 26,11+0,05" 50,9+0,9° 30,4+0,4° 35,2+0,6 23,5+0,2' 17,00,6 7,5+0,2'
11 2,89+0,01% 4,27+0,06" 5,4+0,4° 4,00+£0,09%" 3,52+0,08’ 3,546+0,002" 3,69+0,09' 6,4+0,1° 5,150,049 4,4+0,1° 3,95+0,1" 4,1+0,6" 6,00,01°
12 2,520+0,001' 2,73+0,02" 5,09+0,02% 3,57+0,01° 1,78+0,01% 2,41%0,01) 2,76+0,029 nd 3,14+0,01° 2,41+0,01) 5,06+0,01° 3,41+0,03° 3,52+0,001¢
13 20,2+0,50" 36,8+0,3 30,9+0,5¢ 14,89+0,04’ 30,27+0,04° 30,9+0,8° 29,8+0,4" 44,3+0,2% 34,1+0,5° 30,6+0,4% 25,9+0,49 16,740,5' 8,7+0,01¢
TPA 501" 81+1° 81+2° 40,8+0,4! 75,4+0,3 72,620,2° 661" 113+1° 77+1° 76,351+0,003° 59+19 43,97+0,04' 26,3+0,5
TF 17,810,01' 25,00,01° 29,850,037 28,04+0,04° 15,8620,03" 21,62+0,01) 23,040,019  22,988+0,002" 25,1+0,1¢ 21,00+0,02* 24,86+0,01° 22,2401 29,75+0,02°
TPC 68+1¢ 106+1° 11142° 68,9+0,5' 91,3+0,3° 94,2+0,2f 89+1" 136212 102+1¢ 97,36+0,02° 841! 66,17+0,02' 56,1+0,5™
Extratos Aquosos ,
1 1,18+0,06¢ 0,87+0,049 1,02+0,02° 0,59+0,02" 1,31+0,01° 1,20+0,06% 1,23+0,01° 7,940,1° 1,19+0,06¢ 0,910,059 0,96+0,04 1,02+0,05° 0,28+0,04'
2 2,36+0,02" 1,97+0,04) 2,65+0,01° 2,550,089 2,31+0,01" 3,840,1° 3,83+0,03° 5,03+0,07° 2,370,05" 2,28+0,05' 4,3+0,01° 3,19+0,03° 3,06+0,08°
3 3,540,1¢ 3,18+0,03° 3,002+0,002" 1,52+0,06' 3,22+0,02° 3,830,02° 4,190,06° 4,13+0,03° 2,98+0,04" 3,30+0,03° 2,77+0,08 2,19+0,09% 2,90+0,05'
4 3,25+0,006" 3,46+0,08° 2,9170,004" 2,80+0,03' 3,29+0,04 3,1440,08° 3,99+0,08° 3,8740,05° 3,180,049 2,800,04' 2,610,05 3,63+0,01° 4,35+0,04°
5 6,49+0,02° 6,71+0,02° 8,76+0,01% 3,681:+0,003 5,18+0,04 5,28+0,01¢ 4,10,10' 4,45+0,02° 3,32+0,02' 3,79+0,01) 4,34+0,01" 2,95+0,03™ 5,22+0,03°
6 12,83+0,04° 9,36+0,02" 8,87+0,03' 16,73+0,04* 8,640,1 10,8+0,1° 11,6+0,10° 12,9+0,1¢ 8,17+0,02' 12,97+0,04° 13,31+0,05° 8,8+0,1) 12,26+0,02°
7 2,52+0,01% 2,4120,09° 3,33+0,01% 1,640,2" 2,45+0,08% 2,260,047 2,38+0,07° 2,83+0,01° 2,61+0,03° 3,3+0,2° 2,160,099 2,74+0,01° 2,110,06°
8 70,810,04¢ 64,31+0,02 76,4+0,1¢ 101,5+0,1% 42,12+0,01™ 66,8+0,1' 65,9+0,1) 84,1+0,1° 73,560,091 67,35+0,08" 73,8+0,1° 53,6+0,2' 99,43+0,02°
9 4,4+0,1° 3,26+0,03' 4,4+0,4° 6,6+0,1° 3,73+0,03" 4,3+0,5° 4,6+0,1° 5,2+0,1¢ 6,2+0,5° 5,740,4° 3,30+0,01' 4,3+0,30° 5,840,3°
10 290,0+0,4° 293+3° 353,040,3° 19042} 288,6+0,21 318,0+0,7° 2111 550+3% 266,3+0,79 291:+4° 218,4+0,5" 52,2+0,6" 27,1%0,3'
11 11,540,3' 13,90,4¢ 16,37+0,06° 15,1+0,4° 9,8+0,3 12,240,6" 9,63+0,02! 16,8+0,2° 14,83+0,07% 14,7+0,4° 14,14+0,09" 16,9+0,1° 26,2+0,6°
12 11,25+0,03° 7,75+0,02! 16,08+0,01° 15,1+0,1° 4,45+0,04% 8,540,04' 8,9+0,1" nd 10,9+0,1" 8,51+0,02' 19,8+0,1° 9,73+0,029 13,7+0,1°
13 381457 390+2° 366,7+0,9° 212,9+0,4% 309,9+0,4" 405+3° 279+2) 582+1° 34342 340+49 305,7+0,5' 62,8+0,3' 47,7+0,8™
TPA 699+5¢ 712+1° 753,4+0,7° 4333 621,620,8° 754+3° 519+3' 1177+3° 643+2" 664+9° 554,3+0,1" 148,9+0,6% 119+1'
TF 101,4+0,2° 88,13+0,05' 110,06+0,01° 137,0%0,2° 60,3+0,1' 91,440,1" 90,4+0,2' 101,4+0,2° 96,0+0,2" 92,6+0,1° 111,240,1° 75,1+0,3 130,620,2°
TPC 8015 801+1¢ 863,5+0,7° 570+3! 681,9+0,7¢ 845+3° 610+3' 1278+3% 739+2° 756+9° 665,60,2" 224+1' 250+1%

