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RESUMO

O uso de recursos naturais, de origem vegetal, desempenha um papel impor-
tante na descoberta e desenvolvimento de potenciais compostos com agao terapéutica.
As plantas tém sido amplamente utilizadas por pessoas de todas as culturas para o tra-
tamento de diferentes doengas. O termo nutracéutico é aplicado a produtos que sao
isolados de plantas, suplementos alimentares, dietas especificas e alimentos processa-
dos, que sdo utilizados ndo apenas com func¢des nutritivas, mas também com funcdes
terapéuticas. Trata-se de uma categoria de produtos pouca regulamentada, com defini-
¢Oes ndo consensuais, mas que tem sido alvo de grande pesquisa nos ultimos anos, re-
presentando um segmento de mercado com crescimento rapido. Sdo muitas as plantas
atualmente estudadas com propriedades nutracéuticas e, como tal, esta tese apresenta
o seu principal foco na avaliagdao do potencial nutracéutico do Taraxacum hispanicum,
uma espécie conhecida como dente-de-ledo, e ainda pouco estudada dentro do género.
Para tal, foi determinado o perfil fitoquimico dos extratos aquosos e hidroalcodlicos das
folhas da planta, assim como o seu teor de compostos fendlicos. Seguidamente, e sa-
bendo que as plantas do género Taraxacum apresentam uma potente atividade antio-
xidante, estudou-se a influencia de diferentes variaveis no processo extrativo, como o
efeito dos solventes, o tamanho das particulas, a temperatura e tempos de extracdo na
sua atividade antioxidante.

A espécie T. officinale é a mais estudada do género e a mais consumida, tanto
como alimento como na medicina tradicional. Esta planta encontra-se aprovada para
tratamento de alteracdes no fluxo biliar, estimulacdo da diurese, perda de apetite e dis-
pepsia no caso das raizes, e perda de apetite, dispepsia (enfartamento e flatuléncia), no
caso das folhas, sendo que novos estudos evidenciam a sua a¢do no tratamento e pre-
vencdo de varios tipos de cancro. Apesar de existirem varios estudos relativos a carac-
terizacdo da espécie T. officinale, sdo praticamente inexistentes os estudos com a iden-
tificacdo do perfil fitoquimico e da atividade antioxidante da espécie T. hispanicum. O
perfil fitoquimico do T. hispanicum foi semelhante ao encontrado em outras espécies
do géneroTaraxacum, demonstrando resultados positivos para os polifendis, flavondi-
des, taninos e diterpenos, em ambos os extratos estudados. Também a auséncia de tri-

terpenos nas amostras estudadas encontra-se de acordo com o previsto. No caso dos
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compostos fendlicos, saponinas e alcaldides os resultados foram diferentes em ambos
os extratos (aquoso e hidroalcodlico), apresentando um resultado positivo apenas no
extrato hidroalcodlico.

Quanto a analise das diferentes varidveis na atividade antioxidante do extrato de
folhas de dente-de-ledo (T. hispanicum), recorrendo a diferentes ensaios antioxidantes,
como o DPPH, a quelag3o de Fe?* e o ensaio do radical superéxido, observou-se, pelos
valores de ICsg, que a utilizacdo de agua destilada, tamanhos reduzidos das particulas
(em pd), temperaturas baixas (60 °) e tempos mais prolongados de extracdo (20 minu-
tos) parecem influenciar a atividade antioxidante da planta em estudo.

De modo geral, os resultados observados nesta tese providenciam uma impor-
tante base para estudos futuros, no sentido de permitir uma melhor compreensao do
perfil fitoquimico da espécie T. hispanicum e do efeito de diferentes varidveis nos pro-
cedimentos extrativos da planta. Estes resultados sdao importantes para que possamos
optar no futuro por procedimentos que nos permitam uma maior eficiéncia na extracao

de compostos ativos e, consequentemente, uma maior atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The use of natural resources of plant has an important role in the discovery and
development of potential substances with therapeutic action. Plants have been widely
used by people of all cultures for the treatment of different diseases. The term nutraceu-
tical is applied to products that are isolated from plants, food supplements, specific diets
and processed foods, which are used not only with nutritional functions but also with
therapeutic functions. This is a poorly regulated product category with non-con-sensual
definitions, but, yet, has been the subject of considerable research in recent years, rep-
resenting a fast-growing market segment. Nowadays, there is a lot of plants studied with
nutraceutical proprieties, therefore, this thesis presents the principal focus in the eval-
uation of the nutraceutical potential of Taraxacum Hispanicum, a specie known as Dan-
delion, and one of the least studied in its gender. For this, was analyze the phytochemi-
cal profile of the aqueous and hydroalcoholic extracts from the leaves and the influence
of different extractive process variables, such as the effect of the solvents, particle size,
temperature and times in antioxidant activity.

The T. officinale species is the most studied of the genus and the most consumed,
both as food and in traditional medicine. This plant is approved for treatment of altera-
tions in the bile flow, stimulation of diuresis, loss of appetite and dyspepsia in the case
of roots and loss of appetite, dyspepsia (flatulence) in the case of leaves, since new stud-
ies its action in the treatment and prevention of various types of cancer. Although there
are several studies concerning the characterization of the T. officinale species, there are
practically no studies with the identification of the phytochemical profile and the anti-
oxidant activity of the T. hispanicum species. The determination of the phytochemical
profile of T. hispanicum was similar to found in other species of the genus Taraxacum,
showing positive results to the polyphenols, flavonoids, tannins and diterpenes, in both
extracts studied. Also the inexistence of triterpenes in the studied samples is in agree-
ment with the predicted. In the case of the phenolic compounds, saponins and alkaloids
the results were different in both extracts (aqueous and hydroalcoholic), presenting a
positive result only in the hydroalcoholic extract.

As for the analysis of the different variables in the antioxidant activity of the

leaf extract of dandelion (T. hispanicum), using different antioxidant assays such as
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DPPH, that of Fe?* and the superoxide radical assay. It was observed that the use of
distilled water, reduced particle sizes (powder), low temperatures (60 °C) and longer
extraction times (20 minutes) appeared to influence the antioxidant activity of the plant
under study.

In general, the results observed in this thesis provide an important basis for fu-
ture studies in order to allow a better understanding of the phytochemical profile of the
T. hispanicum species and the effect of different variables on the plant extractive proce-
dures. These results are important so that we can opt in the future for procedures that
allow us a greater efficiency in the extraction of active compounds and, consequently, a

greater antioxidant activity.
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INTRODUCAO

O uso de recursos naturais de origem vegetal desempenha um papel importante
na descoberta e desenvolvimento de potenciais substancias com acdo terapéutica. As
plantas tém sido amplamente utilizadas por pessoas de todas as culturas para o trata-

mento de diferentes doencas (Lateef e Issah, 2012).

Apds analise dos medicamentos colocados no mercado entre 1981 e 2002, con-
cluiu-se que 28% destes medicamentos possuem principios ativos isolados de produtos
naturais ou foram obtidos por um processo de semi-sintese, ao passo que 24% sdo sin-
téticos, mas baseados em estruturas de produtos naturais. Desta forma, os produtos
naturais constituem a base do desenvolvimento de muitos novos medicamentos e su-

plementos alimentares (Brandao et al., 2010).

O termo nutracéutico é aplicado a produtos que sao isolados de plantas, suple-
mentos alimentares, dietas especificas e alimentos processados, que sdo utilizados ndo
apenas com fungdes nutritivas, mas também com funcdes terapéuticas (Kalra, 2003). Os
nutracéuticos podem ser utilizados para melhorar a saude, retardar o processo de en-
velhecimento, prevenir doencas crénicas, ou aumentar a esperanca média de vida
(Zhao, 2007). Estudos recentes tém demonstrado resultados promissores para os nutra-
céuticos em diversas patologias, como as doencas cardiovasculares (Khosravi-Boroujeni
et al., 2013), o cancro e as desordens neuroldgicas (Das et al., 2012). Estas condi¢des
podem envolver um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e as defesas antioxidantes, sendo que a maioria dos nutracéuticos tem atividade

antioxidante com capacidade para melhorar esta situacao (Nasri et al., 2014).

A procura por novas opgoes terapéuticas com agdo antioxidante e que possam
funcionar como agentes quimiopreventivos tem aumentado nos ultimos anos a fim de
encontrar tratamentos mais efetivos ou que visem o retardar do avanco das doencas.
As plantas do género Taraxacum sao membros da familia Asteraceae. Podem encon-
tram-se em zonas temperadas mais quentes do Hemisfério Norte. O género Taraxacum
inclui aproximadamente 30 a 57 variedades. As folhas e raizes de algumas espécies deste

género Taraxacum, conhecidas como dente-de-ledo, sdo tradicionalmente consumidas
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como alimento, sendo também empregues de forma medicinal face as suas proprieda-
des coleréticas, diuréticas, antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatdrias e hepatopro-

tetoras (Colle et al., 2012).

A espécie T. officinale é a mais estudada do género e parece ser a mais consu-
mida, tanto como alimento, como na medicina tradicional. As folhas desta planta sdo
consideradas uma importante fonte alimentar com potencial nutritivo, podendo melho-
rar as condi¢Bes nutricionais da populagdo, em dreas com reduzidos recursos econémi-
cos (Escudero et al., 2003). De acordo com a monografia da planta pela Comissdo E
Alem3, esta encontra-se aprovada para tratamento de alteragdes no fluxo biliar, estimu-
lacdo da diurese, perda de apetite e dispepsia no caso das raizes e perda de apetite,
dispepsia (enfartamento e flatuléncia) no caso das folhas (Proenca, Silva, e Roque,
2003). No entanto, estudos referem que a planta podera ser benéfica no tratamento e
prevencao de varios tipos de cancro, face a sua potencial atividade anticancerigena, qui-
miopreventiva e antioxidante (Hu e Kitts, 2005; Jeon et al., 2008; Koo et al., 2004;
Sigstedt et al., 2008).

O extrato etandlico do T. officinale é capaz de reduzir os niveis de ROS, a produ-
¢do de 6xido nitrico (NO) e inibir a cicloxigenase-2 (COX-2) podendo, assim, apresentar-
se como anticancerigeno, anti-angiogénico e também antinociceptivo (Jeon et al., 2008).
Por sua vez, os extratos da flor do T. officinale também ja foram testados em células de
macrofagos, resultando numa inibicao da producdo de NO, inibicdo das ROS e de espé-
cies reativas de azoto (RNS). Todas estas a¢Ges foram atribuidas aos componentes fené-
licos presentes na planta (Hu e Kitts, 2005). Num outro estudo, o extrato aquoso das
folhas inibiu a proliferacdo celular em células de cancro da mama (MCF-7) e bloqueou a
invasdo celular em células de cancro da préstata (LNCaP). O extrato aquoso da raiz blo-
gueou a invasao celular em células MCF-7 (Sigstedt et al., 2008). De acordo com um
estudo de Koo et al., (2004), o extrato de T. officinale foi testado em células de hepato-
carcinoma humano (HepG2), onde se verificou uma reducdo na viabilidade celular e in-
ducdo da citotoxicidade através da interleucina-a (IL-o) e do fator de necrose tumoral-

o (TNF-ar)(Koo et al., 2004).

Os tecidos vegetais do dente-de-ledo contém flavondides, cumarinas, acidos

fendlicos e derivados, triterpenos, esterdides e lactonas sesquiterpénicas (Kisiel e

2
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Barszcz, 2000). Os principais componentes dos extratos incluem as lactonas sesquiter-
pénicas e os fenilpropandides, que parecem ter propriedades antioxidantes e antican-
cerigenas, explicando muitos dos efeitos observados com a planta (Yarnell e Abascal,
2009). No entanto, como o T. officinale nao se encontra presente no sul da Europa, ou-
tras espécies tém vindo a ser estudadas, como o T. hispanicum. Sdo ainda escassos 0s
estudos com esta espécie. Sabe-se, no entanto, que a composi¢do quimica é muito se-
melhante a de T. officinale (Mingarro et al., 2015), podendo esta espécie também ter

atividade antioxidante e consequentemente, vir a ser um potencial nutracéutico.

De facto, um estudo recente de Mingarro et al., (2015) demonstrou que todos os
extratos estudados de espécies de T. obovatum, T. marginellum, T. hispanicum, T. lam-
binonii, e T. lacistrum demonstraram uma capacidade scavenging do radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) (Mingarro et al., 2015). Num outro estudo, observou-se que o
extrato etandlico do T. hispanicum demonstrou ter uma melhor atividade antioxidante

e citoprotetora, em comparagdao com o extrato aquoso (Laranjeira et al., 2017).

A procura de antioxidantes naturais nao téxicos e efetivos tem aumentado nos
ultimos anos, uma vez que os antioxidantes sintéticos tém vindo a ser associados a um
aumento dos fatores de risco em varias doengas (Mingarro et al., 2015). Como tal, o
presente trabalho apresenta como principal objetivo avaliar a potencial aplicagdo nutra-
céutica do dente-de-ledo (T. hispanicum), determinando o seu perfil fitoquimico e ativi-

dade antioxidante de diferentes extratos de folhas da planta.

A presente dissertacdo de Mestrado encontra-se dividida em quatro capitulos. O
capitulo | diz respeito a revisao bibliografica do tema em questao onde serdo abordados
aspetos relativos a planta a estudar, o T. hispanicum, nomeadamente quanto a sua des-
cricdo, compostos quimicos, uso tradicional e atividades bioldgicas; aspetos relaciona-
dos com o stress oxidativo e as defesas antioxidantes; e por fim aspetos sobre as plantas
como agentes antioxidantes e o seu potencial papel como nutracéuticos. O capitulo Il
diz respeito ao primeiro artigo da dissertacdo, intitulado: “Perfil fitoquimico de extratos
aquosos e hidroalcodlicos de folhas de dente-de-ledo”. O capitulo lll refere-se ao se-
gundo artigo da dissertacao intitulado: “Efeito dos solventes, tamanho das particulas,
tempos e temperaturas de extracdo na atividade antioxidante do dente-de-ledo (T. his-

panicum)”. Por fim, o capitulo IV corresponde a conclusdo do trabalho.
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1.1. Plantas Medicinais, Nutricao e Terapéutica

A utilizagdo de plantas para tratamento, cura e prevenc¢ao de doengas é uma das
praticas medicinais mais antigas. A Fitoterapia tem ganho importancia ndo so pelo seu
uso tradicional, mas também pelo aumento das evidéncias cientificas, da melhoria da
qualidade, eficacia e seguranca das plantas medicinais (Proenca, Silva e Roque, 2003).

Alguns estudos epidemiolégicos que relacionam os habitos alimentares e o risco
de desenvolvimento de doenga tém demonstrado que a alimentac¢do atua diretamente
sobre a salde, podendo ter um impacto positivo, promovendo-a e conferindo protecao
contra certas patologias. Do mesmo modo, pode apresentar um impacto negativo, in-
duzindo o aparecimento de outras doencas. Por exemplo, uma alimentacdo rica em
peixe e produtos ricos em acidos gordos polinsaturados das familias 6mega 3 e dmega
6 estd associada a um baixo nivel de problemas cardiovasculares. Por sua vez, popula-
¢Oes que apresentam um elevado consumo de soja, que contém fitoestrogénios, estdo
associados a uma baixa incidéncia de cancro da mama (Espin et al., 2007; Moraes e
Colla, 2006). Deste modo, a investigacdo sobre o impacto positivo da alimentacdo na
salde humana tem aumentado. Componentes potencialmente ativos de plantas, utili-
zados diretamente na alimentacdo, na preparacao de infusdes ou como plantas aroma-
ticas, tém sido intensamente estudados. Os resultados sugerem que os polifendis, prin-
cipalmente os flavondides presentes em muitas frutas e vegetais tém um elevado poder
antioxidante, sendo capazes de proteger as células contra os efeitos adversos das ROS
(Dufresne e Farnworth, 2001), apresentando ainda outras atividades como anti-inflama-

téria ou antimicrobiana (Jeon et al., 2008).

A procura, por parte dos consumidores, de produtos alimentares promotores de
saude, bem como de produtos dietéticos e farmacéuticos, com compostos bioativos
estd a aumentar. Muitos dos constituintes bioativos presentes nos alimentos sdo comer-
cializados atualmente sob a forma de comprimidos, capsulas, solucdes, geles, pds, gra-
nulados, que incorporam extratos de produtos naturais com funcdes fisioldgicas bené-
ficas. Como designacao deste género de produtos que ndo sao verdadeiramente alimen-
tos, surgiu a designacao de nutracéutico. Este termo deriva da juncdo de “nutrition” e

“pharmaceutical”, em portugués, nutricao e fdrmaco, respetivamente (Brower, 1998).
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1.2. Dente-de-Ledo (Taraxacum sp.)

