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Resumo

A incidéncia de doengas oncoldgicas e degenerativas do sistema nervoso tem
vindo ao aumentar com os anos, devido ao crescente contacto com produtos téxicos,
com isto em mente muitos processos tém sido desenvolvidos de forma a combaté-las.
Um dos processos consiste na utilizacao de efluente proveniente da industria corticeira,
sendo este rico em compostos organicos mais propriamente compostos fendlicos,

conhecidos por apresentarem elevadas capacidade antioxidantes e protetoras.

De modo a melhorar os potenciais bioldgicos do efluente, este foi fracionado em
vérias fragcdes de tamanhos moleculares diferentes: fracao leve, fracédo pesada e fracéo
média, constituidas por compostos com dimensdes inferiores a 9,56 kDa, superiores a
65,48 kDa e dimensdes entre os 9,52 kDa e os 65,48 kDa, respetivamente. Para tal,
recorreu-se a tecnologia de membranas de ultrafitracdo, operando em modo de
diafiltragdo e concentracdo. As diferentes membranas foram preparadas recorrendo ao
método de inversdo de fases, usando solu¢des poliméricas com diferentes contetdos
de acetato de celulose (polimero), formamida (promotor de poros) e acetona (solvente).
Onde foram produzidas duas membranas com limites de exclusédo molecular de 65,48
kDa e 9,52 kDa.

O efluente e as fracdes obtidas foram caracterizados utilizando o método da
cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD), o do Folin-Ciocalteu
(quantificacao dos fendis), o do DPPH (atividade antioxidante), o do TBARS (inibi¢cdo da
peroxidacdo lipidica) e ainda se analisou a capacidade de inibicdo da
acetilcolinesterase. Sendo que na sua maioria a fragcdo pesada apresentou melhores
valores, 0,176 + 0,065 mg/mg de extrato de fendis totais, 0,085 + 0,009 mg/mg de extrato
de taninos, um ECso de 21,97 + 6,38 ug/mL e um ACso 0,342 + 3,449 mg/mL. Os
compostos identificados e caracterizados através do HPLC-DAD foram o acido quinico,

gélico, carboxilico de brevifolina, protocatecuico, vanilico, siringico e elagico.

Foram realizados ensaios em linhas celulares do cancro do figado (HEP-G2) e do
Melanoma da pele (A375). Determinando a citotoxicidade dos compostos e o potencial
de protecdo da fracdo pesada contra agentes oxidantes (H.O. e TBHP) e fisicos

(radiac&o UV) nas células A375.

Por fim, as células A375 foram visualizadas através da microscopia eletronica de

varrimento (SEM) e de fluorescéncia, na presenca e auséncia da fracao.
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Abstract

The occurrence of oncological diseases and degenerative diseases has been
increasing over the years due to increasing contact with toxic products. Due to this, many
processes have been developed to combat them. One of the processes consists in the
use of effluent from the cork industry, which are rich in organic compounds like phenolic
compounds, known to have high antioxidant and anticancer properties.

To improve the biological potentials of the effluent, it was fractionated into several
fractions of different molecular sizes: light fraction, heavy fraction and average fraction,
composed of compounds smaller than 9.56 kDa, higher than 65.48 kDa and dimensions
between the 9.52 kDa and 65.48 kDa, respectively. For this, the technology of
ultrafiltration membranes composed of cellulose acetate, formamide and acetone was
used. Where two Casss and Cazs membranes were produced with molecular exclusion
limits of 65.48 kDa and 9.52 kDa. Ultrafiltration membrane technology was used,
operating in diafiltration and concentration mode. The different membranes were
prepared using the phase inversion method, using polymer solutions with different
gquantities of cellulose acetate (polymer), formamide (pore promoter) and acetone
(solvent). Where were produced two membranes with molecular weight cut-off of 65.48
kDa and 9.52 kDa

The effluent and fractions obtained were quantified using the high-performance
liquid chromatography (HPLC-DAD), Folin-Ciocalteu (quantification of phenols), DPPH
(antioxidant activity), TBARS (inhibition of lipid peroxidation) and the ability to inhibit
acetylcholinesterase was also analyzed. The results of the heavy fraction were the ones
that obtained better values, 0.176 + 0.065 mg/mg de extract of total phenols, 0.085 +
0.009 mg/mg de extract of tannins, an ECsp of 21.97 £ 6.38 ug/mL and an ACso of 0.342
+ 3.449 mg/mL. The compounds identified by HPLC-DAD were quinic, gallic,

protocatechuic, carboxylic acid of brevifolia, vanillic, siringic, ellagic acid.

The cytotoxicity of the compounds and the potential protection against oxidizing
agents (H.O. e TBHP) and physical (UV radiation) in cell lines of skin melanoma (A375),

and the cytotoxicity of effluent and fractions on liver cancer cell lines, were analysed.

Finally, the A375 cells were visualized by scanning electron microscopy (SEM)

and fluorescence.

Keywords: membranes, ultrafiltration, cork wastewater, wastewater fractions,

phenolic compounds, antioxidant activity, acetylcholinesterase, photoprotection.
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Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

1. Problematica

Nos dias de hoje com a crescente preocupacdo com o meio ambiente, tem-se
vindo a procurar novas formas de minimizar a pegada do Homem no mundo. Um dos
exemplos consiste na abordagem descortinada na presente dissertacdo, o tratamento
do efluente da cortica, proveniente da inddstria corticeira, com a utilizacdo de
membranas de ultrafiltracdo. Com o uso desta tecnologia foi possivel, ainda, o
isolamento de determinados compostos e de elevado valor acrescentado que possuem
propriedades biolégicas.

1.1. A Cortica e o Processo de Extracao

Estima-se que o sobreiro (Quercus suber L.) tenha aparecido h4 mais de 60
milhdes de anos, com a formacdo da bacia do mediterraneo, sendo que a cortica é
utilizada desde 1300 a.c., no Egito antigo para o fabrico de ferramentas domésticas, de
pesca e para a isolamento de embarcacées. ™

O sobreiro apenas se desenvolve em determinadas zonas do mediterrdneo, mais
propriamente, na parte ocidental (Portugal, Espanha, Sul de Franca, parte de Italia e no
norte de Africa) e na China, uma vez que 0 mesmo necessita de uma combinagio
ambiental incomum, pouca chuva e elevada humidade, para o seu desenvolvimento, !

conseguindo adaptar-se a verdes secos longos e invernos suaves.
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Figura 1.1 - Representacdo da percentagem da area mundial de sobro, correspondente a cada
pais. [

Atualmente Portugal € o pais com maior area mundial de montado de sobro,
concentrando 34 % da area mundial, como ilustra a figura 1.1, o que corresponde a uma
area de 736 mil hectares, cerca de 23 % da area florestal portuguesa. Portugal retém
ainda quase metade da producdo mundial de cortica, 49 %. A maior aplicagcdo dos

produtos de cortica portuguesa tem como destino a industria vinicola, produgédo de
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rolhas, aproximadamente 72 %, seguindo do setor da construcdo civil para pavimentos,

isolamentos e outras aplicagées. ©!