nd-ndo detectado; tr-vestigial. TPA- acidos fenélicos totais; TF- flavonides totais; TPC- compostos fenélicos totais; 1-"- hexésido de 4cido cafeico; 2-” - Hexésido de 4cido
cafeico; 37 - hexésido de &cido p-coumarico; 4 - 4cido cafeico; 5-° — luteolina-O-hexosil-O-glucurénido; 67 — eriodictiol-O-glucurénido; 7-"- hexésido de écido

rosmarinico; 8-°

— luteolina-7-O-glucurénido; 9'F - 4cido sangerinico; 10" - 4cido rosmarinico; 1

1LP

- 4cido litoespérmico A; 12" - luteolina-O-metilglucurénido; 13" -

&cido salviandlico B. Curvas de calibragdo padrdo: acido cafeico (y = 388345x + 406369, R2 =0,994); acido p-coumarico (y = 301950x + 6966,7, R?=0,999); apigenina-7-O-
glucésido (y = 10683x - 45794, R?=0,996); hesperetina (y = 34156x + 268027, R?=0,999); e &cido rosmarinico (y =191291x — 652903, R2=0,999). Em cada linha e para cada

extrato (hidroetan6lico ou aquoso) letras diferentes significam diferencas significativas entre as quantidades totais de compostos (p<0,05).
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3.2. Atividade Antioxidante e Anti-inflamatoéria

A atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos e aquosos de L.
pedunculata foi avaliada utilizando diferentes ensaios in vitro (atividade captadora do
radical DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo do B-caroteno e inibicdo da
peroxidacao lipidica — TBARS) e o0s resultados encontram-se na Tabela 5.

Todas as amostras, para ambos 0s extratos estudados, revelaram potencial
antioxidante. No geral, ndo existe uma grande divergéncia dos valores ECs entre 0s
extratos hidroetanolicos e 0s aquosos.

O extrato aquoso da amostra 8 (proveniente de Ponte de Sor, Portalegre)
revelou maior potencial na captagdo de radicais DPPH (ECso = 0.073 mg/mL),
enquanto que a infusio da amostra 2 (proveniente de Evora) revelou maior poder
redutor (ECsp = 0.051 mg/mL). O extrato hidroetandlico e aquoso da amostra 10
(proveniente de Castelo de Vide) apresentaram os valores mais baixos de ECsy para o
ensaio de inibicdo da descoloragdo do [-caroteno, e também o0s extratos
hidroetanolicos das amostras 12 (também oriunda de Castelo de Vide, Portalegre) e
13 (proveniente de Braganca). Relativamente ao ensaio de TBARS, a infusdo da
amostra 1 (proveniente de Marvdo, Portalegre) revelou os resultados mais
promissores (ECsp = 0.014 mg/mL).