1.2.1. Descrigao

O dente-de-ledo pertence ao género Taraxacum e a familia Asteraceae, sendo
uma planta amplamente distribuida no Hemisfério Norte (Schiitz et al., 2006). Inclui
guase 2500 espécies; as folhas e raizes de algumas espécies sdo tradicionalmente con-
sumidas como alimento e sdo usadas na medicina popular devido ao seu efeito coleré-
tico, diurético, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatdrio e hepatoprotetor (Colle et

al., 2012).

Das plantas do género Taraxacum, destaca-se o Taraxacum officinale (L.) Weber
ex F.H. Wigg, uma planta ndo presente no sul da Europa (Galan de Mera, 2013), mas das
mais estudadas em todo o mundo. No entanto, outras espécies tém vindo a ser estuda-
das na regido da Peninsula lbérica, nomeadamente o T. hispanicum (Laranjeira et al.,

2017) (Figura ).

Figura . Taraxacum hispanicum

Toda a planta pode ser utilizada (folhas, flores e raizes) e incorporada em diver-
sos produtos alimentares, uma vez que se trata de uma planta cuja andlise de nutrientes
revela a presenca de elevadas quantidades de minerais, proteinas, fibras e vitaminas.
Comparando com outros alimentos, o dente-de-ledo possui 1,5% de lipidos (peso total)
e proporcdes maiores de acidos gordos insaturados (acido oleico, linoleico, linolénico)

que as alfaces e os espinafres. E também uma das principais fontes de 3-caroteno (Shi
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et al., 2008; Souci et al., 2008). As folhas mais jovens da planta sdo habitualmente con-
sumidas em saladas, juntamente com outras plantas. Adicionalmente, as folhas secas
podem ser utilizadas em muitas bebidas digestivas e dietéticas. As raizes torradas po-
dem ser utilizadas como substitutas do café. Por sua vez, as flores sdo usadas na produ-
¢do de vinhos e sobremesas e alguns extratos sdo utilizados para aromatizar produtos
alimentares, como doces, gelatinas e queijos (Leung e Foster, 1996; Rivera-Nufiez et al.,

1991).

1.2.2. Composi¢cao Quimica

A maioria dos estudos cientificos tém sido realizados na espécie T. officinale,
onde se destacam as suas propriedades antioxidantes (Hu e Kitts, 2005; Hudec et al.,

2007; Jeon et al., 2008) e o seu elevado valor nutricional (Escudero et al., 2003).

As diferencas relativas a composicdo quimica das diferentes espécies do género
Taraxacum sao ainda vagas. No entanto, sabe-se que os tecidos vegetais da espécie T.
officinale incluem lactonas sesquiterpénicas, flavondides, cumarinas, acidos fendlicos e
seus derivados, triterpenos e esterdides (Mingarro et al., 2015). Os flavondides e deri-
vados do acido cindmico foram também identificados nas flores do T. officinale (Hu e
Kitts, 2005), assim como taninos e alcaldides. Os oligoelementos com maior concentra-
¢do sdo o potassio, célcio, sddio e ferro e com menor concentracdo o zinco, cddmio e o
cobre (Jassim et al, 2012). Em comparagdo com as raizes, as folhas apresentam um maior
teor de compostos fendlicos. Desta forma, as folhas e flores sdo ricas em derivados do
acido hidroxicinamicos, como os ésteres do acido cafeico (acido clorogénico e acido chi-
corico) (Budzianowski, 1997; Williams et al., 1996). Outros compostos presentes in-

cluem ainda a biotina, o inositol e as vitaminas B, D, e E (Jassim et al., 2012).

Quanto as raizes, estas contém hidratos de carbono (ex.: inulina, glucose, fru-
tose, sacarose), carotendides (ex.: luteina), dcidos gordos (ex.: acido miristico), minerais,
colina, vitaminas, mucilagem e pectinas. Cerca de 45 % das raizes sao constituidas por
inulina, um hidrato de carbono complexo com efeitos benéficos na eliminagdo de agen-
tes patogénicos do trato gastrointestinal (Gl), no controlo da obesidade, cancro e na
osteoporose (Roberfroid, 1999). As raizes sdo ainda importantes fontes de triterpenos
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e esterdides (Hata et al., 2000), compostos amargos (germacrandlidos e taraxacésidos)
e diversos compostos fendlicos (Proenga, Silva e Roque, 2003). A Figura seguinte evidén-

cia alguns dos principais compostos presentes no género Taraxacum (Figura Il).
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Figura Il. Estruturas quimicas dos compostos mais representativos do género Taraxacum.

(Adaptado de Gonzalez-Castejon et al., 2012).
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No que diz respeito a composicao quimica de outras espécies de dente-de-ledo,
a tabela seguinte evidéncia a presenca ou auséncia de alguns compostos nas seguintes
espécies: T. obovatum, T. marginellum, T. hispanicum, T. lambinonii, T. lacistrum (Tabela
[). No caso doT. hispanicum foram analisados alguns extratos onde se identificou a lu-
teolina-7-glicdsido, rutina, hesperidina, luteolina, apigenina, acido cafeico e dcido chicé-
rico. Estes compostos contribuem para a sua atividade antioxidante (Mingarro et al.,
2015).

Tabela I. Compostos presentes em diferentes espécies do género Taraxacum (Adaptado de
(Mingarro et al., 2015).

Compostos T1* T2* T3* T4* T5*
Acido clorogénico - - - + ++
Acido cafeico + + ++ ++ +

Acido chicérico +H+ +H+ FH++ ++ ++
Luteolina-7-glucdsido +++ ++ ++ ++ ++
Rutina ++ ++ ++ ++ ++
Hesperidina - + + - -

Quercetina + - - - -

Luteolina +++ + + ++ 4
Apigenina +++ ++ ++ ++ +++
B-Sitosterol ++ +++ ++ ++ ++

*T. obovatum (T1); T. marginellum (T2); T. hispanicum (T3); T. lambinonii (T4); T. lacistrum (T5).
O numero de sinais + e - indica a presenga ou auséncia e a quantidade relativa de cada composto.

1.2.3. Uso Tradicional e Atividades Bioldgicas

O dente-de-ledo &, genericamente, usado na medicina tradicional como laxante,
diurético, antirreumatico, hipoglicémico, tendo a capacidade de aumentar a producdo
e a excregao das secrecdes biliares, o que facilita a digestdao dos alimentos com elevado
teor lipidico. As raizes e partes aéreas podem ser utilizadas em infusGes para tratamento
da falta de apetite, inflamagdes do trato urindrio e cdlculos renais. As flores podem ser
incluidas em infusGes e xaropes para o tratamento de infe¢Ges do trato respiratério su-

perior. Estas infusGes apresentam um elevado teor de oligofrutanas que estimulam o
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crescimento in vitro de diversas estirpes de bifidobactérias, constituintes da flora intes-
tinal, o que pode contribuir para a promog¢ao da saude (Hu e Kitts, 2005; Trojanova et
al., 2004). As lactonas sesquiterpénicas conferem um sabor amargo a planta, em parti-
cular na folha, mas também nas raizes. Estes compostos também explicam o aumento
na produgao de bilis observado em estudos in vivo com dente-de-ledo, apoiando o uso
tradicional da planta como estimulante digestivo amargo (Faber, 1958). Algumas das
suas atividades bioldgicas mais estudadas incluem a atividade anti-inflamatdria, antidi-

abética, antimicrobiana, anticancerigena e antioxidante (Pandey et al., 2011).

1.2.3.1. Atividade Anti-inflamatodria

A inflamacgdo constitui um fator chave que contribui para muitas doengas vascu-
lares. Além disso, parece ter um importante papel em doencgas autoimunes, artrite, re-
acOes alérgicas e cancro. Os efeitos anti-inflamatdrios de extratos de T. officinale ou dos
seus componentes tém sido reportados em ensaios in vitro e modelos animais. Por
exemplo, a luteolina e a luteolina-O-glucdsido, suprimiram a producao de 6xido nitrico

sintase (NOS) e da COX-2 em células de macréfagos de rato (Hu e Kitts, 2004).

Num outro estudo, o extrato metandlico de T. officinale inibiu as interacdes cé-
lula endotelial-monécito induzidas pelos lipopolissacdridos (LPS) através da reducao da
molécula de adesdo das células vasculares e a expressao de citocinas pré-inflamatarias.
O extrato de T. officinale suprimiu ainda a translocacdo nuclear induzida por LPS do fac-
tor nuclear kappa B (NF-xB), ndo afetando a ativacdo da proteina cinase ativada por

mitogénio (MAPK) (Jeon et al., 2017).

Alguns estudos tém demonstraram propriedades anti-inflamatdrias associadas
aos extratos da raiz e flor e algumas evidéncias sugerem que os fenilpropandides podem

ser essenciais para essa atividade (Hu e Kitts, 2005; Yasukawa et al., 1998).

1.2.3.2. Atividade Antidiabética

Araiz e afolha do dente-de-ledo tém demonstrado propriedades hipoglicémicas,
embora ndo estejam totalmente definidos os potenciais mecanismos de acao (Petlevski

et al., 2001). Nnamdi et al. (2012) estudaram o efeito hipoglicémico de folhas e raizes
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de dente-de-ledo em ratos diabéticos. Os resultados indicaram que a planta reduziu os
valores de glucose sanguinea tanto nos extratos de folhas como de raizes. No entanto,
as raizes demonstraram um melhor efeito no tratamento e manutencdo da diabetes,
nomeadamente o extrato etandlico (Nnamdi et al., 2012). Os taninos presentes na
planta parecem ser responsaveis pela reducao da glicémia nos ratos diabéticos, uma vez
que estes compostos tém a capacidade de se ligar a amilase digestiva, impedindo a sua
acdo no processo digestivo. Desta forma, diminuem a taxa de hidratos de carbono dige-
ridos que competem pela enzima, diminuindo os niveis de glicose no sangue. Além disso,
também podem ligar-se a glicose, tornando a molécula indisponivel para a absorcao
(Thompson, 1993). Outros compostos bioativos presentes no género Taraxacum tém
também demonstrado ter atividade antidiabética, nomeadamente, lactonas sesquiter-
pénicas, triterpenos/fitosterdis (taraxasterol), flavondides e acidos fendlicos (Gonzélez-

Castejon et al., 2012; Schiitz et al., 2006).

Iddrisu et al., (2016) determinaram o efeito antidiabético de p6 de folhas e raizes
de dente-de-ledo em pacientes com Diabetes tipo 2. Para tal, dividiram os 60 pacientes
em trés grupos, que foram sujeitos aos seguintes tratamentos: grupo 1 - 5 g de folhas
de dente-de-ledo em pd (durante 9 dias); grupo 2 - 5 g de raizes de dente-de-ledo em
po (durante 9 dias); grupo 3 - sem tratamento (controlo). Os resultados demonstraram
gue o consumo de 5 g de folhas e raizes de dente-de-ledo reduziram significativamente
os niveis de glucose no sangue de 10,7 mmol/L para 7,5 mmol/L (p < 0,05) e 10,5 mmol/L
para 8,6 mmol/L (p < 0,05), respetivamente, nos pacientes diabéticos (lddrisu et al.,

2016).

Outro estudo revelou que um extrato de dente-de-ledo estimulou a libertacdo
de insulina pelas células 3-pancredticas (Hussain et al., 2004). Segundo os autores, utili-
zou-se 40 ug/ml de extrato etandlico de dente-de-ledo em células de insulinoma de rato
(INS-1E) na presenca de elevada concentracdo de glucose (6,0 mM), usando a glibencla-
mida (farmaco antidiabético) como controlo. Observou-se uma secrecdo de insulina pela

células INS-1E comparativamente a glucose normal (3,0 mM) (Hussain et al., 2004).

1.2.3.3. Atividade Anticancerigena
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O dente-de-ledo tem sido usado em diversos sistemas médicos tradicionais,
como por exemplo, na medicina tradicional chinesa e indiana para tratamento de dife-
rentes tipos de cancro. Varios estudos tém relatado o potencial citotdxico da planta (La-
ranjeira et al., 2017; Tettey et al., 2014; Trinh et al., 2016). Relativamente ao T. hispani-
cum, um estudo de Laranjeira et al. (2017) relatou atividade antioxidante e citotoxica de
extratos aquosos e etandlicos das partes aéreas da planta. Neste caso, avaliou-se a ati-
vidade citotdxica em células HepG2, onde o extrato etandlico revelou melhores propri-
edades antioxidantes e citoprotetoras em comparagao com o extrato aquoso. Estes re-
sultados parecem estar associados com o conteudo fendlico dos extratos estudados

(Laranjeira et al., 2017).

Por sua vez, um estudo de Rehman et al., (2017) analisou a atividade antiprolife-
rativa dos extratos metandlicos da raiz do dente-de-ledo na viabilidade celular de hepa-
tocarcinoma (HepG2), cancro da mama (MCF7), cancro do cdlon (HCT116) e células de
fibroblastos (Hs27). Para a concentragdo de 500 pg/mL, o extrato diminuiu o cresci-
mento das células HepG2 em aproximadamente 20% e para a concentracdo de 200
pg/mL reduziu-o em 62%, enquanto que nas células MCF7 e HCT116 o efeito foi menos
pronunciado. Nas células Hs27 n3do foi observado qualquer efeito. O extrato metandlico
inibiu a proliferacao celular cancerigena por ativacdao da proteina cinase ativada-AMP

(AMPK) (Rehman et al., 2017).

1.2.3.4. Atividade Antimicrobiana

Diferentes estudos que referem o uso tradicional de plantas no tratamento de
infecGes bacterianas (Kenny et al., 2015; Diaz et al., 2018). Estas propriedades tém sido
atribuidas ao grande nimero de compostos bioativos presentes nos seus tecidos vege-
tais, nomeadamente aos compostos terpénicos, flavondides, e outros compostos fené-

licos (Chadwick et al., 2013; Mir et al., 2013).

No seu estudo, Diaz et al., (2018) demonstrou que um extrato de hexano de T.
officinale inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus em 89% na concentracdo de
200 pg/mL, tendo sido um inibidor mais efetivo para bactérias Gram positivas (Diaz et

al., 2018). O T. officinale é a planta mais estudada quanto ao seu efeito antimicrobiano.
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No entanto os resultados parecem variar dependendo das caracteristicas de extracdo e
do ensaio realizado. Por exemplo, um extrato metandlico de T. officinale a 0,2 mg/mL
foi efetivo como antibacteriano contra Micrococcus luteus e Vibrio cholera apresen-
tando valores de concentragdo minima inibitéria de 1,0 mg/mL e 12,5 mg/mL, respeti-
vamente, mas ndo demonstrou qualquer atividade contra S. aureus, Enterobacter fae-
calis, Enterococcus bacteria, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumonia,
ou E. coli (Khan et al, 2011). Por sua vez, no estudo de Kenny et al. (2015), observou-se
gue o extrato metandlico de raizes de T. officinale inibiu o crescimento microbiano de
estirpes de S. aureus, S. aureus resistente a meticilina e Bacillus cereus (Kenny et al.,
2015). Qian et al., (2014) preparou oligossacdridos provenientes de T. officinale. Estes
compostos demonstraram ter atividade antibacteriana contra E. coli, Bacillus subtilis e
S. aureus, demonstrando o seu potencial para serem usados como agentes antibacteri-

anos (Qian et al., 2014).
1.3. Stress oxidativo e Defesas Antioxidantes

Stress oxidativo é definido como o desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e metabolitos reativos (denominados oxidantes ou ROS) e a sua eliminacdo pelos
mecanismos protetores: os antioxidantes. Em organismos aerdbios, os radicais livres sdao
constantemente produzidos durante o normal funcionamento da célula, na maior parte

sob a forma de ROS (Diaz et al., 2018).

Em concentragdes baixas ou moderadas, as ROS podem ser benéficas para a cé-
lula, uma vez que desempenham funcdes importantes na estimulacdo das vias de sina-
lizacdo nas células vegetais e animais, como resposta a altera¢des nas condi¢des ambi-
entais (Reuter et al., 2010). No entanto, niveis de ROS maiores que as concentragoes
fisioldgicas podem levar ao stress oxidativo, que esta relacionado com o envelheci-
mento, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, cancro, danos a nivel
hepatico, entre outras patologias (Ballinger, 2005; Lima et al, 2006; Rahal et al., 2014).
Os radicais livres contém pelo menos um eletrdo desemparelhado e possuem uma exis-
téncia independente. A ocorréncia de um eletrdo desemparelhado resulta numa ele-
vada reatividade destas espécies, devido a sua capacidade para doar ou receber eletrées
de forma a obter estabilidade quimica. Os radicais livres, na sua maioria, apresentam

um tempo de semivida curto, reagindo com outras moléculas (Kohen e Nyska, 2002).
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1.3.1. Espécies reativas de oxigénio

As ROS representam a classe mais importante de radicais livres geradas pelo or-
ganismo (Miller et al., 1990). As mitocondrias sdo uma das principais fontes de ROS, mas

sao também um dos primeiros alvos de ataque destes radicais (Figura ll).