A cortica € o tecido protetor (casca) do sobreiro que separa as células vivas do
ambiente externo [, esta é usualmente retirada ciclicamente de 9 a 12 anos,
dependendo da regido onde se encontra e do seu didmetro. O descasque em média
ocorre entre 15 a 18 vezes por ciclo de vida do sobreiro, quando o didmetro da casca

ultrapassa os 25 cm. 251

A primeira cortica apenas pode ser removida ap6s 25 anos, esta tiragem é
denominada como cortica virgem. Esta cortica apresenta uma estrutura bastante
irregular, acabando por ser utilizada apenas para isolamento. A cortiga secundeira como
0 nome indica, a segunda cortica retirada, apesar de ser mais regular que a primeira
ainda néo é utilizada para o fabrico de rolhas, apenas no terceiro descorticamento é que
se obtém a cortica com propriedades adequadas para a producdo de cortica de

qualidade, denominada de cortica de reproducéo. 2%

O descorticamento ocorre entre a primavera e 0 verao, mais propriamente, entre
o fim de maio e 0 meio de agosto, quando o felogénio esta na sua atividade maxima.
Nesta altura as células recém-formadas apresentam paredes celulares finas e frageis
ainda ndo suberizadas, sendo por isso facilmente rompidas e permitindo assim a
separacdo da cortica dos tecidos subjacentes.! E também nesta altura que com
temperaturas elevadas e tempo seco o sobreiro pode ficar exposto sem ser danificado.
Bl Este processo apenas pode ser realizado por trabalhadores habeis e com muita
experiéncia, utilizando um machado pequeno, de modo a impedir a danificacdo da

arvore. 171

ApGs o descorticamento a cortica € deixada a repousar ao ar livre, durante mais
de seis meses, com 0 objetivo de maturacdo da matéria-prima e estabilizacdo das
corticas. %19 A etapa que se segue consiste no cozimento das pranchas em agua a
ferver, durante pelo menos uma hora a uma temperatura proxima dos 100 °C, de modo
a limpar a cortica, extrair as substancias hidrossolUveis, aumentar a espessura e a
elasticidade e amaciar as pranchas. ¥ A dgua de cozedura pode ser, repetidamente,
utilizada entre 20 a 30 vezes, 1% originando um efluente de baixa degrabilidade mas
ricos em compostos ativos, como os compostos fendlicos™*!, sendo considerados
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas ™2, ou seja, sdo compostos que ndo

estdo diretamente associados ao metabolismo e crescimento celular.l*3 Por sua vez, a
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s

decomposicdo dos compostos fendlicos ndo é muito facil sendo eles poluentes

organicos toxicos e perigosos.4

1.1.1. Efluente da Cortica
No processo industrial da cortica, as primeiras etapas consistem na limpeza,
desinfecdo e umedecimento da cortica crua, para tal a cortica € cozinhada em agua
guente (~100°C), resultando na formacao de &gua residual que contém uma mistura

complexa de extratos vegetais com elevado contetido fendlico. 19

O efluente da cortica apresenta uma elevada caréncia quimica de oxigénio (CQO:
4500 - 5500 mg/L), elevada caréncia bioquimica de oxigénio (CBO: 1100 - 1800 mg/L),
elevado contetdo fendlico (600 - 900 mg/L) e um pH na ordem dos 5. Uma vez que
estes parametros excedem os valores impostos pelo decreto-lei n: 236/98 de 1 de
Agosto 19, relativo a descarga de aguas residuais (tabela 1.1), o efluente tem de sofrer

um processo de tratamento antes de ser libertado para o meio ambiente. 107

Tabela 1.1 - Valores limites de emissdo na descarga de aguas residuais (adaptada). 6]

Parametros Expresséo de resultados | Valores limite de emisséo
pH Escala de Sorensen 6.0-9.0
CQO mg/L O2 150
CBOs, 20°C mg/L O2 40
Fendis mg/L CsHsOH 0.5
Cor - N&o visivel na diluicdo 1:20

1.1.2. Caracterizacdo e Composicao Quimica
A cortica tem uma estrutura de elevada complexidade, constituida por células
dispostas de modo compacto e de forma regular 8, que tem vindo a ser bastante
estudada por diferir entre amostras diferentes consoante a sua composicao quimica.
Por sua vez, fatores como a origem geogréfica, clima, condicdes do crescimento,

genética e a idade, fazem variar a composigdo quimica da cortica. 2°

A parede celular da cortica apresenta cinco camadas: duas de natureza celuldsica
que forram as cavidades celulares; duas mais interiores suberificadas e uma camada
média lenhificada. As camadas suberificadas apresentam lamelas alternadas de
suberina. ¥ As camadas da cortica tém um aspeto alveolar, cujas membranas celulares
estdo cheias de um gas, semelhante ao ar, que ocupa cerca de 90 % do volume. E um

material leve, elastico e praticamente impermeavel a liquidos e gases, isolante térmico,
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elétrico, absorvedor acustico e vibratdrio, sendo também in6cuo e praticamente

imputrescivel, apresentando a capacidade de ser comprimido sem expanséo lateral. !

Os compostos constituintes da cortica encontram-se divididos em dois tipos,
componentes estruturais que ndo podem ser separados da parede celular da cortica,
constituidos por macromoléculas poliméricas e pelos componentes nao estruturais que
podem ser removidos da parede celular sem comprometer a sua estrutura, constituidos
por compostos orgéanicos de baixo peso molecular. Muitas das propriedades especificas
da cortica como a falta de reatividade tanto quimica como bioldgica e a sua resisténcia,
proveem da sua composicéo quimica. % Apesar das diferentes composi¢cdes quimicas
da cortica, a composicdo da cortica tem sido amplamente descrita, ?°?! sendo os
principais constituintes celulares da cortica a lenhina, a suberina, os polissacéridos e os
extrataveis. Destes compostos 0 mais abundante é a suberina, constituindo cerca de 40
%, seguindo-se da lenhina 22 %, 18 % de polissacéaridos e 15 % de extrataveis. 1 Além
destes compostos, por vezes a cortica também apresenta na sua composi¢ao cinzas e

outros componentes, mas numa escala inferior.