Estes resultados encontram-se em conformidade com os obtidos por Costa et al.
(2013a), onde o potencial antioxidante da L. pedunculata foi avaliado através do
ensaio de TBARS e para a concentracdo mais elevada testada (5 mg/mL), os extratos
de infusdo, agua e agua:etanol preveniram a producdo de MDA.

Num estudo realizado por Pereira et al. (2015b), a atividade antioxidante de
diferentes extratos (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol e agua) de L.
pedunculata foram avaliados através do indice de peroxidacao lipidica (%), obtendo
valores entre 26 a 41%. Para além disso, Ferreira et al., (2006) testaram 0s extratos
etanolicos e decocgdes de L. pedunculata utilizando os ensaios de inibi¢do de -
caroteno e DPPH, nas quais, as amostras revelaram atividade antioxidante,
apresentando valores entre 93 e 20 mg/mL, respetivamente.

Os resultados da atividade anti-inflamatdria in vitro também foram avaliados e
encontram-se representados na Tabela 5. Em geral, os extratos hidroetanélicos
revelaram um potencial anti-inflamatorio mais promissor (com valores de ECs, entre

124 e 216 pg/mL), e mostrando valores inferiores aos obtidos nos extratos aquosos
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(valores de ECsp entre 140 e 301 pg/mL). Além disso, varias amostras ndo
apresentaram atividade anti-inflamatoria, sendo a auséncia desta bioatividade mais
elevada no extrato aquoso. O extrato hidroetandlico da amostra 6 (proveniente de
Portalegre) apresentou o maior potencial anti-inflamatério, enquanto que o extrato
aquoso da amostra 8 (oriunda de Ponte de Sér, Portalegre) revelou a maior eficiéncia.
Algieri et al. (2016), estudaram a atividade anti-inflamatoria de extratos
hidroetanolicos de L. stoechas, que exibiram uma inibicéo significativa do edema em
patas de rato induzido por carragenina. Deste modo, o0s extratos hidroetandlicos
podem ser também considerados uma boa fonte de moléculas com propriedades anti-

inflamatorias.
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Tabela 5. Atividade Antioxidante e anti inflamatoria de extratos hidroetanélicos e aquosos de L. pedunculata (média + SD).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Extratos Hidroetanolicos

Atividade antioxidante (Valores ECso, mg/mL)

Atividade captadora 0,14+ 0,139+ 0,139+ 0,21+ 0,137+ 0,139+ 0,150+ 0,087+ 0,150+ 0,15+ 0,181+ 0,14+ 0,26+

de radicais DPPH 0,01¢ 0,003 0,002 0,01° 0,003f 0,001 0,002¢ 0,002¢ 0,002¢ 0,01% 0,002° 0,01° 0,01%

Poder Redutor 0,110+ 0,098+ 0,118+ 0,149+ 0,097+ 0,107+ 0,129+ 0,072+ 0,067+ 0,13+ 0,133+ 0,133+ 0,22+
0,001 0,001¢ 0,001° 0,002° 0,002¢ 0,002 0,001¢ 0,001" 0,001 0,01° 0,003 0,001% 0,01%

g‘e'sbc'gﬁ)or:aéo do - 1,01+ 0,82+ 1,06+ 051+ 1,18+ 1,58+ 0,54+ 1,83+ 037+ 0,25+ 0,19+ 0,223+ 0,21+

caroteno & 0,09° 0,03° 0,06¢ 0,08" 0,04° 0,08° 0,04 0,2° 0,02¢ 0,01" 0,02" 0,003" 0,01"

Inibigéo de TBARS 0,028+ 0,017+ 0,026+ 0,035+ 0,04+ 0,06+ 0,04+ 0,03+ 0,04+ 0,048+ 0,062+ 0,03+ 0,03+
0,001° 0,001 0,001" 0,001° 0,014 0,01* 0,01° 0,01" 0,01 0,002 0,004 0,019 0,01

Potencial Anti-inflamatorio (Valores ECsy, pg/mL)

Producéo de Oxido 190+ 198+ 190+ 124+ 216+ 171+ 162+

Nitrico (NO) 3 a3 p > 400 > 400 o > 400 > 400 > 400 1 e 2 > 400

Extratos Aquosos

Atividade antioxidante (Valores ECsp, mg/mL)

Atividade captadora 0,109+ 0,099+ 0,099+ 0,07+ 0,099+ 0,115+ 0,125+ 0,073+ 0,098+ 0,115+ 0,133+ 0,14+ 0,191+

de radicais DPPH 0,004 0,002¢ 0,0019 0,01 0,002¢ 0,001° 0,002¢ 0,001" 0,003¢ 0,002 0,01° 0,01° 0,002%