A cadeia respiratdria é composta por proteinas transmembranares existentes na
membrana mitocondrial interna. Assim, a formacdo de ROS ocorre perto da membrana.
Desta forma, as ROS tém facil acesso aos lipidos da membrana, resultando na peroxida-
¢ao lipidica e promovendo a formacao de varios tipos de ROS, nomeadamente, radicais
lipidicos (L*), radicais peroxilo (LOO*®) e lipidos hidroperdxidos (LOOH) (Mehrotra et al.,
1991).

Os radicais de oxigénio incluem as moléculas oxigenadas altamente reativas,
como o peroéxido de hidrogénio (H20.), o radical hidroxilo (OH*), os radicais hidropero-
xilo (HO;®), ou o radical superéxido (O2). Algumas ROS sdo extremamente reativas,
como o OH®, enquanto outras sdo menos reativas (pobres oxidantes), como 0 O;"" e o
H,0, (Nordberg e Arnér, 2001). Além disso, algumas destas ROS, como 0 02"~ e OH*® sdo
extremamente instaveis, enquanto outras, como o H.0;, difundem-se facilmente e tém
um tempo de vida longo (Finkel e Holbrook, 2000).

Por sua vez, as RNS também desempenham um papel importante no stress oxi-
dativo. O principal RNS é o éxido nitrico (NO*), que funciona como molécula de sinaliza-
¢do em processos fisioldgicos, como a neurotransmissao, regulacdo da pressao sangui-

nea, mecanismos de defesa e regulacdo da resposta imunitaria (Bergendi et al., 1999).

16



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

'

— Cadeia —
respiratoria

-/
electroes

l (0] Peroxidacao lipidica
—» O," ——» HO* Le -—L—b e - O e

i LH L L->< IH

O,+OH"

0,

N

S

HxOn

NO* > ONOO Formacéo de ROS

T

NOS

Figura Ill. Exemplos das principais rea¢des que envolvem ROS e RNS. A cadeia respiratéria pro-
duz

0O, *~ que podem ser transformados em H,0, e HO". Estes radicais podem reagir com lipidos
membranares, promovendo a peroxidacao lipidica e originando L*, LOO® e LOOH. A NOS mito-
condrial produz NO*, que combina com o anido superdxido para produzir peroxinitrilo (ONOO")
(Ferreira e Abreu, 2007).

1.3.2. Defesas Antioxidantes

Como referido anteriormente, durante o metabolismo normal sdo produzidas
ROS responsaveis por importantes funcdes fisioldgicas (Akanitapichat et al., 2010). As
células estdo continuamente expostas as ROS provenientes de fontes enddgenas e exd-
genas. No processo enddgeno, a maioria das ROS é produzida durante o metabolismo
normal enquanto que as fontes extracelulares incluem radiacao, poluentes e exposicao
a nanomateriais (Figura 1V). As defesas antioxidantes presentes nas células sdo capazes
de neutralizar as ROS, antes destas induzirem danos em componentes vitais, em circuns-

tancias normais (Sohn et al., 2005). Os antioxidantes podem, assim, ser definidos como
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moléculas que protegem um alvo bioldgico do dano oxidativo, podendo ser classificados

em dois grandes grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos (Figura 1V).
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Figura IV. Fontes extracelulares e intracelulares para a produgdo de ROS (Adaptado de Ferreira
e Abreu, 2007). 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-DG); Metilenodioxianfetamina (MDA); 4-Hi-
droxinonenal (4-HNE); acido hidroxioctadecadiendico (HODE); 8-isoprostanO-PGF2o (8-
isoPGF2a).

Exemplo de defesas antioxidantes enzimaticas incluem a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPox), a glutationa redutase (GR), entre
outras. Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se compostos como a
glutationa (GSH) o o-tocoferol, o 4cido ascérbico, os carotendides, os flavondides, entre
outros (Valko et al., 2007). Alguns destes antioxidantes sdo produzidos endogenamente,
como por exemplo, enzimas, moléculas de baixa massa molecular e cofatores enzimati-
cos). Por sua vez, muitos dos antioxidantes ndo enzimaticos sdo obtidos através das fon-
tes alimentares. Os antioxidantes enzimaticos constituem o primeiro nivel de defesa

contra os radicais livres, ocorrem naturalmente no organismo e ndo sao obtidos através
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da alimentacdo (Halliwell, 2011). Os principais mecanismos dos antioxidantes celulares

contra espécies reativas, incluem (Magalhaes et al, 2008) (Figura IV):

« Inibicdo da formagado de espécies reativas (antioxidantes preventivos);

« Remocdo ou degradacdo de espécies reativas para produtos menos lesivos (an-
tioxidantes de remocgao);

« Sequestro de espécies reativas, apresentando-se as defesas antioxidantes para

serem oxidadas (antioxidantes scavenging).

Além disso, os antioxidantes podem ainda proteger as moléculas alvo contra o
dano oxidativo através de outros mecanismos por exemplo, proteinas de choque tér-
mico (HSP), que sdao também proteinas de reparacdao (Halliwell, 2011; Halliwell e

Gutteridge, 2015).

Como primeira linha de defesa, temos os antioxidantes preventivos que supri-
mem a formacado de radicais por ligacdo e sequestro de promotores da oxidagao e ides
metalicos de transicdo como, ferro e cobre (Cui et al., 2004). A transferrina, a lactofer-
rina e a albumina sdo exemplos destes antioxidantes que participam na primeira linha

de defesa (Figura V).

Como segunda linha de defesa temos os antioxidantes de remoc¢ao que degra-
dam de forma catalitica espécies reativas especificas, convertendo-as em produtos nao
toéxicos (Halliwell e Gutteridge, 2015). A SOD, CAT e GPox constituem exemplos de anti-

oxidantes de remocao.

As reacoes oxidativas em cadeia iniciadas pelas espécies reativas que escaparam
as defesas antioxidantes anteriormente descritas (primeira e segunda linha de defesa)
podem ser suprimidas por antioxidantes com capacidade scavenging de baixa massa
molecular. Estes antioxidantes atuam, apresentando-se eles préprios para oxida¢cdo em
estados iniciais das reacdes de oxidacdo em cadeia, inibindo a sua iniciacdo e prevenindo
a propagacdo em cadeia (Cui et al., 2004). A GSH é o exemplo de um antioxidante que

atuam nesta linha de defesa.

As defesas antioxidantes de reparacdo atuam na ultima linha de defesa, repa-
rando os danos ou eliminando as moléculas lesadas (Figura V). Estas incluem as lipases,
proteases, HSP, enzimas reparadoras de DNA, e transferases (Willcox et al, 2004).
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Figura V. Sistemas celulares antioxidantes que atual contra as espécies reativas. (Adaptado de
Willcox et al., 2004).

1.4. As Plantas Como Agentes Antioxidantes

Diferentes estudos suportam a hipdtese que os antioxidantes provenientes de
plantas sdo responsaveis pela promoc¢do de uma vida sauddvel (Scalbert et al., 2005;
Javanmardi et al. 2003). Estes antioxidantes provenientes de plantas apresentam um
perfil de segurancga superior aos antioxidantes sintéticos, uma vez que estes ultimos po-
dem causar hepatotoxicidade e carcinogenicidade. Desta forma, o desenvolvimento de
antioxidantes mais seguros a partir de fontes naturais tem aumentado nos ultimos anos.
No entanto, é dificil prever a sua acdo em seres humanos, visto que os estudos realiza-
dos testam doses ou concentragdes inferiores do que as observadas para seres humanos

(Scalbert et al., 2005).
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Os alimentos e nutrientes desempenham um papel vital no funcionamento nor-
mal do organismo, ajudando na manutenc¢ao da saude e na reducdo do risco de diversas
doencas. Desta forma, surge em todo o mundo o conceito de “alimento funcional”, ou
seja, qualquer alimento ou ingrediente alterado que pode dar um efeito benéfico para
além dos fornecidos pelos nutrientes neles contidos. Por outro lado, um alimento nao
alterado (ou parte dele) com beneficios de saude ou medicinais podem ser definidos

como “nutracéuticos” (Ferrari, 2004).

Os nutracéuticos, ao contrario dos medicamentos, sdo substancias geralmente
sem protecao de patente (Chauhan et al., 2013). Por sua vez, os suplementos alimenta-
res podem conter minerais, vitaminas, aminodcidos, plantas ou extratos de plantas, usa-
dos para suplementar a dieta. Como tal, os suplementos ndo devem tratar ou curar do-
encas (Ross, 2000), enquanto que os nutracéuticos tém o seu foco nos resultados espe-
rados, ou seja, podem ser usados na prevencdo ou tratamento de doencas e ndo apenas

com o objetivo de nutricdo (Bagchi, 2006).

Existem, como tal, \dois requisitos essenciais para que um alimento seja consi-
derado um nutracéutico: a prevencdo e/ou tratamento de uma determinada doenca
(beneficios fisioldgicos); e a reducdo do aparecimento de doencgas crénicas. No entanto,
em Portugal e na Unido Europeia, o termo nutracéutico surge associado a suplemento
alimentar e consiste numa forma concentrada de nutrientes ou outras substancias com
efeito nutricional ou fisiolégico cujo objetivo é complementar uma dieta normal (Espin

et al.,, 2007).

A maioria dos nutracéuticos possui multiplas propriedades terapéuticas
(Chauhanetal., 2013; Nasri et al., 2014). A lista de nutracéuticos a ser estudada continua
a aumentar e reflete os progressos de mercado a nivel da pesquisa e interesse de con-
sumo. Face a este aumento de interesse no consumo de nutracéuticos, torna-se crucial
a pesquisa no sentido de se obter produtos seguros e eficazes. Nasr et al.,(2014) referem
gue o mercado mundial de nutracéuticos estd em constante crescimento, podendo che-

gar aos 250 bilides de délares em 2018 (Nasri et al., 2014).

1.4.1. Nutracéuticos e Suplementos Alimentares
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Sao muitas as defini¢cOes existentes para nutracéutico, podendo diferir entre pa-
ises. Em 1999, Zeisel definiu nutracéutico como “um suplemento dietético que fornece
de forma concentrada, agentes bioativos de alimentos, numa matriz ndo alimentar,
sendo utilizados com a finalidade de melhorar a saide em doses que excedem aquelas
gue poderiam ser obtidas a partir de uma alimentacdo normal, e que sdo também ven-
didos em apresentagdo semelhante a dos farmacos” (Zeisel e Steven, 1999). Mais tarde,
em 2005, Wrick definiu um nutracéutico como “qualquer substancia considerada um
alimento ou parte de um alimento que tenha um efeito médico ou benéfico na saude,
incluindo a prevencgao e tratamento de doencgas, e que incluem nutrientes isolados, su-
plementos alimentares, alimentos geneticamente modificados, suplementos botanicos

e alimentos processados” (Wrick, 2005).

1.4.2. Classificacao de nutracéutico

Os nutracéuticos podem ser classificados com base nas suas fontes naturais (ve-
getais, animais, minerais ou microbianas), no mecanismo de ag¢do, ou na constituicdao
quimica dos produtos. Tendo em conta a fonte alimentar dos nutracéuticos, podemos
ter: fibras dietéticas, probidticos, prebidticos, acidos gordos polinsaturados, vitaminas
antioxidantes, polifendis e especiarias (Kalia, 2005). Os nutracéuticos a base de plantas,
constituem assim um poderoso instrumento na manuteng¢ao da saude e na atuagao con-
tra doengas agudas e crénicas induzidas nutricionalmente, contribuindo para a promo-

¢do da saude, longevidade e qualidade de vida (Chauhan, et al., 2013).

1.4.2.1. Fibras dietéticas

A fibra alimentar consiste em material vegetal ndo hidrolisado pelas enzimas se-
gregadas pelo trato digestivo, mas digeridas pela microflora intestinal. As fibras dietéti-
cas incluem principalmente polissacarideos nao-amilaceos, como celuloses, hemicelulo-
ses, gomas e pectinas, lignina, dextrinas e amidos resistentes. Sdo exemplos de alimen-
tos ricos em fibra soluvel as frutas, aveia, cevada e feijdo. Constituem polimeros de hi-
dratos de carbono com um grau de polimerizagdo nado inferior a trés, ndao absorvidos

nem digeridos no intestino delgado. Com base na sua solubilidade em 3agua, as fibras
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alimentares podem ser divididas em fibra dietética insoltvel (inclui celuloses, algumas
hemiceluloses e ligninas, sendo fermentada até um limite no célon) e fibra dietética so-
lavel (inclui B-glucanas, pectinas, gomas, mucilagens e hemiceluloses que sao fermen-

tadas no célon).

Os componentes soluveis da fibra alimentar, dependendo da sua capacidade de
produzir volume e viscosidade, retardam o esvaziamento gastrico do estomago (Leclere
et al., 1994). Isto afeta a taxa de digestdo e a absorcdo de nutrientes, criando uma sen-
sacdo de saciedade. A fibra sollvel estd implicada na reducdo do colesterol, na melhoria
da tolerancia a glicose e no aumento do volume de fezes. O seu consumo regular diminui
o risco de acidente vascular cerebral (Steffen et al., 2003), hipertensao (Whelton et al.,
2005), diabetes (Montonen et al., 2003), obesidade (Lairon et al., 2005) e certas desor-

dens gastrointestinais (Petruzziello et al, 2006).

1.4.2.2. Probidticos e Prebioticos

Um probidtico pode ser definido como um suplemento microbiano vivo, que
guando administrado em quantidades adequadas melhora o equilibrio microbiano in-
testinal (Fuller, 1992). Os probidticos normalmente incluem Lactobacilos e Bifidobacté-
rias. Os probidticos especificos sdo usados para tratar condi¢cdes gastrointestinais, como
intolerancia a lactose, diarreia aguda e efeitos secundarios Gl associados a antibidticos

(Doron et al., 2005).

Os prebidticos sao ingredientes alimentares que afetam de forma benéfica o or-
ganismo alterando seletivamente a composicdo ou metabolismo intestinal (Macfarlane
et al., 2006). Constituem polissacarideos de cadeia curta com estruturas quimicas uni-
cas, ndo digeridas, em particular os oligossacdridos a base de frutose (que existem na-
turalmente ou sdo adicionados aos alimentos). O consumo de prebidticos promove o
crescimento de Lactobacilos e Bifidobactérias (Hord, 2008). Alimentos ricos em oligos-
sacaridos incluem a chicédria, o tomate e a banana. Os prebidticos melhoram a toleradncia
a lactose, apresentam propriedades antitumorais, neutralizam toxinas, estimulam o sis-
tema imune intestinal e atuam a nivel do colesterol total (Fuller, 1992; Isolauri et al.,

1991; Lin et al., 1989).
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1.4.2.3. Acidos gordos polinsaturados (PUFAS)

Os PUFAS ou “acidos gordos essenciais” sao introduzidos no organismo pela di-
eta. Podem ser divididos em acidos gordos démega 3 e d6mega 6. Os dmega 3 incluem o
acido o-linolénico (ALA), o acido eicosapentandico (EPA) e o acido docosahexandico
(DHA). O ALA é precursor do EPA e DHA. O EPA e DHA sdo encontrados principalmente
em peixes gordos, como a cavala, salmdo, arenque, truta, atum de barbatana azul e
Oleos de peixe. As principais fontes de ALA sdo as sementes de linhaca, soja, canola e
nozes. Os dmegas 6 incluem o acido linoleico (LA), o acido v-linolénico (GLA) e o acido
araquidonico (ARA). Os dmega 3 tém um efeito hipolipidémico (Bucher et al, 2002;
Nemets et al, 2002), antitrombdtico (Albert et al., 2002; Bucher et al., 2002; Hiroyasu et
al., 2001; Stoll et al., 1999), atuando ainda de forma benéfica a nivel cardiovascular
(Leray et al, 2001; Stoll et al., 1999), Evidéncias cientificas mostram os beneficios dos
6leos com émega 3 em outras areas de saude, incluindo na asma (Broughton et al.,
1997), transtornos bipolares e depressivos (Edwards et al., 1998; Stoll et al., 1999), dis-

menorreia e diabetes (Connor, 1997; Simopoulos, 1991).