A suberina (figura 1.2) consiste num biopolimero presente nas paredes celulares
de variadas espécies vegetais, a qual € composta por acidos gordos hidroxilos de cadeia
longa e &cidos fendlicos ligados entre si por grupos éster. E uma macromolécula que
contém um dominio alifatico e um aromatico, tem uma funcao protetora, € o composto
em maior quantidade na cortica e o que confere a impermeabilidade da cortica, ndo

permitindo a passagem de &gua e de gases. [21822-23
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Figura 1.2 - Modelo da estrutura da suberina proposto por Bernards. [?
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A lenhina é das matérias-primas naturais mais abundante na natureza, no entanto
€ 0 segundo componente mais abundante na cortica, cuja principal funcédo é unir as
fioras de celulose das plantas, conferindo-lhes rigidez e estrutura. E um produto
polimérico aromatico, constituido por trés mondmeros percursores: o alcool cumarilico,

o alcool coniferilico e o alcool sinapilico (figura 1.3). 241,

HO HO HO

o 0 0
OH oH | OH |

Figura 1.3 - Estrutura quimica do alcool cumarilico, alcool coniferilico e do alcool sinapilico,
respetivamente, mondmeros constituintes da lenhina.

Os outros componentes presentes na cortica que estdo em menor concentracao
sdo os polissacarideos, ceras e extrataveis, componentes com massas moleculares
mais baixas que apresentam importante influéncia tanto a nivel das propriedades fisicas
como das quimicas. Os polissacarideos da cortica sdo a celulose (homopolimero), e a
hemicelulose (heteropolimero). A celulose é composta exclusivamente por
monossacarideos de glicose, ligados entre si de forma linear, por outro lado a
hemicelulose pode conter na sua composicdo diferentes monossacarideos e a
apresenta uma estrutura ramificada. Estes polissacarideos sao 0s responsaveis pela

estrutura rigida das células da cortica, prevenindo que as mesmas colapsem. @

Os extrataveis sdo os componentes que apesar de fazerem parte da cortica ndo
se encontram ligados a sua estrutura principal, sendo facilmente extraidos com
solventes, agua ou outros solventes organicos. Os dois principais componentes que 0s
compdem sdo: 0os compostos fendlicos e as ceras. As ceras s8o as responsaveis pela
impermeabilidade da cortica e sdo constituidas por compostos arométicos e alifaticos,
sendo extraidos por solventes apolares. ! Tipicamente os compostos obtidos no
efluente da cortiga por cozimento das pranchas em agua tem como principal constituinte

0s compostos fendlicos.

1.1.2.1. Compostos Fendlicos
Os compostos fendlicos sdo os compostos minoritarios presentes na constituicao
da cortica. Os compostos fendlicos sdo facilmente extraidos por solventes

caracterizados por apresentarem uma estrutura de baixo peso molecular 2, e por
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possuirem anéis aromaticos funcionalizados com um ou mais grupos hidroxilo (figura
1.4). Esta familia de compostos abrange nao sé os 4acidos fendlicos mais simples como
também, compostos polimerizados designados genericamente polifendis com dois ou

mais unidades fendlicas onde se incluem os flavonoides, taninos entre outros.

Como referido, a extracdo dos compostos fendlicos da cortica pode ser realizada
utilizando diferentes solventes. Na extracdo com agua obtém-se um efluente constituido
por moléculas com elevada polaridade e com maior contetdo fendlico em comparacao

com a extragdo com outros solventes mais apolares.?®!

Apesar da composicao fendlica da cortica ter sido determinada pela primeira vez
em 1998 utilizando HPLC, esta tém vindo a ser muita estudada.?® Quanto aos
compostos fenolicos presentes no efluente da cortica varios estudos reportam que o
principal composto presente na sua constituicdo é o acido elagico, contendo ainda acido
protocatecuico, &cido galico, acido ferdlico, &cido vanilico, acido quinico e acido

carboxilico de brevifolina (figura 1.4). [11.26-29]

0 OH
OWOH D%Q’___,DH N
H-C
HO OH "o 9 q
OH OH  CH, OH  CHj
Acido Gélico Acido Siringico Acido Vanilico
]
0 OH
Ox\\ oH s oH
= 0
HO
OH
OH 0
HO
OH
OH 0
Acido p-hidroxibenzdico Acido Protocatecuico Acido Elagico

Figura 1.4 - Estrutura quimica de acidos fendlicos.

Sendo estes metabolitos secundarios, como dito anteriormente, muito abundantes
nas plantas, despertam a atencdo de investigadores, porque tem sido verificados que

0s compostos fendlicos apresentam elevada importancia ao nivel da saude, contendo
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propriedades antivirais®%, anticancerigenas*Y, anti-inflamatériast®”, antioxidantes**-2%:31
e antimicrobianas. 2 Para além destas propriedades os compostos fendlicos também

alteram a atividade enzimatica de varias enzimas e recetores celulares. 33

Por exemplo, em estudos ja realizadas em linhas celulares do cancro do figado
(Hep-G2) verifica-se que o leite de soja, a macd e o0 morango exercem atividade
anticancerigena, devido a presenca de determinados compostos como os flavonoides
(quercetina e miricetina), derivados do &cido hidroxicinamico (acido cafeico e acido
ferdlico) B:343%, Relativamente a estudos em linhas celulares do cancro da pele (A375)
verifica-se que o mel, devido a presenca de flavonoides chrysin, tem propriedades

anticancerigenas. [3%:34.36]
Taninos

Os taninos séo bastante abundantes em vérias espécies de plantas, em particular
no sobreiro (Quercus spp.), podem estar presentes no fruto (bolota), na cortica ou nas
folhas, e pensa-se que protejam as plantas contra infecdes. Os taninos apresentam
massas moleculares entre os 300 e os 20 000 Da, e compreendem um grupo de
componentes com uma grande diversidade, podendo ser classificados em dois tipos:

ndo hidrolisaveis (condensados) e hidrolisaveis. 2537

Os Taninos condensados sdo compostos de alto peso molecular, consistindo nos
flavonéides poliméricos ou oligomeros, que compreendem monémeros de catequinas
(flavanol) e de leucoantocianidinas (flavandiol) ligados por pontes de carbono entre as

vérias sub-unidades do flavanol. E7:3

Os taninos hidrolisaveis tém um peso molecular compreendido entre os 500 e 0s
5000 Da**!, podem ser fracionados em componentes simples, através do seu tratamento
com agua quente ou enzimas. Sao considerados poliésteres de glucose, ou seja,
contém um nucleo de glicose ou outro alcool poli-ol com um ou mais &cidos polifenolicos
ligados ao nucleo. 849 Subdividem-se em 2 categorias: os galotaninos, que resulta da
esterificacdo do acido galico vulgarmente com a D-glucose e os elagitaninos*Y sdo os
que estédo representados em maior quantidade no que toca aos taninos presentes na
cortica, como o roburina, grandinina, castalagina e o vescalaginal*>2?5-2¢1, sendo que por
hidrdlise libertam acido elagico que se apresenta em grande abundancia no efluente da

cortica (figura 1.5). [21.26-29]
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Figura 1.5 - Estrutura quimica de dois taninos hidrolisaveis, galotanino® e

elagitaninot*Yl,

Os taninos devido a sua estrutura quimica apresentam propriedades como a
capacidade de ligagdo com: proteinas, compostos basicos, pigmentos, compostos

moleculares grandes, ides metalicos e também apresentam atividades antioxidantes.