Poder Redutor 0,101+ 0,051+ 0,113+ 0,137+ 0,099+ 0,093+ 0,111+ 0,073+ 0,110+ 0,125+ 0,12+ 0,13+ 0,167+
0,002 0,002 0,004¢ 0,005° 0,003f 0,004¢ 0,003° 0,002" 0,002¢ 0,004% 0,01¢ 0,01° 0,001?

i da N 027+ 025+ 027+ 0,39+ 047+ 047+ 042+ 0,39+ 045+ 0.24: 0,305+ 0,39+ 053+

coroene 090 0,01 0,01% 0,01 0,01° 0,01° 0,02° 0,02° 0,02° 0,01° 0,019 0,004° 0,03° 0,02°

Inibicio de TBARS 0,014+ 0,02+ 0,016+ 0,029+ 0,02+ 0,022+ 0,02+ 0,02+ 0,021+ 0,04+ 0,025+ 0,02+ 0,036+

¢ 0,001 0,01% 0,001" 0,001° 0,017 0,001 0,019 0,019 0,0019 0,01° 0,01¢ 0,01° 0,001°
Potencial Anti-inflamatério (Valores ECso, pg/mL)
Z:‘t’gzga(‘:\l‘g) Oxido > 400 > 400 > 400 30147 23747 > 400 205+7° 140+5° > 400 > 400 > 400 > 400 > 400

* ECsp: Concentracéo de extrato correspondendo a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 da absorvancia no ensaio do poder redutor. Trolox (control positivo) Valores ECs:
41 pg/mL (poder redutor), 42 pg/mL (atividade captadora de radicais DPPH), 18 pg/mL (inibicdo da descoloragdo do B-caroteno) e 23 pg/mL (inibicdo de TBARS).
Atividade anti-inflamatoria esta expressa em valores de ECs, correspondentes a 50% da inibicdo da producéo de NO (Oxido nitrico) em comparagdo com o controlo negativo
(100% de producdo de NO). Dexametasona (controlo positivo) Valores de ECsy: 16 pg/mL. Em cada linha letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).
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3.3. Citotoxicidade

Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos relativamente ao efeito dos
extratos aquosos (preparados a partir de infusGes) e hidroetandlicos (EtOH/H0,
80:20) de L. pedunculata na inibicdo do crescimento de quatro linhas celulares
tumorais (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2). Neste estudo, foi evidente a atividade
citotdxica de L. pedunculata em todas as linhas tumorais testadas.

Comparando os dois tipos de extratos, o extrato aquoso demostrou maior
potencial anti-proliferativo num maior nimero de amostras estudadas e em mais
linhas celulares. No entanto, foi o extrato hidroetanolico que, no geral, demonstrou
maior potencial citotoxico, isto €, menor valor de Glsg.

O extrato hidroetandlico da amostra 6 (proveniente de Portalegre) apresentou o
melhor potencial citotoxico nas linhas celulares MCF-7 (com valores entre 53 e 236
ug/mL) e HepG2 (com valores entre 34 e 212 pg/mL). Por outro lado, a amostra 12
(proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) apresentou uma capacidade anti-
proliferativa mais elevada na linha celular NCI-H460 (valores Glso = 119 pg/mL); e a
amostra 10 (também proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) tem um valor de
Glsp menor na linha celular HeLa (62 pg/mL). Por sua vez, o extrato aquoso da
amostra 9 (proveniente de Evora) revelou um melhor potencial citotoxico em linhas
celulares MCF-7 e HepG2, com valores de 150 e 118 pg/mL, respetivamente. Em
geral, na linha celular NCI-H460, os valores variaram entre 374 e 113 ug/mL,
destacando-se a amostra 4 (proveniente de Braganca) com a atividade anti-
proliferativa mais elevada. No entanto, para a linha celular HelLa, a amostra 12
(proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) apresentou os valores de Gls; mais
baixos (82 pg/mL), ou seja, melhor potencial anti-proliferativo.

Considerando a cultura de células PLP2, as amostras testadas ndo apresentaram
toxicidade (Glsp > 400 ug/mL), com a excecdo do extrato hidroetanélico da amostra
12 (proveniente de Castelo de Vide, Portalegre), e 0s extratos aquosos das amostras 7
(proveniente de Nisa, Portalegre), 8 (proveniente de Ponte de Sér, Portalegre) e 9 (de
Evora). No entanto, as concentragdes observadas eram superiores as obtidas para a
inibicdo das linhas celulares tumorais.