1.4.2.4. Vitaminas Antioxidantes e Carotenoides

As vitaminas (vitamina C e E) e os carotendides constituem vitaminas antioxidan-
tes, atuando na prevencdo de reacdes oxidativas agindo isoladamente e/ou de forma
sinérgica. Estas vitaminas sdo abundantes em muitas frutas e legumes. A vitamina E que
compreende os tocoferdis, protege a peroxidacao dos PUFAS nas membranas biolégicas
e da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Meydani, 2000). A vitamina C, ou acido as-
corbico, doa atomos de hidrogénio para os radicais lipidicos, extingue radicais singletos

de oxigénio e remove o oxigénio molecular.

No caso dos carotenoides, estes encontram-se largamente distribuidos nos sis-
temas naturais e incluem o licopeno, o 3-caroteno, a luteina e a zeaxantina (Young e
Lowe, 2018). Os efeitos benéficos dos carotendides tém sido confirmados no caso de
varios tipos de cancro, doengas cardiovasculares e fotossensiveis, assim como em doen-

¢as oculares (Fiedor e Burda, 2014).
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1.4.2.5.  Especiarias

As especiarias sdo usadas ha milhares de anos e transmitem um sabor caracte-
ristico, aroma e cor aos alimentos estimulando o apetite e podendo mesmo modificar a
textura dos alimentos. Varios estudos tém demonstrado que as especiarias em quanti-
dades reduzidas possuem atividade antioxidante (ex.: curcuma, pimenta, cravinho), di-
gestiva (ex.: curcuma; pimenta, gengibre, cominho, erva-doce, coentro, cebola, horteld),
antimutagénica (ex.: curcuma, alho, gengibre, mostarda), anti-inflamatdria (ex.: cur-
cuma, pimenta, cravinho), antimicrobiana (ex.: curcuma, alho), cardiovascular (ex.: alho,
cebola, feno-grego, curcuma, pimenta vermelha), metabdlica (ex.: feno-grego, alho, ce-
bola, acafrdo, cominho), reprodutiva, entre outras (Das et al., 2012; Hendrich et al.,

1994; Kochhar, 2008; Kretchmer, 1994; Lampe, 2003; Pezzuto, 2002; Rao, 2003).

1.4.2.6. Polifendis

De entre os compostos antioxidantes podemos destacar os compostos fendélicos,
gue sdo metabolitos que integram a dieta humana e representam o principal grupo de
antioxidantes naturais (Gongalves et al., 2017). Os compostos fendlicos incluem os poli-
fendis e os fendis simples. Os polifendis formam um grande grupo de fitoquimicos pro-
duzidos pelas plantas, como forma de protec¢do do stress oxidativo resultante da fotos-
sintese. De entre as classes de polifendis, destacam-se os flavonodides (flavondis, flavo-
nas, flavan-3-ols, flavanonas e antocianinas). Tem sido demonstrado que os flavondides
atuam como antioxidantes para exercer uma atividade antialérgica, anti-inflamatéria,
antidiabética, antimicrobiana, antitrombdtica e vasodilatadora. Estes compostos podem
ainda prevenir doencas como cancro, doencas cardiovasculares, doencas oculares e
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Duthie et al., 2003; Hannan et al.,
2016; Scalbert et al., 2005; Vodnar et al., 2017). Estes compostos estdo presentes em
varios alimentos, como no vinho tinto (Corder et al., 2001) e no cha-verde (Lambert et

al., 2005).
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Muitas plantas consumidas atualmente na dieta sdo ricas em polifendis. No que
diz respeito ao T. hispanicum, foram identificados flavondides como a luteolina-7-glicé-
sido, rutina, hesperidina, luteolina e a apigenina. Estes compostos contribuem para a
sua atividade antioxidante (Mingarro et al., 2015). Varios ensaios tém sido desenvolvi-
dos de modo a avaliar as propriedades antioxidantes de um composto ou extrato, inclu-
indo ensaios para determinar a capacidade antioxidante total; atividade scavenging do
radical superdxido e hidroxilo; atividade scavenging do radical oxigénio (ORAC); activi-
dade redutora do catido ferro (Fe3*) e cobre (Cu?*) (ensaio FRAP e CUPRAC respetiva-
mente); atividade quelante de metais; atividade scavenging dos radicais ABTS* e DPPH"

e capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica (Gulgin, 2012; Thatoi et al., 2014).
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CAPITULO II

Perfil fitoquimico de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de folhas do

Taraxacum hispanicum
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Resumo

Introdugdo: As plantas do género Taraxacum (dente-de-ledo) contém uma grande vari-
edade de fitoquimicos, cujas atividades bioldgicas tém vindo a ser exploradas em dife-
rentes areas da salde humana. Por sua vez, a composicao do dente-de-ledo também
tem sido largamente estudada ao longo dos anos. No entanto, até ao momento nao
foram realizados estudos sobre a caracterizacdo fitoquimica do T. hispanicum, que é
uma espécie comum do Sul da Europa do género Taraxacum. Por essa razao, este tra-
balho tem como objetivo determinar o perfil fitoquimico de diferentes extratos de T.
hispanicum.

Métodos: Trata-se de um estudo experimental, onde se testaram dois extratos de folhas
de dente-de-ledo (T. hispanicum), nomeadamente, um extrato aquoso e um extrato hi-
droalcodlico (80% V/V). O screening fitoquimico foi realizado, de acordo com a litera-
tura, para a determinacdo de compostos fendlicos, polifendis, flavondides, taninos, ter-
penos, diterpenos, triterpenos, alcaléides e saponinas.

Resultados: observaram-se resultados positivos para os polifendis, flavonéides, taninos
e diterpenos, nos dois extratos estudados. Um resultado negativo foi observado para os
triterpenos em ambos os extratos, tal como seria esperado. No caso de compostos fené-
licos, os resultados de saponinas e alcaldides foram diferentes em ambos os extratos.
Discussdao/Conclusdo: O etanol e a 4gua foram os solventes utilizados na extracdo. Os
resultados observados podem ser explicados pela adequagdo dos solventes aquosos a
extracdo de alguns compostos com forte polaridade. Por outro lado, o etanol e as mis-
turas de agua/etanol sdo adequadas para a extragdo de compostos com maior faixa de
polaridade. Em relacdo aos resultados positivos para os polifendis, flavondides, taninos
e diterpenos, alguns autores referem a presenca de polifendis (flavondides) nas partes
aéreas das espécies de dente-de-ledo. Segundo a literatura, os fitoquimicos presentes
nas folhas de Taraxacum sp. incluem terpenos (particularmente, lactonas sesquiterpé-
nicas), compostos fendlicos e cumarinas. Para os resultados positivos encontrados para
taninos e diterpenos, ndo ha informacées relacionadas a existéncia destes compostos
no dente-de-ledo. Entretanto, como T. hispanicum é uma espécie pouco estudada, estes

podem ser compostos ndo caracterizados até o momento na planta. Em conclusdo, sdo
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necessarios ensaios adicionais (por exemplo, técnicas cromatograficas) para comple-

mentar os resultados obtidos.

Palavras-chave: Dente-de-ledo; T. hispanicum; Fitoquimicos; Solventes; Extratos.
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Abstract

Introduction: Plants of the genus Taraxacum (dandelion) are a source of diverse phyto-
chemicals, and its biological activities can be exploited in different areas of human
health. Phytochemical composition of dandelion, in particular T. officinale, has been ex-
tensively studied over the years. However, to date no studies have been performed re-
garding T. hispanicum phytochemical characterization, which is a common South Euro-
pean specie of Taraxacum. For that reason, this work aims to determine the phytochem-
ical profile of different extractive solutions of T. hispanicum.

Methods: Experimental study in which two extractive solutions of dandelion leaves
were tested [aqueous and hydroalcoholic (80% V/V)]. Phytochemical screening was per-
formed, according to the literature, for determination of phenolic compounds, polyphe-
nols, flavonoids, tannins, terpenes, diterpenes, triterpenes, alkaloids and saponins.
Results: Phytochemical screening showed positive results for polyphenols, flavonoids,
tannins and diterpenes, in both solutions studied. In contrast, a negative result for triter-
penes in both extracts were expected. In the case of phenolic compounds, saponins and
alkaloids results were different in both extracts.

Discussion/Conclusion: Ethanol and water were the solvents used in dandelion extrac-
tion. The results observed can be explained by the suitability of the aqueous solvents to
an extraction of some bioactive compounds with strong polarity; on the other hand,
ethanol and mixtures of water/ethanol are suitable to the extraction of compounds with
a higher polarity range. Regarding the positive results for polyphenols, flavonoids, tan-
nins and diterpenes, some authors referred the presence of polyphenols (namely flavo-
noids) in the aerial part of dandelion species. According to literature, phytochemicals
present in leaves of Taraxacum sp. include terpenes (particularly, sesquiterpene lac-
tones), phenolic compounds and coumarins. For the positive results found to tannins
and diterpenes, there are no information related to the existence of these compounds
in dandelion. However, because T. hispanicum is a specie poorly studied, these may be
compounds not characterized to date in the plant. In conclusion, further assays are re-

quired (e.g. chromatographic techniques) in order to complement the obtained results.

KeyWords: Dandelion; Taraxacum hispanicum; Phytochemicals; Solvents; Extract
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2.1, Introducao

As plantas medicinais sempre tiveram uma grande importancia na cultura, me-
dicina e alimentag¢ao humana. Como tal, ainda hoje continuam a ser utilizadas como re-
cursos para o tratamento de doencas e como suplementos alimentares. Sabe-se que os
compostos derivados de plantas constituem fontes promissoras de tratamentos alter-
nativos, podendo levar a uma melhoria da eficacia e a redugao de efeitos adversos, com-
parativamente com os fdrmacos convencionais. Como tal, tem havido um aumento de
interesse pelos alimentos, nutracéuticos e produtos derivados de plantas ou outras fon-

tes naturais com beneficios na saude.

Conforme a composicdo quimica da planta, esta poderd ter uma acdo biolégica di-
ferente no organismo humano (Ncube e Van Staden, 2015). As plantas tém a capacidade
de sintetizar um grande niumero de metabolitos secundarios, com uma composi¢ao qui-
mica complexa, produzidos em resposta a diferentes formas de stress, assim como para
a atracdo de polinizadores, o estabelecimento de simbioses, entre outras funcdes
(Ncube e Van Staden, 2015). Além disso, muitos metabolitos secundarios produzidos
pelas plantas sdo usados na industria farmacéutica (uma vez que estes compostos bioa-
tivos podem desencadear um efeito farmacoldgico ou toxicolégico nos humanos e ani-
mais), em cosméticos, na alimentacdo, corantes, fragancias e suplementos alimentares

(Guerriero et al., 2018).

De entre os compostos bioativos presentes nas plantas e com importantes ativida-
des bioldgicas, destacam-se os compostos fendlicos (onde se incluem, por exemplo, os
flavondides e taninos) e os alcaloides (Mir et al., 2013). A extracdo de metabolitos se-
cunddrios de fontes vegetais é, atualmente, um importante foco de pesquisa. A pre-
senca nas plantas de varios grupos de compostos com diferentes estruturas quimicas e
polaridades resulta no uso de diversos solventes, no processo extrativo, como por exem-
plo, 4gua, metanol, etanol, acetona e hexano (Al-Farsi e Lee, 2008). Além disso, é igual-
mente importante a escolha do processo extrativo, onde devemos ter em consideragao
a seletividade dos compostos de interesse, o volume de solvente utilizado, a toxicidade

do solvente, o tempo de extracdo e o custo (Dent et al., 2013).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apoia o uso da medicina tradicional,
onde se inclui o uso de plantas, desde que comprovada a sua seguranca e eficacia (OMS,
1999). Posto isto, existe uma necessidade de investigar novas alternativas aos farmacos

convencionais, nomeadamente plantas com atividades biolégicas ainda por explorar.

As plantas do género Taraxacum, conhecidas vulgarmente por dente-de-ledo e
onde se inclui o T. officinale sdo plantas usadas ha varios anos na medicina tradicional.
A raiz esta indicada no tratamento de disfungGes gastrointestinais, como adjuvante na
digestdo e na funcdo hepatica; por sua vez a folha é utilizada como estimulante digestivo
e diurético (Mir et al., 2013). As folhas do dente-de-ledo sdo ricas em fibras, ferro, po-
tassio, calcio, magnésio, fosfora, vitamina A e C, vitaminas do complexo B (tiamina e
riboflavina). Além disso, contém ainda lactonas sesquiterpénicas que conferem um sa-
bor amargo a planta, especialmente notavel na folha, mas também na raiz. Estes com-
postos também explicam o aumento na producdo de bilis observado em animais (Lima
et al., 2007). Para além das lactonas sesquiterpénicas, as raizes e partes aéreas contém
compostos fendlicos, como por exemplo, acidos fendlicos, cumarinas e flavonodides)

(Gonzélez-Castejon et al., 2012).

Apesar de existirem varios estudos relativos a caracterizacdo da espécie T. offici-
nale, sdo praticamente inexistentes os estudos com a identificacdo do perfil fitoquimico
da espécie T. hispanicum. Como tal, face a importancia atual de se conhecer a composi-
¢do quimica das plantas, este estudo tem como principal objetivo determinar o perfil

fitoquimico do extrato aquoso e hidroalcodlico das partes aéreas do T. hispanicum.

2.2. Métodos

Trata-se de um estudo experimental, realizado nas instalacdes do Centro de In-
vestigacdo em Saude e Ambiente, da Escola Superior de Saude do Politécnico do Porto

(CISA, ESS-P.Porto).
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2.2.1. Reagentes

Para o estudo experimental foram utilizados os seguintes reagentes provenientes
da VWR (Portugal): etanol absoluto, cloreto férrico, Follin-Ciocalteu, carbonato de sddio,
amoniaco, acetato de chumbo, cloroférmio, acido sulfurico, acetato de cobre lll, ani-

drido acético e reagente de Drangendorff.

2.2.2. Recolha da planta e prepara¢ao dos extratos

As partes aéreas da espécie T. hispanicum usadas no estudo foram recolhidas em
Vila Nova de Gaia (Portugal), em maio 2016 e devidamente identificadas em termos bo-
tanicos. As partes aéreas foram lavadas com agua corrente, secas em estufa (40 °C)
tendo sido armazenadas a temperatura ambiente, no escuro, até utilizacdo. No mo-

mento da extragdo foram trituradas em moinho.

Para a realizacdo do extrato aquoso, pesou-se 75 g de p6 da planta e macerou-
se em agua destilada por 24 horas, a temperatura ambiente e no escuro. A solugdo ex-

trativa foi filtrada utilizando papel de filtro (Whatman, N2 1).

Para a realizacdo do extrato hidroalcodlico, pesou-se 75 g de pé da planta e mace-
rou-se em solucdo hidroalcodlica (80:20, V/V), a temperatura ambiente e no escuro, du-
rante 4 dias. A mistura foi depois filtrada com papel de filtro (Whatman N2 1). Os extra-

tos foram conservados no frio (-20 °C) para posterior utilizacdo.

2.2.3. Caracterizagao fitoquimica dos extratos de T. hispanicum

Os extratos obtidos foram utilizados para determinar a presenca ou ndo dos prin-
cipais grupos de fitoquimicos descritos nas partes aéreas da planta. Foram realizados
diferentes ensaios para pesquisa de compostos fendlicos, polifendis, flavondides, tani-
nos, saponinas, terpenos, diterpenos, triterpenos e alcaldides. Todos os ensaios foram

feitos em triplicado.
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2.2.3.1. Compostos fendlicos

Para a determinagdo dos compostos fendlicos realizou-se o ensaio segundo (Mir
et al., 2013) com algumas alteragdes. A 2,5 mL de cada um dos extratos foram adiciona-
das cinco gotas de cloreto férrico a 5%. O resultado positivo foi obtido por observacao

de uma coloragao verde escura.

2.2.3.2.  Polifendis

O ensaio para determinagdo dos polifendis foi realizado segundo o procedimento
descrito por (Megzari et al., 2015). Como tal, a 100 pyL de cada um dos extratos adicio-
nou-se 500 pL de reagente Folin-Ciocalteu (diluido 10 vezes) e 400 uL de solugdo carbo-
nato de sddio (NazCOs) (75 mg/dL). Em seguida incubou-se durante duas horas a tem-
peratura ambiente. O resultado positivo foi obtido por observacao de cloracdo azul es-

Ccura.