Devido as suas caracteristicas acidas e adstrigentes, os taninos sdo compostos
com valor comercial, tradicionalmente utilizados na industria do couro permitindo
transformar a pele em couro, através da sua ligacao a proteinas da pele dos animais,
por exemplo o colagénio, fazendo estas precipitar®?, produzindo couro de elevada
qualidade. 849 Tendo ainda aplicacGes noutras industrias, como no tratamento de

aguas residuos, através da remocdo de metais pesados e contaminantes organicos.“4

1.2. Potenciais Biolégicos dos Compostos Fendlicos
Os fitoquimicos, produtos quimicos naturais provenientes de plantas, mais
propriamente os produtos secundarios contém numerosas atividades e potenciais.?’]
Neste trabalho sera abordado o potencial antioxidante dos compostos fendlicos
extraidos do efluente da cortica como também a sua capacidade de prote¢do contra

espécies oxidantes e radiacao ultravioleta.

1.2.1. Potencial Antioxidante
As espécies reativas de oxigénio (ROS) sado produzidos naturalmente no
metabolismo celular e pela exposi¢cédo a fatores exdgenos, o excesso de ROS pode ser
atenuado atraves da utilizagdo de uma variedade de antioxidantes, que servem para

contra balancearem o efeito do stress oxidativo, seja por retardamento ou inibicdo da
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oxidacdo do substrato, por eliminacao de radicais livres ou pela diminuicdo do stress

oxidativo. [344%

Os radicais livres, o radical hidroxilo ("OH), ido superédxido (O2), substancias que
contém um ou mais eletres desemparelhados apresentando elevada reatividade #9, e
outros oxidantes ndo radicais como por exemplo o peréxido de hidrogénio (H202), sdo
uns dos grandes potenciadores de doencas como o cancro “6 471 disfuncdes cerebrais
48] e diabetes 1*°°2, uma vez que em excesso levam ao stress oxidativo, ou seja, levam

a oxidacao de lipidos, de proteinas e do DNA. 3

As plantas séo bons produtores de antioxidantes com capacidade de controlar o
stress oxidativo, tendo sido realizados indmeros estudos utilizando os extratos naturais
gue contenham compostos fenélicos como o extrato de folhas e da corti¢a, verificando

gue apresentam boas atividades antioxidantes. [1:31:53]

Os compostos fendlicos (FOH), sdo bons antioxidantes, por a sua estrutura
guimica possuir um ou mais grupos hidroxilo ligados a pelo menos um anel aromatico,
tendo uma elevada capacidade de doar um atomo de hidrogénio a um radical livre (R’),

estabilizando o radical formando um radical fendxi (FO"). 31341,
R* 4+ FOH — RH + FO°

O radical fenéxi (FO°) é relativamente estavel por ressonancia e uma nova cadeia
néo é facilmente iniciada. Mas o FO' tem a capacidade de reagir com outro radical livre
(R"), funcionando como terminador de cadeia, diminuindo a quantidade de espécies
reativas e oxidantes. 34

FO* + R®* - FOR

A peroxidagéo lipidica (PL) caracterizada pela deterioracédo oxidativa de ligacdes
duplas carbono-carbono de um lipido, podendo ser diminuida com a utilizacdo de
antioxidantes. A PL comeca com a extracao de um &tomo de hidrogénio de uma cadeia
polisaturada de um lipido (LH>) por intermédio de uma espécie reativa de oxigénio, como

o radical hidroxilo (HO") formando um radical alquilo lipidico (LH"):
LH, + OH' - LH" + H"

O radical alquilo lipidico (LH") por sua vez pode reagir com oxigénio molecular
originando um radical peroxilo (LHOO").
LH®* + O, —» +LHOO*
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Este radical formado, pode ainda reagir com outros lipidos formando lipidos

hidroperoxilo (LHOOH) e um novo radical alquilo (LH"). %
LHOO® + LH, —» LHOOH + LH"

Os radicais estdo associados ao stress oxidativo, que como dito anteriormente,

responsavel por varias doencas. #6-52

Relativamente ao efluente da cortica, ja foi analisado o seu potencial de inibicao
da peroxidacéo lipidica, onde foi verificado que esta apesar de conter compostos
fendlicos com potencial antioxidante como o &cido elagico e o acido galico, este
potencial quando analisado do efluente da cortica ndo apresentou resultados

conclusivos devido a uma possivel interagdo com 0s aglcares presentes na amostra.

[11,54]

As espécies reativas de azoto (RNS) também estdo associadas ao stress
oxidativo, sdo uma familia de moléculas derivadas do oxido nitrico (NO) e o anido
superoéxido (O2). O 6xido nitrico (NO”) é um radical livre que funciona na célula como
molécula de sinalizagdo, afetando a neurotransmissdo, vasodilatacdo, e algumas
funcdes cardiovasculares. ™ “Sozinho” o NO* ndo apresenta qualquer reatividade, mas
reage rapidamente com o oxigénio molecular formando radicais de azoto, RNS. ¢ Para
além dos ROS é necessario também neutralizar os RNS, para evitar a oxidagdo das
biomoléculas muitas vezes associadas a estados de doencgas. A elevada formacao
desta espécie quimica pode dar origem ao stress nitrosaminico, que leva a formacéo de
nitrosaminas, compostos cancerigenos, que interferem na funcdo das proteinas e

provocam fragmentacdo do DNA e oxidac&o lipidica, semelhante ao stress oxidativo. 57
58]