Apesar de todas as amostras pertencerem a mesma espécie, é frequente ocorrer
a heterogeneidade de resultados observada. As caracteristicas da area geografica de

recolha das sementes pode influenciar diretamente a composi¢do quimica das plantas,
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devido a fatores bidticos e abidticos (Santos et al., 2016). Visto que neste estudo, as
sementes sdo provenientes de diferentes areas geograficas de Portugal, a origem pode
ser um dos fatores importantes a considerar para explicar as oscilagfes observadas no
potencial bioativo das amostras estudadas.

Até a data, existem poucos estudos citotoxicos utilizando esta espécie, contudo
os resultados descritos na literatura revelam um potencial citotdxico menor do que 0
obtido neste estudo. De acordo com Pereira et al. (2015), os resultados obtidos com
extratos metandlicos de L. pedunculata sugerem que para concentracfes até 15 pg/mL
e num periodo de incubacdo de 24 horas, ndo foram observados quaisquer efeitos
citotoxicos relevantes. Tang et al. (2017) testou cinco linhas celulares tumorais
humanas (NB4, A549, SHSY5Y, PC3 e MCF-7) utilizando extratos metandlicos de L.
angustifolia e estes apresentaram uma baixa atividade inibitoria em todas as linhas

celulares testadas (valores de ICsp entre 2,2 e 8,2 mM).
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Tabela 6. Propriedades Citotoxicas de extratos hidroetanélicos e aquosos de L. pedunculata (média + SD).

4

5

6

7

10

11

12

13

Extratos hidroetandlicos

Linhas celulares tumorais (Valores Glso, pg/mL)

MCF-7
(carcinoma
mamario)
NCI-H460
(carcinoma
pulmonar)
Hela (carcinoma
cervical)
HepG2
(carcinoma
hepatocellular)

115+9°

> 400

200£14°

144+10°

82+8¢

> 400
216+7°

191+16°

53+5¢

340+212
66,2:+0,2°%"

34439

70+2°

> 400
67+2¢7n

212+19°

61+4"

> 400

63,3+0,19"

67+10°

60+4"

> 400

73,1+0,31

100+3¢

> 400

62,2+0,6"

236+8*

119+7°
68:+3°1

203+14°

212+1°

241+23°
222+6°

204442

Células ndo tumorais (Valores Glso, pg/mL)

PLP2

> 400

> 400

> 400

> 400

> 400

> 400

29111

> 400

Extratos aquosos

Linhas celulares tumorais (Valores Gls, pg/mL)

MCF-7
(carcinoma
mamario)
NCI-H460
(carcinoma
pulmonar)
HeLa (carcinoma
cervical)
HepG2
(carcinoma
hepatocelular)

287+8"

11349

343,92+0,01
a

293+10°

267,740,3°

142+12"
253+23¢

> 400

222+14°

226+14"
262+14¢

211+17¢

223+6°

188+12¢
199+12°

194+15°

185+169

183+11°
159+16°

179414

150+9"

258+14°

286+4°

118+8"

290+12°

245+13°
195+11°

256+4°

256,2+0,6¢

349+5°
224+11°

191+143°

270414

293+12¢
82+14"

148+1°

342+14%

374+7°
298+17%

324467

Células néo tumorais (Valores Glso, pg/mL)

PLP2

> 400

> 400

> 400

349+12b

362+21a

240+16¢

> 400

> 400

> 400

> 400

Valores Glsy — concentracdo que inibiu 50% do crescimento celular. Valores Glsg ¢ Elipticina (controlo positivo): 1,21 pg/mL (MCF-7), 1,03 pg/mL (NCI-H460), 0,91
pg/mL (HelLa), 1,10 pg/mL (HepG2) e 2,29 ug/mL (PLP2). Em cada linha letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).
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3.4. Atividade Antimicrobiana

Os resultados das atividades antibacteriana e antifungica dos extratos
hidroetanolicos e aquosos de L. pedunculata sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8. As
amostras foram testadas contra um conjunto de oito estirpes de bactérias e fungos,
especificamente selecionados com base na sua importancia para a saude publica. Para
a avaliagdo do potencial antibacteriano foram usadas as estirpes Bacillus cereus,
Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimirium. De
igual modo, para a determinacdo do potencial antifungico, foram usadas as estirpes
Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Trichoderma viride, Penicillium funiculosum, Penicillium ochrochloron e
Penicillium verrucosum var. cyclopium.