2.2.3.3.  Flavondides

No ensaio dos flavondides adicionou-se acetato de chumbo (5%) a 2,5 mL de
cada um dos extratos, com base no procedimento descrito por (Tiwari et al., 2011). O

resultado positivo foi obtido por observagao de um precipitado de coloragao amarela.

2.2.3.4. Taninos

Para a identificacdo dos taninos utilizou-se 2,5 mL de cada extrato e adicionou-
se cinco gotas de cloreto férrico (1%), com base no procedimento descrito por (Ayoola
et al., 2008). O resultado é considerado positivo pelo aparecimento de coloragdo verde-

acastanhada ou azul-preto.

2.2.3.5. Saponinas

No ensaio de identificacdo de saponinas, a 5 mL de cada extrato adicio-

nou-se 5 mL de dgua destilada, seguindo-se a agitagao vigorosa da solugao. A formagao
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de uma espuma persistente por pelo menos 15 minutos indica a presenca de saponinas

(Njoku, 2011).

2.2.3.6. Terpendides

A presenca de terpendides foi realizada segundo o procedimento de
(Chandralega et al., 2015). Para tal, foram misturados 2 mL de cloroférmioa 5 mL de
cada um dos extratos. Em seguida adicionou-se 3 mL de acido sulfurico de forma a for-
mar uma camada. A formacdo de coloragao castanha-avermelhada da interface é indi-

cadora da presenca de terpendides.

2.2.3.7. Diterpenos

No ensaio dos diterpenos foram adicionadas dez gotas de solucao de acetato de
cobre a 5% (Patil et al., 2015) a cada uma dos extratos. A presenca de diterpenos pode

ser observada pelo aparecimento de coloracdo verde-esmeralda.

2.2.3.8. Triterpenos

Para detetar a presenca de triterpendides realizou-se o ensaio de Lierbermann-
Burchard, segundo o descrito por (Igbal et al., 2015), com algumas alteracdes. Primeiro
adicionou-se cinco gotas de cloroférmio a 1 mL de cada extrato, agitando de seguida.
Adicionou-se cinco gotas de anidrido acético, fervendo-se e arrefecendo as solucdes
com gelo. Por ultimo, adicionou-se 2 mL de acido sulfurico a cada tubo de ensaio. A
formacdo de um anel castanho na unido entre as duas camadas é indicativa de resultado

positivo.

2.2.3.9. Alcaldides

O ensaio para identificacdo de alcaldides foi realizado segundo o descrito por
(Megzari et al., 2015), com algumas alterag¢ées. Como tal, a 2,5 mL de cada um dos ex-
tratos adicionou-se duas gotas de reagente Dragendroff. O resultado positivo foi obser-

vado pelo aparecimento de um precipitado vermelho.
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2.2.4. Determinacao do teor de Compostos Fendlicos

O teor de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteu de
acordo com a literatura (Lister e Wilson, 2001), com algumas altera¢des. Resumida-
mente, a 500 pL de cada um dos extratos diluidos adicionou-se 2,5 mL de reagente Fo-
lin—Ciocalteu (diluicdo 1:10) e 2 mL de carbonato de sédio (75 g/L). Apds 15 minutos de
incubagdo a 459C, a absorvancia das misturas foi medida a 760 nm. O acido galico foi
utilizado como controlo, e os resultados expressos em miligramas de equivalente de

acido galico (mg GAE)/g por massa seca de planta.

2.3. Resultados e Discussao

A atividade medicinal das plantas reside nas substancias quimicas presentes na
sua composicao que, por sua vez, tém uma acao fisioldgica definida no organismo hu-
mano. Por exemplo, os alcaldides protegem o organismo contra muitas doencas créni-
cas, as saponinas atuam na reducdo do colesterol e tém acdo antimicrobiana, os este-

roides e triterpenos tém propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (Mir et al., 2013).

No estudo prepararam-se dois extratos recorrendo a solventes de diferentes po-
laridades e, posteriormente, realizaram-se ensaios de identificacdo fitoquimica. Os re-
sultados encontrados permitem observar o diferente potencial extrativo dos solventes

etanol e agua sobre folhas de T. hispanicum.

A tabela seguinte resume os principais resultados obtidos para os dois extratos
vegetais de dente-de-ledo analisados. Assim, obteve-se um resultado positivo, em am-
bos os extratos, para a presenca de polifendis, flavondides, taninos, terpenos e diterpe-
nos. Por outro lado, obteve-se um resultado negativo para a presenca de triterpenos,
em ambos os extratos analisados. Observaram-se ainda diferencas no perfil fitoquimico,
consoante o extrato estudado, nomeadamente, um resultado positivo para os compos-

tos fendlicos, saponinas e alcaldides apenas no caso do extrato hidroalcodlico (Tabela ).

No caso dos resultados positivos para ambos os extratos (polifendis, flavondides,

taninos, terpenos e diterpenos), sabe-se que o dente-de-ledo contém na parte aérea da
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planta polifendis, nomeadamente flavondides (Gonzalez-Castejon et al., 2012). Segundo

Williams et al., (1996) os constituintes quimicos presentes nas folhas de dente-de-ledo

sdo compostos terpénicos (em particular, lactonas sesquiterpénicas), diferentes polife-

nais e cumarinas (Williams et al., 1996).

O conteudo de polifendis é maior nas partes aéreas (folhas e flores) da planta (9,9

+ 0,28 g de polifendis por 100 g de extrato) face as raizes (0,086 + 0,003 g de polifendis

por 100 g de extrato (Hagymasi et al., 2000a; Hagymasi et al., 2000b; Williams et al.,

1996). Alguns acidos fendlicos foram identificados por toda a planta, enquanto que as

cumarinas (chicoriina e esculina) foram identificadas apenas nos extratos de folhas

(Budzianowski, 1997; Schiitz et al., 2005).

Tabela I. Perfil fitoquimico para os extratos estudados de T. hispanicum.

Grupos de compos-

Resultado Positivo

Resultados Obtidos

tos Extrato Aquoso  Extrato Hidroalcodlico
Polifendis Coloragao verde escura Positivo Positivo
Compostos Fendlicos Coloragao azul escura Negativo Positivo
Flavonodides Precipitado amarelo Positivo Positivo
Coloragao verde-acasta-
Taninos Positivo Positivo
nhada ou azul-preto
Saponinas Espuma Persistente Negativo Positivo
Coloragdo castanha-aver-
Terpendides Positivo Positivo
melhada da interface
Coloragdo verde-esme-
Diterpenos Positivo Positivo
ralda
Anel castanho na unido
entre as duas camadas
Triterpendides Negativo Negativo
(coloragdo vermelha pro-
funda)
Alcaléides Precipitado vermelho Negativo Positivo
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No caso dos flavondides ja foram identificados nas flores de T. officinale (Hu e Kitts,
2005), o que vai de encontro aos resultados encontrados no trabalho com o T. hispani-
cum. No caso dos flavondides (ex.: luteolina-7-O-glucdsido, luteolina-7-O-rutindsido,
isoramnetina-3-0-glucdsido, quercetina-7-0O-glucésido, e apigenina-7-0-glucésido ape-
nas foram encontrados nas folhas do dente-de-ledo (Krist6 et al., 2002; Williams et al.,

1996; Wolbis et al., 1993; Wolbis e Krolikowska, 1985).

No caso dos resultados positivos para os taninos e os diterpenos, a literatura ndo
dispde de dados concordantes com os encontrados no estudo. No entanto, uma vez que
se trata de um estudo realizado com uma espécie vegetal do género Taraxacum pouco
estudada em termos fitoquimicos, poderao ser compostos ainda ndo caracterizados no

T. hispanicum.

No caso dos triterpenos os resultados deram negativo para ambos os extratos.
Apesar de alguns autores terem relatado a presenca triterpenos/fitosterdis na planta,
estes parecem surgir em maior quantidade nas raizes (ex: taraxasterol, arnidiol, faradiol,
a-amirina, -amirina, B-sitosterol e R-sitosterol-R-D-glucopirandsido (Akashi et al.,
1994; Burrows e Simpson, 1938; Hansel et al., 1980; Schiitz et al., 2006). Como tal, com
os ensaios qualitativos realizados pode nao ter sido possivel a identificacdo destes com-

postos na parte aérea da planta.

No caso dos compostos fendlicos, saponinas e alcaldides os resultados foram di-
ferentes em ambos os extratos, sé aparecendo no extrato hidroalcodlico. O etanol e a
agua sdo solventes comuns utilizados para a producdo de extratos de dente-de-ledo
(Laranjeira et al., 2017). O etanol é um solvente capaz de extrair uma grande quantidade
de constituintes de interesse, pois apresenta um carater anfifilico, permitindo a extracado
tanto de substancias com caracteristicas apolares quanto polares. Os alcaldides apre-
sentam afinidade para extracdo com soluveis etandlicos e pouco com a agua (Azwanida,

2015), o que se verifica neste estudo.

52



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

No caso dos compostos fendlicos, a tabela seguinte evidéncia os valores calcula-
dos para os extratos de T. hispanicum (Tabela Il). Os valores encontrados foram superi-
ores no extrato hidroalcodlico, face ao extrato aquoso. Estes dados podem ajudar a ex-
plicar os resultados obtidos no screening fitoquimico, onde apenas se obteve um resul-

tado positivo para os compostos fendlicos, no extrato hidroalcodlico.

Tabela Il. Total de compostos fenélicos para os dois extratos de T. hispanicum analisados.

Planta T. hispanicum

Compostos Fendlicos (mg GAE)/g Extrato aquoso Extrato hidroalcodlico

massa seca da planta 354+21 571+26

Os resultados encontrados nos ensaios realizados podem dever-se ao facto de
gue os solventes aquosos sao adequados para a extrag¢ao de alguns compostos bioativos
com forte polaridade; o etanol e misturas de etanol e dgua sao preferiveis para a extra-
¢do de compostos com uma maior gama de polaridade (Sun et al., 2015). Os compostos
fendlicos caracterizam-se por ter pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos
hidroxilo ligados. A diversidade de estruturas quimicas dos compostos fenélicos varia de
formas simples a polimerizadas (ex.: taninos e polifendis derivados), o que consequen-
temente influéncia os seus comportamentos em termos de solubilidade (Crozier et al.,
2007). Como tal, solventes mais polares (ex.: metanol) sdo geralmente utilizados para a
extracdo de compostos fendlicos medianamente polares e polares como os glicésidos
de flavondides e acidos fendlicos (Harborne, 1998). O facto de os compostos fendlicos
incluirem uma gama diversificada de metabolitos pode justificar o resultado obtido nos
ensaios (resultado positivo apenas nos extratos hidroalcodlicos). Alguns autores tém
sido concordantes com os resultados observados neste estudo, relativamente aos com-
postos fendlicos. Por exemplo, no seu estudo, Seo et al., (2014) demonstrou que o con-
teddo em compostos fendlicos de folhas de Psidium guajava L. em extratos utilizando
uma mistura de etanol e dgua foi superior ao observado com os extratos aquosos (Seo
et al., 2014). Por sua vez, lvanov (2014) demonstrou que a maior concentracdo de poli-
fendis totais (33,90 + 0,57 mg GAE/ g peso seco) foi obtida com a extracdo etandlica

(50%) das folhas de T. officinale (lvanov, 2014).
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Um bom solvente é caracterizado pela sua boa capacidade de extracdo e pela
sua capacidade em conservar a estabilidade da estrutura quimica dos compostos a ex-
trair (Harborne, 1998). Como tal, o tipo de solvente e a sua polaridade pode ter um im-
pacto significativo no nivel de polifendis extraidos. No caso dos polifendis, as polarida-
des vao do polar ao ndo polar e a extracdo 6tima de polifendis é geralmente obtida com
solventes polares que tém uma boa eficiéncia de solvatagdao, como resultado de intera-
coes (pontes de hidrogénio) entre os locais polares dos compostos antioxidantes e sol-
vente. Como tal, a dgua e misturas aquosas de metanol/etanol sdo frequentemente uti-

lizadas para a obtenc¢ado dos polifendis (Liu et al., 2007).

2.4. Conclusao

A extracdo por solventes é uma técnica frequentemente utilizada para a obten-
¢do de compostos provenientes das plantas. No entanto, o rendimento dos extratos e
as atividades resultantes das matérias vegetais estdao dependentes na natureza do sol-
vente utilizado na extracdo. Isto deve-se a presenca de compostos com diferentes ca-
racteristicas quimicas e polaridades, que podem ou nao ser sollveis num determinado
solvente. Os solventes polares, incluindo misturas agua/etanol, sdo frequentemente uti-
lizados para a extracdo de polifendis de uma matriz vegetal. A determinacdo do perfil
fitoquimico no T. hispanicum foi semelhante a encontrada noutras espécies de plantas
do género Taraxacum, a excecao da presenca dos diterpenos, taninos e alcaldides. No
entanto, mais estudos deveriam ser feitos, com técnicas mais sensiveis, no sentido de

determinar com mais segurangas os compostos presentes na planta.
2.5. Referéncias
Akashi, T., Furuno, T., e Takahashi, T. (1994). Biosynthesis of triterpenoids in cultured

cells, and regenerated and wild plant organs of Taraxacum officinale. Phytochemistry, 36(2),

303-308.

Al-Farsi, M. A,, e Lee, C. Y. (2008). Nutritional and functional properties of dates: A
review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 48(10), 877—-887.

https://doi.org/10.1080/10408390701724264

54



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

Ayoola, G., Coker, H., Adesegun, S., Adepoju-Bello, A., Obaweya, K., Ezennia, E., e
Atangbayila, T. (2008). Phytochemical Screening and Antioxidant Activities of Some Selected
Medicinal Plants Used for Malaria Therapy in Southwestern Nigeria. Tropical Journal of

Pharmaceutical Research, 7(September), 1019-1024. https://doi.org/10.4314/tjpr.v7i3.14686

Azwanida, N. N. (2015). A Review on the Extraction Methods Use in Medicinal Plants,
Principle, Strength and Limitation. Medicinal & Aromatic Plants, 04(03), 3-8.
https://doi.org/10.4172/2167-0412.1000196

Budzianowski, J. (1997). Coumarins, caffeoyltartaric acids and their artifactual methyl
esters from Taraxacum officinale leaves. Planta Medica, 63(3), 288. https://doi.org/10.1055/s-
2006-957681

Burrows, S., e Simpson, J. (1938). The triterpene alcohols of Taraxacum root. The

triterpene group Part IV. Chem Soc (Part I1)., 2042—2047.

Chandralega, N., Subha, D., e Geetha, N. (2015). Effect of Geographical Distributions on
the Phytochemical Profile of Methanolic Extract of Dried Leaves of Rosmarinus officinalis L.

World Journal of Pharmaceutical Research, 4(10), 1959—-1970.

Crozier, A., Jaganath, I. B., e Clifford, M. N. (2007). Phenols, Polyphenols and Tannins:
An Overview. Plant Secondary Metabolites: Occurrence, Structure and Role in the Human Diet,

(i), 1-24. https://doi.org/10.1002/9780470988558.ch1

Dent, M., Dragovi, V., Peni, M., e Brn, M. (2013). The Effect of Extraction Solvents,
Temperature and Time on the Composition and Mass Fraction of Polyphenols in Dalmatian

Wild Sage ( Salvia officinalis L .) Extracts, 9862(1), 84-91.

Gonzalez-Castejon, M., Visioli, F., e Rodriguez-Casado, A. (2012). Diverse biological
activities of dandelion. Nutrition Reviews, 70(9), 534-547. https://doi.org/10.1111/j.1753-
4887.2012.00509.x

Guerriero, G., Berni, R., Mufioz-sanchez, J. A., Apone, F., Abdel-salam, E. M., Qahtan, A.
A, ... Cantini, C. (2018). Production of Plant Secondary Metabolites : Examples, Tips and
Suggestions for Biotechnologists. https://doi.org/10.3390/genes9060309

Hagymasi, K., Blazovics, A., Fehér, J., Lugasi, A., Kristd, S. T., e Kéry, A. (2000). The in
vitro effect of dandelions antioxidants on microsomal lipid peroxidation. Phytotherapy
Research, 14(1), 43—44. https://doi.org/10.1002/(SIC1)1099-1573(200002)14:1<43::AlID-
PTR522>3.0.CO;2-Q

55



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

Hagymasi, K., Lugasi, A., Kéry, A., Blazovics, A., Lugasi, A., Kristd, S. T, ... Kéry, A. (2000).
In vitro antioxidant evaluation of dandelion (Taraxacum officinale Web.) water extracts. Acta

Alimentaria, 29(1), 1-7. https://doi.org/10.1556/AAlim.29.2000.1.1

Héansel, R., Kartarahardja, M., Huang, J. T., e Bohlmann, F. (1980). Sesquiterpenlacton-
B-d-glucopyranoside sowie ein neues eudesmanolid aus Taraxacum officinale. Phytochemistry,

19(5), 857-861. https://doi.org/10.1016/0031-9422(80)85126-0

Harborne, J. B. (1998). Phytochemical methods : a guide to modern techniques of plant

analysis. Chapman and Hall.