1.2.2. Potencial Protetor

1.2.2.1. Dano Oxidativo Induzido pelo TBHP e pelo H202

As espécies reativas de oxigénio (ROS), dentro de certos limites sdo essenciais
para manter a homeostasia, tendo um papel importante no mecanismo de defesa do
hospedeiro contra infecbes estando ainda envolvidas na regulacdo da resposta
proliferativa, e sdo utilizados como moléculas de sinalizacao participando em respostas
do crescimento celular, diferenciacdo e apoptose. ¥4+%9 Apesar do corpo humano
apresentar mecanismos de defesas contra estas espécies, em quantidades excessivas
o corpo deixa de poder controlar todas as espécies ocorrendo o stress oxidativo das

células. [69
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Quando o stress oxidativo € muito excessivo, a sobrevivéncia das células depende
da capacidade das mesmas para se adaptarem ou resistirem levando a reparacéo ou

substituicdo das biomoléculas danificadas pelo stress. %

O hidroperoxido de ter-butiloTBHP, € um hidroperdxido orgénico que é conhecido
por causar stress oxidativo pois é produtor de ROS. Este composto quando libertado no
ar, solo e 4gua subterranea durante a sua producdo em estacdes de tratamento de
aguas residuais, causa desconforto gastrointestinal, irritacdo dos olhos e problemas a

nivel sistema respiratorio, devido a sua toxicidade. 64

A nivel celular, tanto o TBHP como o peréxido de hidrogéni (H202) provocam uma
rapida peroxidacao lipidica e uma rapida perda da viabilidade celular, uma vez que estes
compostos entram facilmente dentro das células devido a alta permeabilidade da

membrana. 16233

Varios estudos sugerem que ha efeitos benéficos dos compostos polifendlicos
contra a toxicidade induzida pelo TBHP®%I e pelo H,O.®%, verificado que linhas
celulares do cancro da medula 6ssea (SH-SY5Y) quando incubadas, inicialmente, com
extrato da cortica e depois com H»O, apresentam maior viabilidade celular em
comparacdo aos ensaios sem protecdo do extrato, ou seja, a cortica apresenta

propriedades protetoras contra ROS, mais propriamente contra o H,O,. [33- 67

1.2.2.2. Dano induzido pelaradiacdo UVC
A radiacao ultravioleta (UV), é uma das causas do envelhecimento prematuro,
disfungdes do sistema imunitario e responsaveis por alguns tipos de cancro da pele,
embora a pigmentacao da pele auxilie na mitigagdo desses efeitos, a melanina nédo é
totalmente protetora contra os raios UV. 8 O excesso de exposi¢édo a radiagcéo UV é
uma das causas de formacao de ROS, perturbando o balanco redox normal das células

levando ao stress oxidativo. 569

O espetro da radiacdo solar ultravioleta, pode ser dividido em trés segmentos:
onda curta (UVC 200-290 nm); onda média (UVB 290-320 nm) e de onda longa (UVA
320-400 nm), que apresentam caracteristicas diferentes no que toca ao limite de
eficiéncia na penetracéo da pele. Neste trabalho foi utilizada a radiag&o ultravioleta de
onda curta. UVC espetro caracterizado por conter enormes energias que podem
potencialmente geral ROS e induzir uma serie de danos prejudiciais como mutacdes e

danificacdo das moléculas de DNA.[]
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Como referido anteriormente, os compostos fendlicos apresentam elevadas
atividades antioxidantes, é de esperar que os compostos fendlicos presentes no efluente
da cortica tenham a capacidade de proteger as células da pele, contra os efeitos
adversos da radiacdo UV. ?®! Estudos realizados foram verificados que polifenois,
flavonoides, carotenos, tocoferdis e vitaminas apresentam beneficios fotoprotetores
[67.70 ' como por exemplo os polifendis presentes no cha verde, a silimarina do cardo do

leito e as proantocianidinas presentes nas sementes de uva. [

Para além da capacidade antioxidante dos polifendis naturais estes por
apresentarem cor, tém também a capacidade de absorver radiacdo UV quando
aplicados topicamente como protetor solar, sendo que s6 tem capacidade de absorver

parte da energia do espetro de UVC. [l

1.2.3. Potencial de Inibicdo da Enzima de Acetilcolinesterase
Portugal é dos paises com maior prevaléncia de deméncia, onde em 2017 em
cada mil pessoas 19,9 pessoas sofriam desse problema, apresentando um valor acima
da média. Sendo que o Japédo, o pais com mais pessoas afetadas com a doenca de

Alzheimer (23,3 em cada 1 000 pessoas). [

A deméncia consiste na perda de func¢des cerebrais que ocorre em certas
doencas, esta condigéo dificulta muitas fungdes mentais como a linguagem, a percecao,

0 comportamento emocional, e as capacidades cognitivas e de personalidade. 2

A principal causa da deméncia irreversivel é a doenca de Alzheimer que consiste
num transtorno neurodegenerativo progressivo e fatal que se manifesta pela
deterioracdo cognitiva e da memoria. Esta doenca € uma doenca multifactorial, no
entanto é frequentemente associada a reducdo da atividade enziméatica envolvida na
sintese de acetilcolina (ACh) ou pela excessiva degradacao da ACh por colinesterases,
na fenda sinaptica. 337273 Sendo a acetilcolina um medidor quimico com a funcdo de
transmitir informagBes entre neurdnios, importante para a manutencdo das funcdes

fisioldgicas humanas. ['>74

Apesar de ndo existir ainda cura para a doenca de Alzheimer, os farmacos
utilizados para o tratamento desta doenca, sdo baseados na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). A AChE permite um aumento nos niveis cerebrais de
acetilcolina, tendo como alvo as sinapses colinérgicas. Visto que a AChE é uma enzima
acetilcolina hidrélase, com atividade esterase tendo como fungdo hidrolisar o

neurotransmissor de ACh (figura 1.6), nas sinapses colinérgicas presentes no sistema
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nervoso central e periférico, em acetato e colina. A ACh ao permanece maior tempo na

fenda sindptica sem ser hidrolisada favorece a transmissao colinérgica. 74

(,3H3 O| (|:H3 o
+
N * AChE * ||
- N
HaC , V\O CH, o H3C/ , V\OH + HO/\CH
CHg CHg 3
Acetilcolina Colina Acido Acético

Figura 1.6 — Reac¢édo de hidrolise da acetilcolina, pela acetilcolinesterase (AChE).