Para a atividade antibacteriana (Tabela 7) dos extratos hidroetandlicos, as
amostras 1 (proveniente de Marvao, Portalegre) e 5 (proveniente de Arronches,
Portalegre) revelaram a atividade mais elevada (MICs menores) para todas as estirpes
testadas. Nestes casos, os valores de MIC variaram entre 0,002 mg/mL para a amostra
1 da estirpe Staphylococcus aureus e 0,04 mg/mL na amostra 5 para a estirpe de
Enterobacter cloacae. O valor de MBC mais baixo foi observado para as amostras 1 e
3 (provenientes de Marvdo, Portalegre e Vila Vicosa, Evora, respetivamente) na
inibicdo da estirpe de Staphylococcus aureus (0,04 mg/mL).

Na avaliacdo do extrato aquoso de L. pedunculata, a amostra 5 apresentou o
MIC e MBC mais baixos, sendo mais potente para a estirpe de Bacillus cereus (MIC
= 0,075 mg/mL e MBC = 0,15 mg/mL), juntamente com o MBC da amostra 8 (de
Ponte de Sor, Portalegre) na estirpe de Escherichia coli (também com valores de 0,15
mg/mL).

Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados anteriormente, onde
outras espécies de plantas também apresentaram atividade antimicrobiana, como por
exemplo, as flores de Castanea sativa Mill. (Carocho et al., 2014), as partes aéreas de
Alnus rugosa L. (Rashed et al., 2014) e de Veronica urticifolia Jacq. (Zivkovic et al.,
2014). Em Nikolic et al. (2014) foram estudados 6leos essenciais de diferentes
espécies de tomilho, especificamente T. serpyllum, T. algeriensis e T. vulgaris, que
demostraram atividade antimicrobiana. No entanto, ndo foram encontrados estudos

reportando a atividade antibacteriana de espécies de Lavandula.

74



Resultados e Discussao

Considerando a atividade antifungica, todos os extratos hidroetanolicos das 13
amostras de L. pedunculata estudadas revelaram atividade inibitoria e fungicida,
como podemos observar na Tabela 8. A amostra 3 apresentou o melhor valor de
MIC, para os extratos hidroetanolicos, em todas as estirpes testadas, com excecdo de
Aspergillus versicolor e Aspergillus ochraceus, onde as amostras 2 e 9 (ambas
provenientes de Evora), apresentaram maior potencial, respetivamente. Globalmente,
em relagdo ao MFC, a maioria das amostras revelou resultados promissores, sendo o
melhor resultado para a amostra 13, no extrato aquoso.

Relativamente aos extratos aquosos, nem todas as amostras obtiveram
resultados positivos em todas as estirpes de fungos estudadas, no entanto as amostras
2, 11, 12 e 13 apresentaram potencial inibitério e fungicida para todas as estirpes de
fungos estudadas. A amostra 11 apresentou 0 maior potencial inibitdrio para todas as
estirpes de fungos analisadas, com excecdo de Penicillium funiculosum, onde a
amostra 2 apresentou os melhores resultados. A melhor capacidade fungicida foi
evidente na amostra 11 contra a estirpe de Aspergillus versicolor.

Ndo foram encontrados estudos relativos a atividade antifungica de L.
pedunculata. Contudo, os resultados obtidos para o potencial antifungico desta
espécie estdo de acordo com outros ensaios realizados em espécies vegetais, tais como

Castanea sativa (Carocho et al., 2014) e Alnus rugosa (Rashed et al., 2014).
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Tabela 7. Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg/mL) de extratos hidroetanélicos e aquosos de L.

pedunculata.

Atividades antibacteriana

Extratos Hidroetanélicos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 S A

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MiIC

MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC

Be 005 0075 0075 0075 005 0075 0075 0075 0075 0075 0075 0075 0,20 0,10 0,25

- 0,075 0,15 0,15 015 0075 015 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,20 0,40

M. 0,075 0,10 0,10 0,10 0,075 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,30 0,20 0,20 0,25

0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,45 0,30 0,30 0,40

0,02 0,04 0,03 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,45 0,20 0,04 0,25

Sa 004 0075 004 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,60 0,30 0,10 0,45

Lm 0,10 0,15 0,10 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,20 0,45 0,20 0,20 0,40

0,15 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,50

Ec 0,075 0,10 0,10 0,10 0,075 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,20 0,45 0,20 0,40