Hu, C., e Kitts, D. D. (2005). Dandelion (Taraxacum officinale) flower extract suppresses
both reactive oxygen species and nitric oxide and prevents lipid oxidation in vitro.
Phytomedicine : International Journal of Phytotherapy and Phytopharmacology, 12(8), 588—
597. https://doi.org/10.1016/j.phymed.2003.12.012

Igbal, E., Salim, K. A, e Lim, L. B. L. (2015). Phytochemical screening, total phenolics
and antioxidant activities of bark and leaf extracts of Goniothalamus velutinus (Airy Shaw)
from Brunei Darussalam. Journal of King Saud University - Science, 27(3), 224—-232.

https://doi.org/10.1016/j.jksus.2015.02.003

Ivanov (2014). Polyphenols Content and Antioxidant Activities of Taraxacum officina-

leF.H. Wigg (Dandelion) Leaves

Kristo, S. T., Ganzler, K., Apati, P., Sz6ke, E., e Kéry, A. (2002). Analysis of antioxidant
flavonoids from asteraceae and moraceae plants by capillary electrophoresis.

Chromatographia, 56(1), S121-5126. https://doi.org/10.1007/BF02494124

Laranjeira, C., Nogueira, A., Almeida, R., Oliveira, R., Oliveria, A., Pinho, C., e Cruz, A.
(2017). Antioxidant Activity and Cytotoxicity of Taraxacum hispanicum Aqueous and Ethanolic
Extracts on HepG2 Cells. International Journal of Pharmacognosy and Phytochemical Research,

9(1), 5-12. https://doi.org/10.25258/ijpapr.v9i1.8032

Lima, C. F., Valentao, P. C. R., Andrade, P. B., Seabra, R. M., Fernandes-Ferreira, M., e
Pereira-Wilson, C. (2007). Water and methanolic extracts of Salvia officinalis protect HepG2
cells from t-BHP induced oxidative damage. Chemico-Biological Interactions, 167(2), 107-115.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2007.01.020

Lister, E., e Wilson, P. (2001). Measurement of total phenolics and ABTS assay for anti-

oxidant activity (personal communication). Crop Research Institute, Lincoln, New Zealand

56



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

Liu, X., Dong, M., Chen, X, Jiang, M., Lv, X., e Yan, G. (2007). Antioxidant activity and
phenolics of an endophytic Xylaria sp. from Ginkgo biloba. Food Chemistry, 105(2), 548-554.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.04.008

Megzari, A., Farah, A, Iraqui Houssaini, M., Haouat Amina, C., Bergadi Fatimzohra, E., e
Mestafa EL Hadrami, E. (2015). Study Of The Individuality Effect On The Antibacterial Activity
And Phytochemical Screening Of The Rosmarinus officinalis Var. Prostatus Extracts Obtained

By The Ultrassounds. International Journal of Current Research, 7(05), 16407-16413.

Mir, A., Sawhney, S., e Jassal, M. (2013). Qualitative and quantitative analysis of
phytochemicals of Taraxacum officinale. Wudpecker Journal of Pharmacy and Pharmocology,

2(1), 1-5.

Ncube, B., e Van Staden, J. (2015). Tilting plant metabolism for improved metabolite
biosynthesis and enhanced human benefit. Molecules, 20(7), 12698—-12731.
https://doi.org/10.3390/molecules200712698

Njoku. (2011). Phytochemical constituents of some selected medicinal plants. African

Journal of Biotechnology, 10(66), 228-233. https://doi.org/10.5897/AJB11.1948

Organizacion Mundial de la Salud. Traditional, Complementary and Alternative Medici-
nes and Therapies. Washington DC, Oficina Regional de la OMS para las Américas/Organizacidn

Panamericana de la Salud (grupo de trabajo OPS/OMS), 1999

Patil, R. S., Harale, P. M., Shivangekar, K. V., Kumbhar, P. P., e Desai, R. R. (2015).
Phytochemical potential and in vitro antimicrobial activity of Piper betle Linn. leaf extracts.

Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 7(5), 1095-1101.

Schiitz, K., Carle, R., e Schieber, A. (2006). Taraxacum-A review on its phytochemical
and pharmacological profile. Journal of Ethnopharmacology, 107(3), 313—-323.
https://doi.org/10.1016/j.jep.2006.07.021

Schitz, K., Kammerer, D. R., Carle, R., e Schieber, A. (2005). Characterization of
phenolic acids and flavonoids in dandelion (Taraxacum officinale WEB. ex WIGG.) root and
herb by high-performance liquid chromatography/electrospray ionization mass spectrometry.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 19(2), 179-186.
https://doi.org/10.1002/rcm.1767

57



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

Seo, I, Lee, S., Elam, M. L., Johnson, S. A., Kang, J., e Arjmandi, B. H. (2014). Study to
find the best extraction solvent for use with guava leaves ( Psidium guajava L.) for high

antioxidant efficacy. Food Science & Nutrition, 2(2), 174—180. https://doi.org/10.1002/fsn3.91

Sun, C., Wu, Z., Wang, Z., e Zhang, H. (2015). Effect of Ethanol / Water Solvents on
Phenolic Profiles and Antioxidant Properties of Beijing Propolis Extracts. Evidence-Based

Complementary and Alternative Medicine, 2015, 9

Tiwari, P., Kumar, B., Kaur, M., Kaur, G., e Kaur, H. (2011). Phytochemical screening and

Extraction: A Review. linernationale Pharmaceutica Sciencia, 1(1).

Williams, C. A, Goldstone, F., e Greenham, J. (1996). Flavonoids, cinnamic acids and
coumarins from the different tissues and medicinal preparations of Taraxacum officinale.

Phytochemistry, 42(1), 121-127. https://doi.org/10.1016/0031-9422(95)00865-9

Wolbis, M., e Krolikowska, M., (1985). Polyphenolic compounds of dandelion (Ta-

raxacum officinale). Acta Poloniae Pharmaceutica 42, 215

Wolbis, M., Krolikowska, M., e Bednarek, P., (1993). Polyphenolic compounds in Tarax-

acum officinale. Acta Poloniae Pharmaceutica—Drug Research 50, 153-158

58



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

CAPITULO Il

Efeito dos solventes, tamanho das particulas,
técnica extrativa, tempos e temperaturas de
extracao na atividade antioxidante do Ta-
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RESUMO

Introdugdo: As plantas do género Taraxacum sao utilizadas ha anos na medicina e como
alimento. Este género, com uma taxonomia complexa, inclui algumas espécies de dificil
distincdo, onde se inclui o T. hispanicum. As folhas das plantas, conhecidas como dente-
de-ledo, continuam a ser utilizadas em infusdes, extratos etandlicos, ou sob a forma de
suco. Uma vez que a planta representa uma importante fonte de moléculas farmacolo-
gicamente ativas, nomeadamente com atividade antioxidante, é importante o desen-
volvimento de procedimentos extrativos que permitam maximizar os seus potenciais
beneficios para a salde. Assim, o trabalho tem como principal objetivo avaliar o efeito
dos solventes, tamanho das particulas, técnicas extrativas, tempos e temperaturas de

extracao na atividade antioxidante do T. hispanicum.

Métodos: Estudo experimental com andlise dos seguintes fatores, tipo de solvente
(3gua destilada e dgua da torneira), tamanho das particulas (grosseiro e pd), técnica ex-
trativa (infusdo, maceragao e cozimento), temperatura (60 °C e 100 °C) e tempo de ex-
tracdo (3, 10 e 20 minutos). A atividade antioxidante da planta T. hispanicum foi anali-
sada segundo trés métodos distintos, nomeadamente, o ensaio do radical DPPH, o en-
saio do radical superdxido e o ensaio de quela¢do do ferro. Para todos os ensaios calcu-

lou-se o valor de ICsp.

Resultados/Discussdo: Para todos os ensaios realizados e todas as varidveis testadas
obteve-se o menor valor de ICso para o processo extrativo efetuado com a temperatura
de 60 °C (planta em pd), seguido do processo extrativo maceracao (planta em pd), com
o ensaio do superdxido (4,6 £ 4,6 ug/mL e 17,20 £ 0,6 pug/mL, respetivamente). Em am-
bos os casos, o valor encontrado foi inferior ao valor de ICsp do controlo positivo (acido
ascérbico - 77,5 + 10,9 pug/mL). Estes extratos foram realizados com agua destilada que
apresentou melhor valor de ICso face a d4gua da torneira. Neste caso, os polifendis com-
binam-se com ides de Ca’* e Mg?* de forma a serem parcialmente retidos no residuo do
solvente, o que pode explicar os melhores resultados para a agua destilada. Quanto a
temperatura, o melhor valor de ICso obteve-se com os 60 °C. Certos compostos fendlicos
podem sofrer desnaturacao a altas temperaturas. Por sua vez, as particulas reduzidas a

pd aumentam a superficie de contato entre as amostras e os solventes de extragdo o
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gue pode aumentar o rendimento extrativo e, consequentemente, a sua capacidade an-

tioxidante.

Conclusao: A utilizagao de agua destilada, tamanhos reduzidos das particulas, tempera-
turas mais baixas e tempos mais prolongados de extracdo (20 minutos) parecem ser
bons fatores para os processos extrativos do dente-de-ledo, podendo afetar a sua ativi-
dade antioxidante. No entanto, seria importante a realizacdo de mais ensaios para ava-
liagdo da atividade antioxidantes, assim como a determina¢ao do teor de compostos

fendlicos de forma a relaciona-los com a sua atividade antioxidante.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Compostos fendlicos; Dente-de-ledo; Solvente;

Tamanho Particulas; T. hispanicum; Temperatura; Tempo
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Abstract

Introduction: Plants of the genus Taraxacum have been used for years in medicine and
food. This genus, with a complex taxonomy, includes some species of difficult distinc-
tion, where T. hispanicum is included. The leaves of these plants, known as dandelion,
continue to be used as infusions, ethanolic extracts, or as juice. Since the plant repre-
sents an important source of pharmacologically active molecules, namely antioxidant
activity, it is important to develop extractive procedures to maximize its potential health
benefits. Thus, the main objective of this work is to evaluate the effect of solvents, ex-
traction techniques, particle size, extraction times and temperatures on the antioxidant

activity of T. hispanicum.

Methods: Experimental study with analysis of the following factors, solvent type (dis-
tilled water and tap water), particle size (large particles and powder), extractive tech-
nique (infusion, maceration and decoction), temperature (60 °C and 100 °C) and extrac-
tion time (3, 10 and 20 minutes). The antioxidant activity of T. hispanicum was analyzed
using different methods, namely DPPH radical assay, superoxide and iron chelation as-

say. For all assays the IC50 value was calculated.

Results/ Discussion: The lowest value of ICsp was obtained for the extraction process
carried out with the temperature of 60 ° C (powder), followed by the maceration process
(powder) with the superoxide assay (4.6 + 4.6 ug / mLand 17.20 + 0.6 ug / mL, respec-
tively). In both cases, the value was lower than the ICsqo value for positive control (ascor-
bic acid - 77.5 + 10.9 pug / mL). These extracts were made with distilled water that pre-
sented better value of ICso than tap water. In this case, polyphenols can combine with
Ca?* and Mg?* and be partially retained in the solvent residue, which may explain the
best results for distilled water. Regarding the temperatures analyzed, the best ICso value
was obtained at 60 °C. Certain phenolic compounds may undergo denaturation at high
temperatures. Also, the reduced particles increase the contact surface between samples
and extraction solvents which can increase the extractive yield and, consequently, its

antioxidant capacity.
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Conclusion: The use of distilled water, reduced particle sizes, lower temperatures and
longer extraction times (20 minutes) appear to be good factors for the extractive pro-
cesses of dandelion, affecting its antioxidant activity. It would be important to carry out
other antioxidant assays and the determination of total content of phenolic compounds

in order to relate it to antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant activity; Dandelion; Extraction Time; Particle Size; Phenolic Com-

pounds; Solvent; T. hispanicum; Temperature
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3.1. INTRODUCAO

As plantas tém sido usadas ao longo dos tempos para o tratamento de varias
doencas. Estima-se que 80% da populacdo mundial que vive em paises em desenvolvi-
mento dependa das plantas como fontes primarias de cuidados de saude e praticas mé-
dicas tradicionais (OMS). As plantas do género Taraxacum desempenham um papel im-
portante na medicina tradicional chinesa, drabe e nativa americana, sendo as suas folhas
e raizes frequentemente utilizadas para tratar tumores de pulmao, mama e utero, bem

como hepatite e algumas doencas digestivas (Gonzdalez-Castejon et al., 2012).

Os agentes antioxidantes sdo amplamente utilizados como aditivos alimentares
como forma de protecdo contra a degradagao oxidativa provocada pelos radicais livres
(Dubost et al. 2007; Li et al. 2009). Os antioxidantes podem ser encontrados nas plantas,
resultando na prevengado de uma variedade de processos fisiopatolégicos (Matés et al,

2000).

As plantas do género Taraxacum tém demonstrado atividade antioxidante,
sendo muitos os estudos a referir este efeito (Hagymasi et al., 2000; Hu e Kitts, 2005;
Laranjeira et al., 2017). Os extratos de folhas e raizes diminuem a peroxidacdo lipidica e
reduzem o citocromo c (Hagymasi et al., 2000). O teor de compostos fendlicos presente
nos extratos de dente-de-ledo parecem ser responsaveis pela inibicdo dos danos induzi-

dos pelas espécies reativas de oxigénio e azoto (Hu e Kitts, 2005).

O dente-de-ledo encontra-se atualmente comercializado sob diversas formas,
entre as quais se destacam os suplementos alimentares e a planta para a preparacao de
infusdo. Sendo a infusdo uma forma tradicional de utilizacdo da planta, torna-se crucial
otimizar esta técnica extrativa, de forma a obter o maior rendimento de compostos pre-
sentes na planta, consequentemente, a sua maior capacidade antioxidante. O método
de extracdo deve apresentar algumas caracteristicas para ser considerado ideal. Deve
ser o método mais simples possivel, evitando procedimentos desnecessarios ou ndo vi-
aveis. Muitos fatores podem influenciar a extracdo de compostos antioxidantes nas
plantas, nomeadamente, o tamanho das particulas, o solvente extrator, o tempo de con-

tacto entre o solvente e a planta e a temperatura do processo (Vongsak et al., 2013).
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O tipo de solvente e a sua polaridade tém influéncia direta e podem afetar a
transferéncia de eletrdes e de atomos de hidrogénio, determinantes para a capacidade
antioxidante dos extratos (Oldoni et al., 2015). O tempo de contato entre a planta e o
solvente também influenciam os compostos extraidos, pois quanto maior o tempo de
contacto maior a possibilidade de oxidacdo dos compostos fendlicos (Andreo e Jorge,
2006). Por sua vez, a temperatura tem influéncia direta no processo de extra¢do dos
compostos bioativos e em alguns casos o seu aumento pode resultar na degradacado de

componentes, reduzindo o rendimento da extracao.

As diferencas na estrutura dos compostos fendlicos também determinam a sua
solubilidade nos solventes com diferentes polaridades. Como tal, o tipo de extracdo por
solventes pode ter um impacto significativo no rendimento da extracdo de compostos
fenodlicos do material vegetal. Existem alguns estudos relativos a otimiza¢ao das condi-
¢Oes de extracdo do teor de compostos fendlicos e as atividades antioxidantes de algu-
mas plantas. No entanto, os estudos também indicam que o procedimento ideal é ge-
ralmente diferente para diferentes matrizes vegetais (Pellegrini et al., 2007; Rababah et

al., 2010).

Como tal, este trabalho tem como principal objetivo discutir o efeito de diferen-
tes solventes, tamanho das particulas, tempos e temperaturas de extracdo na atividade

antioxidante do extrato de folhas de dente-de-ledo (T. hispanicum).