Estudos realizados na determinagdo da capacidade de inibicdo da atividade da
AChE por extratos da corti¢a, apresentaram elevados potenciais de inibicdo da AChE,
0 que foi associada a presenca de compostos fendlicos na sua composicao,

principalmente a presenca de acido galico. &

1.2.4. Potencial Citotéxico em Culturas Celulares Humanas
As células cancerigenas sdo normalmente altamente especializadas que estao
numa forma mais primitiva e que se dividem ativamente, e portanto, normalmente sao

mais vulneraveis em comparacéo com as células normais a determinados compostos.["

A cultura celular pode ser usada para avaliar a toxicidade in vitro de uma
substancia num determinado sistema de células especializadas. Este tipo de
abordagem permite também avaliar as concentragbes maximas de compostos que
podem ser usadas em seguranca. A toxicidade de compostos testados in vitro € avaliada
com base nos valores do ICsp das suas curvas base resposta. Os ensaios de
citotoxicidade permitem determinar se um composto ou um extrato contém quantidades

significativas de compostos biologicamente prejudiciais. [

A linha celular de HEP-G2, consiste numa linha celular humana do cancro do
figado, mais propriamente de um carcinoma hepatocelular, de um adolescente com 15
anos caucasiano e do sexo masculino (figura 1.7), utilizada como modelo das células

do figado saudaveis. "]
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Low Density High Density

Figura 1.7 - Linha celular HEP-G2 do cancro do figado. ['"]

A linha celular A375, consiste numa linha celular humana do cancro da pele mais
propriamente do melanoma maligno, de uma mulher de 54 anos (figura 1.8), utilizada

como células modelo das células da pele saudaveis. ['"]

e . S
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£ /0 \
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Figura 1.8 - Linha celular A375 do cancro da pele.l’]

Normalmente, os compostos fendlicos ndo demonstram toxicidade sobre as

células. 11

1.3. Tecnologia de Membranas

No processo industrial da cortica, as primeiras etapas consistem na limpeza,
desinfecdo e humedecimento da cortica crua, para tal a cortica é cozinhada em agua
guente (~100°C), resultando na formacédo do efluente da cortica que contém uma
mistura complexa de compostos com elevado conteudo fendlico. Existem nos dias de
hoje alguns processos quimicos de purificacdo deste efluente, de forma a poder ser
libertada no meio ambiente, tais como, processos utilizando oxidantes, radiacdo UV e
reagentes de Fenton. Contudo, devido ao elevado consumo e custo de reagentes tende-

se a descobrir novas formas de tratamento. Uma destas novas abordagens consiste na
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utilizacdo da tecnologia de membranas que nao sé permitem a remo¢ao dos compostos
organicos com custos e impactos ambientais reduzidos, como também a sua separacao

para posterior valorizacdo para aplicacées. 78

A tecnologia de membranas consiste num processo de filtracéo, que por sua vez
€ definido como o processo de separacdo de dois ou mais componentes de uma
corrente de alimentacao através da diferenca de tamanho das particulas. Ao contrario
dos restantes tipos de filtracéo, a filtragdo com membranas tem a capacidade de separar

solutos dissolvidos em liquidos e misturas de gases. [

As membranas sintéticas consistem numa barreira permeavel ou semipermeavel,
produzidas a partir de diferentes materiais, que restringem o transporte de varias
espécies quimicas de uma forma bastante especifica. Levando a separacdo dessas
substancias que se encontram dissolvidos em liquidos ou suspensos. % Prossup&e a
passagem de uma corrente de alimentagcdo sobre uma membrana dando origem a
outras duas correntes, uma denominada de concentrado e outra de permeado. A
corrente de permeado é a corrente que contém os produtos com capacidade de
atravessar a membrana, e por outro lado a corrente concentrado abrange os produtos

gue ndo conseguiram penetrar a mesma. 481l

1.3.1. Breve Histéria das Membranas
O transporte de agua ou solventes através de uma membrana semipermeavel,
osmose, ja é conhecido desde 1748 quando Abbé Nollet observou que a agua difunde
de uma solucdo diluida para uma mais concentrada quando separada por uma
membrana semipermeavel. Apesar de ser conhecido desde 1748 apenas em 1855 é

que foi desenvolvida a primeira membrana sintética, feita de nitrocelulose. &l

A primeira membrana comercial para aplicacbes praticas do processo de
microfiltracdo foi manufaturada pela Sartorius Company na Alemanha em 1920, a nivel
de ultrafiltracdo em 1930, no entanto, estas membranas eram apenas utilizadas a escala
laboratorial. A nivel industrial, foram desenvolvidas em 1955 nos Estados Unidos da
América, membranas de eletrodialise com aplicacdo na dessalinizacdo, relativamente
ao processo de ultrafiltracdo com func&o de concentrar macromoléculas em 1960. 7982
Apesar de em 1960 se terem descoberto os elementos das membranas atuais, eram
apenas utilizadas em pequenas utilizacdes industriais, visto que 0s processos com
membranas sofriam de quatro grandes problemas: pouco confiaveis, demorados, pouco
seletivos e muito caros. SO mais recentemente é que os problemas foram ultrapassados

tornando o uso de membranas bastante comum. 183!
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1.3.2. Classificacdo, Natureza e Estrutura das Membranas
As membranas incluem variados materiais e estruturas, podendo ser homogéneas
ou heterogéneas, grossas ou finas (100 nm — 1 cm), possuir uma estrutura simétrica ou

assimétrica, podendo estar no estado sélido ou liquido ser neutras ou possuirem carga.

As membranas podem ser classificadas consoante o tipo de material, tipo de

estrutura e tipo de fabrico.

Relativamente ao tipo de material que as constituem podem ser organicas e
inorganicas. As membranas organicas sao normalmente feitas de varios polimeros, tais
como: acetato de celulose (CA), poliamida (PA), polissulfona (PS) e polipropileno (PP).
As inorganicas, tém vindo a ser comercializadas desde 1980, devido as suas vantagens
de elevada forca mecénica e estabilidade térmica e quimica, por outro lado tém elevada
fragilidade podendo ser facilmente danificadas. As matérias que as compdem sao 0s
vidros porosos, grafite, porcelanas e 6xidos metdlicos. % As membranas utilizadas

neste trabalho sdo membranas organicas de acetato de celulose.

As estruturas das membranas podem variar entre dois tipos, microporosas
(simétricas) e assimétricas. As membranas microporosas sao caraterizadas pelos seus
poros, este tipo de membrana tem como objetivo a rejeicdo de todas as espécies que
contenham dimensdes superiores ao diametro do poro, ndo querendo dizer que o
tamanho do poro seja igual ao tamanho da menor particula rejeitada, isto &,
frequentemente é observado que 0s poros sao muito maiores do que as particulas que
retém, devido a existéncia de outros mecanismos de transporte. As particulas de

tamanho similar ao poro podem penetrar parcialmente neles bloqueando-os. 224

A maior parte dos processos de ultrafiltracdo, nanofiltragdo e osmose inversa
fazem uso de membranas assimétricas, que contém uma camada densa fina (< 0,5 um,
camada ativa), que determina a taxa de transporte, suportada por uma subcamada
porosa (50-200 um) que atua apenas como suporte. Estas podem ser integrais ou
compostas, consoante se a camada ativa e de suporte sdo constituindas ou ndo pelos
mesmos materiais. S80 as mais utilizadas nos processos de separacdo, visto que
apresentam elevadas capacidades de permeacdo, elevados coeficientes de rejeicéo e
elevada resisténcia mecanica. Outras das grandes vantagens deste tipo de membrana