0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,60 0,30 0,50

En.cl. 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,10 0,075 0,075 0,075 0,075 0,20 0,45 0,20 0,25

0075 0075 0075 075 0075 0075 015 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,60 0,30 0,50

Pa 0,10 0,15 0,10 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,15 0,20 0,75

o 0,15 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,30 1,20

St 0,15 0,15 0,15 0,20 0,10 0,20 0,20 0,15 0,20 0,20 0,20 0,15 0,15 0,25 0,40

0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,75
Extratos Aquosos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 S A

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC

MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC

B.c 0,20 0,30 0,15 0,30 0,075 0,20 0,15 0,20 0,15 0,15 0,15 0,30 0,15 0,10 0,25

- 0,30 0,45 0,30 0,45 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,20 0,40

M. 0,20 0,30 0,20 0,30 0,20 0,30 0,20 0,20 0,20 0,15 0,20 0,45 0,20 0,20 0,25

0,30 0,45 0,30 0,45 0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,40

sa 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,20 0,20 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,04 0,25

o 0,45 0,45 0,60 0,45 0,60 0,45 0,30 0,30 0,30 0,45 0,45 0,60 0,60 0,10 0,45

Lm 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,40

0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,45 0,45 0,30 0,45 0,45 0,60 0,60 0,30 0,50

Ec. 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,10 0,20 0,45 0,20 0,45 0,20 0,20 0,40

0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,60 0,30 0,90 0,30 0,30 0,50

En.cl. 0,15 0,20 0,20 0,20 0,20 0,15 0,20 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,15 0,20 0,25

0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50

Pa 0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,75

o 0,45 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,60 0,45 0,30 0,45 0,60 0,60 0,60 0,30 1,20

St 0,45 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,25 0,40

0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,30 0,45 0,60 0,60 0,60 0,50 0,75

MIC: Concentracdo Minima Inibitéria; MBC: Concentragdo Minima Bactericida S: Streptomicina; A:
Ampicilina; B.c.: Bacillus cereus; M.f.: Micrococcus flavus; S.a.: Staphylococcus aureus; L.m.:
Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.cl.: Enterobacter cloacae; P.a.: Pseudomonas

aeruginosa; S.t.: Salmonella typhimirium

76



Resultados e Discussao

Tabela 8. Atividade antifingica (MIC e MFC, mg/mL) de extratos hidroetanélicos e aquosos de L.

pedunculata.

Actividade Antifungica

Extratos Hidroetanélicos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 K B
MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC
Afum. 0075 015 0075 0075 010 0,04 015 0,075 0,10 0,15 0,15 0,20 0,20 0,25 0,15
0,15 0,30 0,15 0,15 0,15 0075 0,30 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,20
Av 0,04 0,03 0,04 0,04 0075 0,04 0,04 004 0075 015 0075 0,15 0,15 0,20 0,10
- 0075 0075 015 0075 015 0075 0075 0075 015 0,30 0,15 0,30 0,30 0,50 0,20
0,04 0,04 0,05 0,04 0075 0,04 0,05 0,04 0,02 0075 0,04 0,10 0,20 1,50 0,15
Ao. 0,075 0075 0075 0075 015 0075 0075 0,10 0,04 015 0075 0,30 0,30 2,00 0,20
An 005 0075 004 0075 015 0075 015 0075 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,20 0,15
0075 015 0075 0,5 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,20
Tv. 0,02 0,04 0,02 0,03 0075 0,03 0,03 0,05 0015 005 0,03 0075 0,10 1,00 0,15
0,04 0075 0,04 0,04 0,15 0,04 004 0075 002 0075 004 0,15 0,15 1,00 0,20
pi 0,075 0075 004 0075 020 0075 0075 004 0075 0075 0,15 0,20 0,20 0,20 0,20
B 0,15 015 0,075 015 030 0015 015 0,075 015 0,15 0,30 0,30 0,30 0,50 0,25
Po. 0,04 0,04 0,03 0,04 0,10 0,04 0,04 0,15 004 0075 0075 0,30 0,30 2,50 0,20
0075 0075 004 0075 015 0075 0075 020 0075 015 0,15 0,45 0,45 3,50 0,25
pyc 0075 015 0,05 0,10 020 0075 015 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,30 0,20 0,10
0,15 030 0075 015 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,45 0,30 0,20
Extratos AQuosos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 K B
MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC
Afum, 030 0,30 0,60 - 0,60 0,30 - - 0,60 0,60 0,30 0,30 0,45 0,25 0,15
0,60 0,60 1,20 - 1,20 0,60 - - 0,90 1,20 0,45 0,60 0,90 0,50 0,20
Av. 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,10 0,15 0,20 0,20 0,10
0,60 0,60 0,60 1,20 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,20 0,30 0,30 0,50 0,20
Ao, 0,60 0,90 - - - 0,60 0,30 - 0,20 0,30 0,15 0,30 0,20 1,50 0,15
1,20 1,20 - - - 1,20 0,60 - 0,45 0,60 0,30 0,45 0,45 2,00 0,20
An - 0,30 - - - 0,60 - - 0,30 - 0,20 0,45 0,45 0,20 0,15
- 0,60 - - - 1,20 - - 0,45 - 0,45 0,90 0,90 0,50 0,20
Ty 0,60 0,30 0,60 0,60 - 0,60 - - 0,10 0,30 0,20 0,45 0,45 1,00 0,15
- 1,20 0,60 1,20 1,20 - 1,20 - - 0,30 0,60 0,45 0,60 0,60 1,00 0,20
Pi 0,60 0,30 0,60 - 0,60 - - - - - 0,45 0,45 0,45 0,20 0,20
1,20 0,60 1,20 - 1,20 - - - - - 0,60 0,90 0,90 0,50 0,25
Po. 0,90 0,45 0,60 - 0,60 - - - 0,20 - 0,45 0,45 0,45 2,50 0,20
1,20 0,60 1,20 - 1,20 - - - 0,45 - 0,60 0,90 0,90 3,50 0,25
Py.C. - 0,60 0,60 - - - - - 0,20 0,45 0,45 0,45 0,45 0,20 0,10
- 1,20 1,20 - - - - - 0,45 0,90 0,60 0,90 0,90 0,30 0,20