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), eta-
nol absoluto, ferrozina, sulfato de Ferro (FeSOs), azul de nitrotetrazélio (NBT), dinucled-
tido de nicotinamida e adenina (NADH), metassulfato de fenazina (PMS), quercetina,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o fosfato monopotdssico (KH2PO4) a Sigma-
Aldrich (St. Louis, Estados Unidos da América). O acido ascdérbico e o piruvato foram
adquiridos a Panreac (Barcelona, Espanha). Todos os outros reagentes ndo especificados

foram adquiridos a VWR (Portugal).
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3.2.2. Material Vegetal e Preparacao dos Extratos

As partes aéreas do T. hispanicum utilizadas neste estudo foram recolhidas em
Vila Nova de Gaia (Portugal) durante o més de maio de 2016, identificadas e autentica-
das por um especialista da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto (FCUP), Por-
tugal. Um espécime de comprovante foi mantido no herbario da instituicdo (PO-
V62372). As partes aéreas foram lavadas com agua corrente, secas em estufa (40 °C)

tendo sido armazenadas a temperatura ambiente, no escuro, até utilizacao.

3.2.3. Fatores estudados

No trabalho estudou-se a influéncia de diferentes fatores na extracao dos com-
postos do T. hispanicum. Os fatores e respetivos procedimentos encontram-se descritos
na tabela seguinte. Todas as soluc¢des extrativas foram filtradas utilizando papel de filtro

(Whatman, N2 1).

Tabela I. Fatores e procedimentos estudados dos compostos do T. hispanicum

Fatores estudados Procedimento

Pesou-se 75 g de po da planta e macerou-se em agua destilada por 24 horas, a
Solvente
i temperatura ambiente e no escuro.
- Agua destilada

) ] Pesou-se 75 g de pd da planta e macerou-se em dgua da torneira por 24 horas,
- Agua da torneira
a temperatura ambiente e no escuro.

Pesou-se 75 g da planta grosseiramente contundida em almofariz de ferro e ma-
Tamanho Particulas

cerou-se em agua destilada por 24 horas, a temperatura ambiente e no escuro.

- Grosseiras

] Pesou-se 75 g de p6 da planta (triturada em moinho) e macerou-se em agua
“Fo destilada por 24 horas, a temperatura ambiente e no escuro.
Técnica Extrativa Pesou-se 75 g de p6 da planta e ferveu-se (100 °C) por 5 minutos (Infusdo).
- Infusdo* Pesou-se 75 g de po da planta e macerou-se em agua destilada por 24 horas, a
- Maceragdo** temperatura ambiente e no escuro.
- Cozimento*** Pesou-se 75 g de p6 da planta. Juntou-se agua. Deixar até ferver alguns minutos.
Temperatura Pesou-se 75 g de po da planta. Adicionou-se dgua destilada a 1002C por 5 minu-
-100°C tos.
-60°C Pesou-se 75 g de p6 da planta. Adicionou-se agua destilada a 60 °C por 5 min.
Tempo Pesou-se 75 g de pd da planta. Adicionou-se dgua destilada a 1002C por 3 min.
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- 3 minutos Pesou-se 75 g de p6 da planta. Adicionou-se dgua destilada a 1002C por 10 min.

- 10 minutos

. Pesou-se 75 g de pd da planta. Adicionou-se dgua destilada a 1002C por 20 min.
- 20 minutos

*Infusdo: A infusdo é preparada adicionando agua fervente sobre as partes da planta. Devem-
se deixar as plantas dentro da agua quente por 5-10 minutos e depois filtrar (Leite, 2009).

**Maceragdo: E um processo que requer longa imers3o. Coloca-se a planta em contato com o
liguido extrator, agitando o sistema periodicamente (Leite, 2009).

***Cozimento: O cozimento é preparado colocando a planta em contato com agua fria, com
posterior aquecimento até ebulicdo em recipiente fechado, deixando ferver por alguns minutos
(Leite, 2009).

3.2.4. Determinacao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da planta T. hispanicum foi analisada segundo trés mé-
todos distintos, nomeadamente, (1) ensaio do radical DPPH; (2) ensaio do radical su-
peréxido; e (3) ensaio de quelagdo do ferro (Fe?*). Para todos os ensaios calculou-se o

valor de ICsg.

3.2.4.1. Ensaio do Radical DPPH

O ensaio do radical DPPH foi realizado de acordo com o procedimento Lima et
al., (2007), com algumas modifica¢cdes. No ensaio, a solucdo de DPPH (90 uM) foi adici-
onada a um meio contendo diferentes diluicdes da solucdo extrativa. A absorvancia foi
medida a 515 nm, utilizando um leitor de placas, com leituras de cinco em cinco minutos,

durante trinta minutos.

A quercetina foi utilizada como controlo positivo. A capacidade de eliminacdo do

radical DPPH foi calculada usando a seguinte férmula:

Capacidade de eliminagdo do radical DPPH (%) = 100 x [(AC-AS) / AC]
AC = Absorbancia do controlo

AS = Absorbancia da amostra
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3.2.4.2.  Ensaio de quelagdo do Fe**

O ensaio de quelagao do ferro foi realizado segundo o procedimento de Russo et
al., (2005) com algumas modificagdes (Russo et al., 2005). Resumidamente, adicionou-
se 50 pL de cada diluicdo da solucdo extrativa a 50 pL de FeSOa4 (0,12 mM) e 50 uL de
ferrozina (0,6 mM). A mistura foi entdo agitada vigorosamente e deixada a temperatura

ambiente e no escuro durante 10 min. A absorvancia da solucdo foi medida a 562 nm.

O EDTA foi usado como controlo positivo. A capacidade do T. hispanicum se ligar

ao ferro foi calculada através da seguinte férmula:

Atividade quelante (%) = 100 x [(AC-AS) / AC]
AC = Absorbancia do controlo

AS = Absorvancia da amostra.

3.2.4.3.  Ensaio do radical superdxido

O ensaio do radical superdxido consistiu num ensaio ndo enzimatico de PMS-
NADH, como previamente descrito por Valentdo et al., (2001). Resumidamente, em cada
poco da placa colocou-se a seguinte mistura NADH (166 uM), NBT (43 uM), e a amostra
(nas diferentes dilui¢des). Incubou-se a placa durante 3 min a 30 °C em estufa, e adicio-

nou-se PMS (2,7uM). A absorvancia foi determinada a 560 nm.

O 4cido ascorbico foi usado como controlo positivo. A capacidade de remocao

de radicais superoxido foi calculada usando a seguinte férmula:

Capacidade de eliminagao de radicais superéxido (%) = 100 x [(AC-AS) / AC]
AC = Absorbéncia do controlo

AS = Absorbancia da amostra

3.2.5. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi feita recorrendo ao programa estatistico GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software, Inc; San Diego, USA). Os dados sdo apresentados como a média

+ desvio padrdo de trés repeticGes de pelo menos trés ensaios independentes.
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3.3. Resultados

A capacidade antioxidante do T. hispanicum e a influéncia de diferentes fatores
nessa mesma atividade foi avaliada através de trés métodos comummente: ensaio do
DPPH, ensaio do radical superdxido e ensaio de quelagdo do Fe?*. Os resultados relativos

aos valores de ICsp para o T. hispanicum (Tabela Il) e para os controlos positivos (Tabela

[ll) apresentam-se de seguida.

Tabela Il. Valores de ICso (ug/mL) para o T. hispanicum.

Ensaios
Fatores Estudados
DPPH Quelacdo Fe?*  Superdxido
Agua destilada 449,3 + 16,7 401,0+12,1 17,20+ 0,6
Solvente
Agua Torneira 775,0 + 13,6 n.d. 84,2+12,7
Tamanho das Grosseiras 797,5+17,7 112,4+27,0 n.d.
Particulas Finas (PS) 4493+16,7  401,0£12,1  17,20£0,6
Infusdo n.d. n.d. n.d.
Processo
. Maceragao 449,3 + 16,7 401,0+12,1 17,20+0,6
Extrativo
Cozimento 794,31+ 41,6 n.d. n.d.
60 °C n.d. n.d. 4,6+4,6
Temperatura
100 °C n.d. n.d. n.d.
3 min n.d. n.d. n.d.
Tempo
- 10 min n.d. n.d. n.d.
Infusdo
20 min 885,8 + 64,5 748,62 + 39,0 n.d.

n.d. ndo determinado. Os valores foram expressos em média + desvio padrao.
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Tabela lll. Valores de ICso dos controlos positivos

Ensaio Antioxidante Controlo Positivo Valor de ICso (ug/mL)
Ensaio do DPPH Quercetina 52+0,1
Ensaio do Superéxido Acido Ascérbico 77,5+ 10,9
Ensaio de quelagdo de Fe?* EDTA 5,4+0,2

Para todos os ensaios realizados e todas as varidveis testadas obteve-se um me-
nor valor de ICso para o processo extrativo efetuado com a temperatura de 60 °C (planta
em pd), seguido do processo extrativo maceracao (planta em pé), com o ensaio do su-
perdxido (4,6 £ 4,6 ug/mL e 17,20 + 0,6 ug/mL, respetivamente). Em ambos os casos, o
valor encontrado foi inferior ao valor de ICsp do controlo positivo acido ascorbico (77,5

+10,9 pug/mL).

Analisando os diferentes fatores no processo extrativo, no caso dos solventes
utilizados, os valores de ICsp mais baixos foram obtidos com a dgua destilada, para todos
0s ensaios realizados. Apenas para o ensaio do superoxido, recorrendo a agua destilada
como solvente, obteve-se um valor de ICso inferior ao acido ascérbico (17,20 £ 0,6 pg/mL
facea 77,5+ 10,9 ug/mL). No caso da extragdo com agua da torneira, e no caso do ensaio
de quelagdo do ferro, as concentragdes testadas nao foram suficientes para se obter um

valor de ICso.

Quanto a andlise da influéncia do tamanho das particulas foi possivel observar
um menor valor de ICso para a utilizagdo de planta em pé, no caso dos ensaios de DPPH
e superoxido (capacidade scavenging de radicais livres). Os valores encontrados foram
de 449,3 + 16,7 ug/mL e 17,20 + 0,6 pug/mL, respetivamente. No caso do valor encon-
trado para o DPPH, este foi superior ao controlo positivo, quercetina (5,2 + 0,1 pg/mL).
No caso da extracdao com a planta grosseiramente contundida, e para o ensaio de que-
lacdo do ferro, o valor de ICso foi inferior ao valor encontrado para a plantaem p6 (112,4

+27,0 ug/mL face a401,0 £ 12,1 pg/mL).
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Relativamente ao processo extrativo (infusdo, maceracdo e cozimento), com a
infusdo ndo foi possivel obter valores de ICso, tendo-se observado os melhores valores
para o processo de maceracdo (DPPH - 449,3 + 16,7 ug/mL; quelacdo do ferro- 401,0 +
12,1 pg/mL; e superdxido - 17,20 + 0,6 ug/mL). No caso do cozimento, sé se conseguiu

obter valores de I1Cso com o ensaio do DPPH (794,3 + 41,6 pug/mL).

No caso do estudo das temperaturas no processo de infusdo (60 e 100 °C) apenas
foi obtido um valor de ICso para o ensaio do superdxido, com a temperatura de 60 °C. O
valor encontrado 4,6 + 4,6 ug/mL foi inferior ao controlo positivo (acido ascérbico - 77,5

+10,9 pug/mL).

For fim, analisando o tempo de extrac¢do (3, 10 e 20 minutos), s6 se obteve valo-
res de ICsp para o processo de extracdo com 20 minutos, para os ensaios do DPPH (885,8
+ 64,5 pug/mL) e ensaio de quelagdo do ferro (748,62 + 39,0 ug/mL). Nenhum destes
ensaios apresentou valores de ICso inferiores ao controlo positivo (quercetina-5,2+0,1

pug/mL e EDTA - 5,4 £ 0,2 pug/mL, respetivamente).

3.4. Discussao

Os fitoquimicos, onde se incluem os compostos fendlicos, presentes nos extratos
do género Taraxacum (Mir et al., 2013) e em outras plantas, tém recebido muita aten-
¢do nos ultimos anos devido aos seus beneficios para a saude, em grande parte devido
as suas atividades antioxidantes e anti-inflamatadrias. Por esta razdo, ha interesse na sua

utilizacdo como nutracéuticos.

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos, compostos presentes em
grande quantidade das espécies do género Taraxacum, deve-se essencialmente as suas
propriedades redox, que permitem a estes compostos atuarem como agentes reduto-
res, doarem hidrogénio ou decomporem perodxidos (Aliyu et al., 2010). Posto isto, é im-
portante o estudo dos fatores que melhor influenciem o seu processo de extragao, de

forma a aumentarem a atividade antioxidante (Harbourne et al., 2013).

Neste estudo foram utilizados diferentes ensaios antioxidantes, uma vez que as

plantas tém uma grande variedade de metabolitos ativos na sua composi¢ao, atuando
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estes por diferentes mecanismos de acdo. O ensaio do radical DPPH, radical superéxido
e ensaio da quelagao do ferro foram os selecionados. O valor de ICso de um composto é
inversamente relacionado com a sua capacidade antioxidante, e expressa a quantidade
de antioxidante necessario para reduzir a concentracao de DPPH em 50%, que é obtido
por interpolacdo da andlise da regressao linear. Um valor baixo de ICso indica uma ele-

vada atividade antioxidante de um composto ou extrato (Liu et al., 2009).

O ensaio do DPPH é amplamente utilizado para avaliagao da atividade antioxi-
dante devido a sua sensibilidade na detecao de compostos ativos em concentracdes mi-
cromolares. No método de DPPH mede-se a captacdo deste radical através da diminui-
¢do da absorvancia, medida a 515 nm, que acontece devido a reducdao de um antioxi-
dante ou por reagdao com radicais. Na maioria dos casos o método de DPPH é utilizado
para medir a captagdo de radicais apds 30 minutos depois de iniciada a reacdo. Pode ser
expresso em valor ICso, ou seja, a concentracdo de antioxidante necessaria para captar
50% dos radicais de DPPH num periodo temporal determinado (Colle et al., 2012; Hu e
Kitts, 2004; Hu e Kitts, 2005; Pandey et al.; 2011). O método do DPPH tem varias vanta-
gens face a outros métodos, tais como a sua estabilidade, sensibilidade, credibilidade,

simples realizacdo e viabilidade (Sousa et al., 2007).

Os alimentos sdo geralmente contaminados com ides metdlicos de transicdo que
podem ser introduzidos pelos métodos de processamento. Os ides metdlicos de transi-
¢do bivalentes tém um importante papel como catalisadores dos processos oxidativos,
levando a formacdo de radicais hidroxilo e hidroperdxidos (Halliwell et al., 1992). O en-
saio de quelacdo do ferro (Fe?*) constitui um método simples para avaliar o potencial de
uma amostra/extrato de reduzir a peroxidacdo lipidica ou a formacdo de radicais livres,
produtos das reacdes de Fenton e de Haber-Weiss. Neste método, o reagente ferrozina
produz um complexo violeta com o Fe?*, cuja absorvancia pode ser medida a 562 nm.
Na presenca de um agente quelante, a formacdao do complexo é interrompida e como
resultado, a cor violeta do complexo diminui (Min et al., 2011). Neste trabalho os valores
encontrados no ensaio de quelacao do ferro ndao conseguiram ser determinados ou de-
ram, no geral, valores mais elevados de ICso, sugerindo que os extratos podem ter ativi-

dade antioxidante por outros mecanismos de agao.
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Os radicais superoxido gerados pelo oxigénio dissolvido pelo conjunto PMS-
NADH pode ser medido pela sua capacidade de reduzir o NBT. A redugao da absorvancia
a 562 nm com os extratos vegetais e os compostos de referéncia (acido ascdrbico) indi-
cam as suas capacidades para sequestrar os radicais superéxido na reagao (Hazra et al.,
2008). A capacidade de reducdo do anido superdxido depende da quantidade de com-
postos fendlicos presentes no extrato, sendo os flavondides os mais ativos. Os flavonéi-
des tém sido descritos como compostos ativos antioxidantes, atuando tanto na preven-
¢do como no tratamento de doencas (Mingarro et al., 2015). No seu estudo, Robak e
Glyglewski (1988) demonstraram que os flavonéides funcionam como antioxidantes efe-

tivos, principalmente porque sequestram anides superdxido (Robak e Gryglewski, 1988).

Existem muitas variaveis que influenciam os processos e rendimentos das extra-
¢Oes com plantas. Entre as mais importantes podem citar-se o estado de divisdao da
planta, a natureza do solvente, a temperatura, o método e tempo de extracdo, opHe a

agitacdo (Leite, 2009).