é o facto de evitar melhor o fenémeno de colmatac&o. 547984

A porosidade de uma membrana depende, entre outros fatores, do método de

preparacdo utilizado. A producdo de membranas assimétricas utiliza o método de
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inversao de fases. Este método foi desenvolvido em 1974 por Kunst e Sourirajan, o qual
resulta da imobilizacdo do gel de polimero antes da completa evaporacdo do solvente,
ou seja, ao polimero é adicionado um solvente volatil e um promotor de poros, quando
a solucao é depositada huma placa de vidro permite que o solvente evapore, resultando
no aumento da concentracdo de polimero na interfase entre a solucao e o ar, formando
uma fina camada de polimero sélido no topo. A seguir ao ser imergida num meio com

um néo solvente ocorre a solidificacédo do polimero. [7°8%]

Tanto a natureza como a estrutura da membrana, s&o os fatores que determinam
o tipo de aplicacbes a que a membrana pode ser utilizada, desde a separacdo de

particulas microscopicas até a separacao de moléculas de tamanho e formas similares.

Dependendo do tipo de processo utilizado as membranas podem ser classificadas
como membranas de microfiltragdo, ultrafiltragdo, nanofiltragdo, osmose inversa,
eletrodidlise, pervaporacdo e separagdo gasosa. Podem ainda ser utlizadas em
diferentes modulos em médulos planos, tubulares, fibras ocas ou enrolados em espiral.
84 Em 1972 foi desenvolvido o processo de ultrafiltracéo, utiliza pressdes baixas, que
por sua vez é muito similar a microfiltracdo, o poro das membranas utilizada neste
processo tém didmetros da ordem dos 0.002 e os 0.1 um, este processo tém a
capacidade de remover muitas espécies de bactérias e de remover macrosolutos, mas

permite a passagem da maioria das espécies idnicas inorganicas. 1

Tabela 1.2 — Processos de membranas cuja forga motriz € a pressao, tabela adaptada. [80.82.86]

) Diametro X
Processo de Tipo de . Forca Metodo de L
i . da Presséo ) . Aplicagdes
filtracao membrana . motriz separacgéo
particula
Microfiltragao . 0.1 0.1 . . . Esterilizagéo
Microporosa Presséo Filtracéo -~
(MF) 10 um 1bar Clarificagcéo
) o Separagéo de
Ultrafiltracdo | Assimétrica 0.002 0.5 ) i
) Presséo Filtracédo macromoléculas
(UF) Microporosa | 0.1 pum 5 bar .
em solugéo
Separacgéo
. . o Filtracao parcial de sais e
Nanofiltragdo | Assimétrica, | 0.0001 10 . . .
) Pressao Solugéo solutos organicos
(NF) Filme denso | 0.001 um | 40 bar o
Difusédo com menos de
1000 Da
Osmose Assimeétrica, < 20 ) Separagéo de
) Presséo | Solucéo/Difuséo o
Inversa (OI) | Filme denso | 0.001 pm | 100 bar sais microsolutos
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1.3.3. Modo de Operacéo
O sistema de membranas pode ser operado de diversas formas sendo elas, em

modo de recirculacéo total, modo de concentracdo ou em diafiltracéo.

O modo de recirculacdo total (figura 1.9) ocorre quando tanto a corrente de
permeado como de concentrado, sdo recirculadas para o tanque de alimentacdo. No
modo de concentragdo (figura 1.9) apenas a corrente de concentrado volta a
alimentagdo, enquanto que a corrente de permeado € recolhido, levando a saida dos

compostos mais pequenos na corrente de permeado.

Alimentagao Alimentagao
Concentrado Concentrado
Permeado Permeado

Figura 1.9 — Esquema da tecnologia de membranas em modo de recirculagdo total (esquerda)
e em modo de concentracao (direita).

O modo de diafiltracéo (figura 1.10) € um modo similar ao anterior, com a diferenca
de que a medida que se remove permeado adiciona-se solvente a alimentacdo na
mesma propor¢cdo, mantendo assim o elevado grau de seletividade através da
manutencédo do fluxo de permeacao, este modo de operacgéo leva a remogéo de todos
0s compostos com a capacidade de atravessarem a membrana, ficando apenas na

alimentacédo os compostos maiores dimensoes. 54

Alimentagao

Concentrado

H,0 —

Permeado

Figura 1.10 - Esquema da tecnologia de membranas em modo de diafiltrac&o.
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1.3.4. Problemas na Techologia de Membranas
Os principais problemas quando se faz uso da tecnologia de membranas € a
ocorréncia do processo de colmatacdo e do processo de polarizacao de concentracao.
A colmatacdo é o processo que resulta da perda de performance das membranas,
devido a deposicdo de substancias dissolvidas ou suspensas na superficie externa da
membrana, reduzindo a area ativa da membrana levando a reducao do fluxo. Este

processo pode ser reversivel ou irreversivel. ©6

z

Outro dos grandes problemas em utilizar-se membranas é a polarizacdo de
concentracdo que se refere & acumulacgéo reversivel de moléculas rejeitadas proximas
da superficie da membrana. Este processo ocorre devido ao facto de os componentes
da alimentacdo permearem a diferentes velocidades, formando um gradiente de
concentracdo na fase fluida adjacente a membrana, fazendo com que a concentragao
de solutos na superficie da membrana seja maior do que no seio da alimentagéo. 3 A
polarizacdo por concentragdo € um fendmeno unicamente reversivel, que pode ser
reduzido através de alteracdes nas condigbes operacionais do sistema, levando a

disperséo dos solutos retidos. 4
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1.4. Objetivos
Este trabalho teve como objetivo a otimizagdo do fracionamento do efluente da
cortica através da tecnologia de membranas de ultrafiltracdo, e na caracterizagdo dos

potenciais biol6gicos do efluente e das fracdes obtidas.

O plano de estudo passou inicialmente pela preparacdo das membranas de
acetato de celulose pelo método da inverséo de fases, seguindo da sua caracterizacao
consoante a sua permeabilidade hidraulica, rejeicdo de sais e limite de exclusao

molecular.

ApGs preparacdo e caracterizagdo das membranas, procedeu-se ao
fracionamento do efluente da cortica, em modo de diafiltracho e em modo de
concentracdo, e identificacdo dos compostos presentes no efluente e nas respetivas

fracdes através do método de cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD).