MIC: Concentragdo Minima Inibitéria; MFC: Concentragdo Minima Fungicida; K: Ketoconazole; B:
Bifonazole; A.fum.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.o.: Aspergillus ochraceus;
A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.o.: Penicillium

ochrochloron; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. (-) — ndo apresentou inibicdo a

concentracdo testada.
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O estudo de matrizes naturais permite um conhecimento aprofundado da sua
composicdo quimica, e portanto, proporciona informacdo detalhada com uma
aplicabilidade mais adequada. Nesse sentido foram estudadas amostras de Lavandula
pedunculata (Mill.) Cav., provenientes de diferentes populacbes silvestres do
Alentejo e Tras-os-Montes.

A maioria das amostras estudadas apresentam propriedades bioativas diversas,
tais como citotoxicidade, potencial antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano.
Ao analisar os dois tipos de extratos estudados (aquoso e hidroetanolico), os extratos
aquosos demostraram maiores concentracdes de compostos fendlicos e maior
atividade antioxidante, no entanto, os extratos hidroetandlicos revelaram maior
potencial anti-inflamatério na maioria das amostras, e também uma maior capacidade
anti-proliferativa. E também relevante destacar que para a actividade antibacteriana e
antifangica, alguns dos resultados obtidos conseguiram superar os resultados dos
farmacos convéncionais.

Para além das importantes propriedades bioativas que se evidenciam em L.
pedunculata, estes resultados destacam também a existéncia de variagbes entre
amostras com diferentes origens geograficas, verificando-se que, em geral, as
amostras do Alentejo apresentaram melhores resultados em todas as bioatividades
comparativamente com as amostras de Tras-os-Montes.

Foram identificados 13 compostos fendlicos, a exce¢do da amostra 8 que ndo
apresentou luteolina-O-metilglucurénido, sendo que todas as amostras demonstraram
diferencas estaticamente significativas entre os compostos fenolicos detetados. A
luteolina-7-O-glucurdénido (composto 8) foi o flavonoide maioritario e o 4&cido
rosmarinico (composto 10) e &cido salvianélico B foram os acidos fendlicos que
evidenciaram maior concentracdo. Estes compostos podem estar correlacionados com
as bioatividades apresentadas pelas amostras.

Tendo em conta estes resultados, verificou-se que é importante proceder a mais
estudos para correlacionar os fatores bidticos e abidticos com a composi¢do quimica
desta espécie.

Deste modo, e como perspetivas futuras, seria interessante ter em atengéo a
possibilidade de existirem quimiotipos e realizar uma analise mais aprofundada a
nivel nutricional e quimico de material vegetal desta espécie, a fim de perceber
melhor a influéncia da origem geogréafica e do processamento do material vegetal no

teor dos compostos presentes.
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