Relativamente aos solventes, sdo varios os que podem ser utilizados nos proces-
sos extrativos, sendo as misturas de dgua e etanol os mais utilizados. Estes solventes
extraem a grande maioria das classes de metabolitos secundarios (flavondides, taninos,
terpenos e alcaldides) (Leite, 2009). A dgua é bastante utilizada como solvente extrator,
pois apresenta diversas caracteristicas, como a baixa toxicidade. Além disso, é o solvente
utilizado no processo de infusdo, apresentando vantagens relacionadas com aspetos
econdmicos e ambientais. Extratos aquosos ja demonstraram alta seletividade, compor-
tamento justificado pela polaridade, hidrofobicidade e capacidade de formacdo de mi-

celas (Silva et al., 2009).

A eficiéncia da extracdo de algumas plantas parece depender da presenca de ele-
trélitos. A agua da torneira contém uma maior concentracdo de catides que a agua des-
tilada. Segundo Mossion et al., (2008) quanto maior a mineralizacdo, menor o rendi-
mento da extracdo das folhas de cha-verde. A justificacdo é que o calcio é absorvido
pelas folhas de dguas muito mineralizadas, formando um complexo com as pectinas da
parede celular. A formagao deste complexo vai retardar o processo extrativo, o que ex-
plica o baixo rendimento da extracdo de compostos ativos (Mossion et al., 2008). Além
disso, os polifendis podem combinar-se com ides calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*) de
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forma a serem parcialmente retidos no residuo do cha (Danrong et al., 2009). Os resul-
tados destes autores podem ajudar a explicar os melhores valores de I1Csg encontrados
no trabalho, para a extracdo do T. hispanicum com agua destilada. A dgua destilada é
mais pura que a dgua da torneira, ndo apresentando minerais nem impurezas. Estes mi-
nerais e impurezas alteram a capacidade de extracdo dos compostos ativos do T. hispa-
nicum. Como tal, a utilizagdo de dgua destilada pode ser uma boa alternativa no proces-

samento de alguns alimentos e em particular no processo extrativo do dente-de-ledo.

No caso do estado de divisdo da droga vegetal, a escolha do tipo de moagem e o
material a ser moido sdo parametros que devem ser considerados para se conseguir
obter eficiéncia no processo extrativo. De um modo geral, quanto mais pequeno o ta-
manho das particulas, melhor o processo extrativo. A eficiéncia de extracdo é aumen-
tada com o tamanho reduzido das particulas face a melhoria de penetracdo dos solven-
tes e difusdo dos solutos (Zhang et al., 2018). No entanto, pds muito finos podem difi-
cultar alguns processos como a lixiviagdo e a maceragao, enquanto fragmentos maiores
podem dificultar a penetracdo dos solventes tornando o processo mais lento (Leite,

2009).

Relativamente ao extrato contundido grosseiramente e em pod fino, o ICso foi
mais baixo no extrato em pd. A reducdo do tamanho das particulas aumenta o contato
da superficie entre as amostras e os solventes de extracdo. Pinelo et al (2005), conclui-
ram, apods o estudo do efeito de diferentes tamanhos de particulas numa extracdo con-
tinua de compostos fendlicos, que uma quantidade maior de polifendis totais é obtida
com uma menor quantidade de amostra e tamanho de particulas. Neste caso, a Unica
varidvel em estudo foi o tamanho da particula mantendo-se a quantidade de extrato,
assim, particulas mais pequenas aumentaram a capacidade antioxidante do extrato (Pi-

nelo et al., 2005).

Uma técnica extrativa permite a obtencao de extratos com elevado rendimento
e minimas alteracdes nas propriedades funcionais do extrato analisado (Quispe Candori
et al., 2008). Diferentes estudos tém demonstrado variacdes nas atividades bioldgicas
de extratos preparados através de diferentes técnicas extrativas. Como tal, é necessario
selecionar o método extrativo mais adequado, assim como o solvente, com base das

propriedades da nossa matriz vegetal (Hayouni et al., 2007, Ishida et al., 2001). Técnicas
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tradicionais de preparar solugdes extrativas de planta incluem a infusdo, cozimento e a
maceragao a temperatura ambiente resultando em diferentes composi¢des de consti-
tuintes extraidos, que por sua vez pode influenciar o modo de acdo e o perfil de segu-

ranc¢a. Contudo, ainda sdo limitados os estudos relativos a este tdpico (Jager et al., 2011).

Relativamente ao processo extrativo (infusdo, maceragcao e cozimento), os me-
Ihores valores de ICso foram observados para o processo de macerac¢do (DPPH - 449,3 +
16,7 ug/mL; quelagdo do ferro- 401,0 + 12,1 pug/mL; e superodxido - 17,20 £ 0,6 pg/mL).
Apesar da infusdo e do cozimento serem técnicas classicas de extracao por solventes
para a obtencdo de metabolitos ativos das plantas, alguns dos compostos sensiveis ao
calor podem ser decompostos por estas técnicas. Alguns estudos tém demonstrado me-
Ihores resultados com outras técnicas extrativas, comparativamente com a maceracao.
Por exemplo, Jovanovi¢ et al. (2017) avaliaram a eficiéncia de extragcdao dos polifendis de
Thymus serpyllum recorrendo a diferentes técnicas extrativas (maceragdo, extragao com
elevadas temperaturas e ultrassons). Com base no teor de polifendis totais, a extragao
por ultrassons produziu o rendimento mais elevado em termos de flavondides, ndo se
verificando diferencas estatisticamente significativas entre a maceracao e a extragao
com calor (Jovanovi¢ et al., 2017). No entanto, as técnicas a utilizar dependem muito da
planta e dos constituintes ativos presentes. Por exemplo, num outro estudo a eficiéncia
de extracdo de flavonodides totais foi menor no extrato obtido com o método de mace-

racao (Jin et al, 2011).

Quanto a influéncia da temperatura, as infusdes foram feitas com agua a 60 e
100 °C. Muitos autores concordam com o facto de que um aumento na temperatura
favorece a extracdao aumentando tanto a solubilidade do soluto quanto o coeficiente de
difusdo, mas também que certos compostos fendlicos importantes podem ser desnatu-
rados (Pinelo et al., 2005; Spigno e De Faveri, 2007; Yilmaz e Toledo, 2006). Spigno e De
Faveri (2007) concluiram que o melhor rendimento de compostos fenélicos foi encon-
trado com a temperatura de 60 °C (Spigno e De Faveri, 2007). Também no seu estudo,
Dent et al., (2013) confirmaram que as solucdes aquosas de etanol ou acetona (30%),
temperaturas de 60°C e tempo de extracdo de 30 minutos foram os parametros mais

eficientes para a extracdo de polifendis de folhas secas de salva (Dent et al., 2013).
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No trabalho apenas foi possivel determinar um valor de ICso para o ensaio do
superoxido, com a temperatura de 60 °C. O valor encontrado de 4,6 + 4,6 ug/mL foi
inferior ao controlo positivo (acido ascérbico - 77,5 + 10,9 pug/mL), denotando uma po-
tente atividade antioxidante a temperatura mais baixa. Amostra com valores de ICso < 10
ug/mL sdo considerados muito ativos quanto a sua atividade antioxidante, comparavel
a atividade dos controlos positivos (Yang et al., 2007). Temperaturas muito elevadas po-
dem levar a perdas de solventes, levando ao aparecimento de impurezas nos extratos e

a decomposicdo de compostos termoldbeis (Zhang et al., 2018).

O tempo durante o qual o solvente de extracdo e a matriz estdo em contato pode
influenciar a libertacdo progressiva de soluto da matriz para o solvente, e desta forma,
a eficiéncia do processo extrativo (Michiels et al., 2012). No presente trabalho avaliou-
se o efeito de diferentes tempos de extragdo (3, 10 e 20 minutos) na atividade antioxi-
dante do T. hispanicum, no caso de recorrermos a uma infusdo como processo extrativo.
No estudo sé se observaram valores de ICso para o processo de extragdo com vinte mi-
nutos, para os ensaios do DPPH (885,8 + 64,5 pug/mL) e ensaio de quelagdo do ferro
(748,62 + 39,0 pug/mL). Estes resultados parecem discordar com os observados por La-
pornik et al., (2005) em que no caso dos extratos aquosos preparados a partir de grose-
Iha e uva, o teor de compostos fenélicos diminuiu com o tempo, ao contrario dos extra-
tos metandlicos/etandlicos cujos contelidos aumentaram com o tempo. No entanto, é
de salientar que os tempos analisados por Lapornik et al., (2005) foram de uma, doze e
vinte e quatro horas. Por sua vez, Balci e Ozdemir (2016) demonstraram que o teor mais
elevado de compostos fendlicos totais e de flavondides, assim como os valores mais
elevados de capacidade antioxidante foram obtidos com a extracdo a 95 °C por 20 mi-

nutos (Balci e Ozdemir, 2016).

3.5. Conclusao

A atividade antioxidante do dente-de-ledo (T. hispanicum) foi avaliada recor-
rendo a diferentes ensaios, nomeadamente, ao ensaio do radical DPPH, radical superoé-
xido e ensaio de quelacdo do ferro. Os resultados sugerem que o tipo de solvente, o
tamanho das particulas, o método extrativo, o tempo e a temperatura de extracdo po-
dem influenciar a capacidade antioxidante dos extratos vegetais, uma vez que afetam
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os compostos ativos extraidos. Os resultados podem variar de acordo com a matriz ve-
getal utilizada. Os resultados do estudo sugerem que a utilizagao de agua destilada, ta-
manhos reduzidos das particulas, temperaturas mais baixas e tempos mais prolongados
de extragdo (20 minutos) parecem ser bons fatores para os processos extrativos do
dente-de-ledo, afetando a sua atividade antioxidante. No entanto, sugere-se a realiza-
¢do de outro ensaios antioxidantes (ex.: ensaio do FRAP, CUPRAC ou ABTS) assim como,
a determinacdo do teor de compostos fendlicos, de forma a poder relaciond-los com a

atividade antioxidante.
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Os danos associados ao stress oxidativo acompanham a iniciacdo e progressao
de muitas doengas, nomeadamente, de doengas cardiovasculares, neurodegenerativas
e cancro. Muitos produtos alimentares tém demonstrado atividade antioxidante, uma
vez que contém na sua composi¢cdo compostos antioxidantes, como os flavondides e

acidos fenodlicos.

As espécies do género Taraxacum, conhecidas popularmente por dente-de-ledo,
e onde se insere o T. hispanicum, sao ricas em compostos fendlicos, terpenos, hidratos
de carbono, proteinas, vitaminas e minerais. O dente-de-ledo é também utilizado tradi-
cionalmente como alimento, possuindo baixa toxicidade. As folhas da planta continuam
a ser utilizadas atualmente em Fitoterapia em varias preparacdes incluindo infusdes,
extratos etandlicos, ou sob a forma de suco (proveniente do processo de expressdo das

folhas).

Alguns estudos fitoquimicos existentes relativos as partes aéreas de espécies do
género Taraxacum, evidenciam a sua riqueza em compostos fendlicos, onde os mais

abundantes sdo os derivados do acido hidroxicinamico e os glicésidos de flavondides.

A planta e os seus extratos parecem ter uma agao scavenging sobre os radicais
livres e reducdo do dano oxidativo. As propriedades antioxidantes dos flavonéides ma-
nifestam-se em particular pela sua capacidade de inibir a produgdo de radicais livres,
atividade scavenging de radicais livres e quelacdo de iGes metalicos de transi¢cdo. Os
compostos fendlicos também parecem prevenir a producao de radicais livres, inibindo
a atividade de enzimas que participam na producdo dessas mesmas substancias, ou por
aumento de enzimas que tém uma atividade antioxidante. Como tal, é importante o
desenvolvimento e otimizacdo de métodos de rotina para a obtenc¢do solucbes extrati-

vas de elevado rendimento e baixo custo.

Muitos fatores, como a composicao do solvente, a técnica extrativa, o tempo de
extracdo, a temperatura, o pH, a razao sdlido-liquido e o tamanho das particulas podem
influenciar o processo extrativo nas plantas. Com o tal, existe cada vez mais um interesse
crescente pelo desenvolvimento e otimizacdo de métodos extrativos eficientes e com
preocupacdo pelo ambiente. As caracteristicas de um processo extrativo preocupado

com o ambiente incluem, um baixo consumo de solvente, um curto tempo de extracao
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e um elevado rendimento. Hoje em dia, as técnicas extrativas sdo cada vez mais voltadas
para os solventes sem toxicidade. Além disso, os compostos fendlicos sdo suscetiveis de

serem alterados por elevadas temperaturas e um ambiente alcalino.

O estudo fitoquimico realizado nos extratos aquosos e hidroalcodlicos das folhas
de T. hispanicum permitiu detetar a presenca de polifendis, flavondides, taninos, terpe-
ndides e diterpenos. Composicdo esta, semelhante a encontrada noutras espécies de
plantas do género Taraxacum, a excegao da presenca dos diterpenos, taninos e alcaloi-

des.

Esta composi¢ao, nomeadamente em compostos fendlicos, sustenta a atividade
antioxidante demonstrada pelos extratos aquosos analisados. Neste caso, a extragao
destes componentes utilizando dgua destilada, tamanhos reduzidos das particulas, tem-
peraturas baixas e tempos mais prolongados de extracdo sdo varidveis a ter em consi-

deracdo na otimizacdo do processo extrativo da planta em estudo.

Face aos resultados encontrados, e tendo em conta que um nutracéutico é defi-
nido, de modo geral, como um alimento ou parte de um alimento que tenha um efeito
benéfico para a saude podemos concluir que, os extratos das folhas do T. hispanicum

poderdo apresentar-se como um potencial nutracéutico a ser utilizado.

Limitagdes do Estudo

No trabalho de determinacdo do perfil fitoquimico de extratos aquosos e hidro-
alcodlicos de folhas do T. hispanicum apenas foi feito um estudo qualitativo. Como tal,
e de forma a complementar os resultados obtidos poderia ter sido feita uma analise
mais detalhada dos compostos presentes nos extratos analisados, por exemplo através
de um HPLC. Por sua vez, foi feita apenas a determinac¢do do teor de compostos fendli-

cos totais.

No caso do trabalho sobre o estudo do efeito dos solventes, tamanho das parti-
culas, técnicas extrativas, temperaturas e tempos de extracdo, poderiam ter-se testado

outras variaveis. No caso do tamanho das particulas, ndo houve tamisagao dos pds, o

88



Potencial Aplicagao Nutracéutica do Dente-de-ledo (Taraxacum hispanicum)

gue poderia ter sido mais interessante o estudo de diferentes didmetros para compara-

¢do com a literatura.

Uma outra limitacdo sentida ao longo da realizacdo do trabalho, foi a escassez
de estudos semelhantes com espécies do género Taraxacum, de forma a poder compa-
rar resultados, e mais ainda com a espécie estudada, o T. hispanicum (onde os artigos

sao praticamente inexistentes).

Perspetivas Futuras

Para estudos futuros, e uma vez que o trabalho foi realizado com uma espécie
de dente-de-ledo caracteristica da Peninsula Ibérica e pouco estudada, seria interes-
sante a separacao, identificacdo e quantificacdo dos constituintes da planta (tanto da
parte aérea como da parte radicular, que também é utilizada em medicina e na alimen-
tacdo). Como tal, a caracterizacdo da planta/compostos recorrendo a um HPLC/MS seria
um estudo a desenvolver.

Uma vez que a planta é rica em compostos fendlicos e estes parecem estar asso-
ciados a atividade antioxidante da planta, seria interessante complementar a determi-
nacdo do teor de compostos fendlicos (ja realizada) com a determinacdo dos flavonéides
totais. Isto, para se poder relacionar o teor destes compostos com a atividade antioxi-
dante da planta.

Além disso, para além dos ensaios antioxidantes realizados, outros poderiam ser
feitos com o objetivo de complementar os resultados obtidos, e tendo em conta que as
plantas (e em particular os compostos fendlicos) parecem atuar por diferentes mecanis-
mos de acdo. Outros ensaios a efetuar poderiam incluir mais ensaios de scavenging de
radicais (6xido nitrico, hidroxilo, peréxido de hidrogénio, ABTS), o ensaio do fosfomoli-
bdato (ensaio da capacidade antioxidante total), e a determinacdo do perder redutor.

No caso do trabalho sobre o estudo do efeito dos solventes, tamanho das parti-
culas, técnicas extrativas, temperaturas e tempos de extracdo, poderiam ter-se testado
outras varidveis. Por exemplo, no caso da maceracgao, esta poderia ter sido feita as 12 e
24 horas; no caso do tamanho das particulas, poderiam ter-se testado diferentes diame-

tros das particulas.
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