Por fim, foram determinados os potenciais antioxidantes e a toxicidade das
diversas fracdes e do efluente em linhas celulares humanas do cancro do figado (HEP-

G2) e do do melanoma da pele (A375)

Adicionalmente foi analisado o potencial protetor da fracdo pesada que exibiu
melhores resultados nos estudos anteriores contra o dano oxidativo induzido pelo TBHP
e pelo H20O; e contra o dano por radiacdo UVC usando uma metodologia de superficie

de resposta (RSM) com recurso ao design experimental (CCD).

Preliminarmente foram observadas as células do cancro da pele (A375), através
da microscopia eletronica de varrimento (SEM) e de fluorescéncia, na presenca e na

auséncia da fragéao.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Equipamentos
A instalacdo de ultrafiltracdo da ORM - tecnologia e ciéncia utilizada era
constituida por uma bomba Leroy Somer®, um rotametro Georg Fischer e um porta

membranas com area (til de membrana de 147,8 cm? e dois manometros.

A condutividade das amostras foi lida através de um aparelho da WTW Multi
340i/SET e a cor através de um leitor da HACH DREL/2000.

De forma a desidratar/secar as amostras foi utilizado um liofilizador Heto®
PowerDry LL 3000 com uma bomba Edwards RV3.

Na precipitagdo das mucilagens com etanol foi utilizado uma centrifugadora
Beckman® J2-21M/E, com um rotor JA-20.1 e para evaporar o etanol das amostras foi
utilizado um evaporador rotativo Bitchi® Rotavapor R-200, constituido por um sistema
de vacuo Biitchi® B-169 e um banho Butchi® B-490.

A analise por cromatografia liquida de elevada resolu¢cdo, HPLC-DAD, foi
realizada utilizando um equipamento cromatogréafico da Elite LaChrom® VWR Hitachi
com um forno Column Oven L-2300, um detetor de fotodiodos Diode Array Detector L-
2455 (VWR,EUA) e a separacdo através da coluna de fase reversa LiChroCART® 250-
4 Lichrospher 100 RP-18 (5 um).

No ensaio da quantificacéo de fendis foi utilizada uma centrifuga Minispin® 5415D
da Eppendorf®’, na determinacdo da inibicdo da acetilcolinesterase foi utilizado um
medidor de pH da WTW inoLab®. Para as leituras de absorvéncia foi utilizado um

espectrofotdmetro Shimadzu® UV-160A e um leitor de microplacas TECAN® Sunrise.

Ainda foram utilizadas duas balancas analiticas uma da Kern P8 para pesar 0s
permeados e as alimentacdes recolhidas e outra da Sartorius® BP 110 S para os
restantes ensaios. Foi usado um vortex Heidolph® REAX 2000, um ultra-sons Elma®
Transsonic 460/H. E quando necessario incubar foi utilizado um banho GFL®1083 para

temperaturas mais baixas e para as mais elevadas uma placa de aquecimento Apis®.

Relativamente aos ensaios de protecdo da radiacdo ultravioleta a lampada de
UVC em uso foi da Philips TUV 11 W T5.

Por fim, o microscopio de varrimento utilizado foi o JEOL 5200LV com uma

voltagem de 20 kV.
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2.2. Reagentes

Para a producéo das membranas foi utilizado acetato de celulose 30 000 g/mol da
Sigma-Aldrich, acetona comercial e formamida da Scharlau. Na determinacdo da
rejeicdo aos solventes organicos foi utilizado Dextrano 40 000 g/mol da Sigma-Aldrich
(Dinamarca), Dextrano 70 000 g/mol da AppliChem (Darmstadt, Alemanha), Dextrano
100 000 g/mol e Polietilenoglicol (PEG) 20 000 g/mol da Fluka (Steinheim, Alemanha),
Polietilenoglicol (PEG) de 3 000 g/mol, 6 000g/mol e 10 000 g/mol Merck (Hohenbrunn,
Alemanha), Na rejeicdo de sais foi utilizado cloreto de sédio (NaCl) e sulfato de sodio
(NazS0.) da Fluka.

Na etapa da precipitacdo das mucilagens foi necessario etanol 96 % Carlo Erba.

Para a quantificacdo de Fendis totais foi necessério o reagente de Folin-
Ciocalteau e carbonato de sddio decahidratado (Na.CO3.10H,0) da Fluka, &cido tanico
da Riedel-del Haén®, acido gélico da Sigma e na quatificacdo dos taninos foi utilizado

ainda polivinilpolipirrolidona (PVPP) da Sigma.

Na caracterizagdo das amostras a partir do HPLC-DAD o Metanol (MeOH)
utilizado foi da Riedel-de HaénTM, &cido trifluoracético (TFA) da Merck® e agua
Millipore (resistividade 18,2 MQ cm, a 25 °C).

De forma a determinar a atividade antioxidante foi utilizado 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) da Sigma e Metanol da Riedel-del HaénTM. Na inibicdo da
peroxidacao lipidica foi utilizado acido tiobarbiturico, peroxido de hidrogénio (H20?) e 1-
Butanol da Panreac, sulfato de sodio (FeSO.) e o &cido tricloroacético da Riedel-de
HaénTM, hidroxido de sédio (NaOH) da J. T. Baker e tampéo fosfato salino pH= 7,4
(PBS 1x, com NaCl 137 mM, fosfato 10 mM e KCI 2,7 mM). E na inibi¢cdo de radicais de
6xido nitrico foi utilizado reagente de Griess (1 % de sulfanilamina em HzPO4 2 % e 0,1
% de hidrocloreto de N-1-naftilenediamine) e nitroprussiato de sodio (SNP) da VWR

Chemicals.

Nos ensaios da inibicAo da acetilcolinesterase foi usada a enzima
acetilcolinesterase (AChE), acetilcolina (AChl) e acido 5-5"-ditiobis(2-acidonitrobendico)
(DNTB) da Sigma, Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) e cloreto de sédio (NaCl) da

Merck e cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H.O) da Panreack.

Nos ensaios de cultura celular foi utilizado Dulbecco’s Modifies Eagle Medium
(DMEM com 4,5 g/L de glucose), Soro fetal bovino (FBS), L-glutamina (200 mM) e
Tripsina (10 x) da Lonza, Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-1-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT)
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e Azul de tripano da Sigma e antimicético (100 U/mL de penicilina, 10 mg/mL

Streptomicina, 25 pL/mL anfotericina B) da Sigma.

2.3. Preparacdo das Membranas
Na preparagcdo das membranas, foi pesado acetato de celulose, formamida e
acetona. As quantidades pesadas dependeram da porosidade que se pretendia obter
na membrana, ou seja, quanto maior a quantidade de formamida maior a porosidade.
Relativamente a membrana Cazs, foram pesados para um frasco rolhado 17 g de acetato
de celulose, 28 g de formamida e 55 g de acetona, as quantidades pesadas para
membrana Casss foram 17 g, 36,5 g e 46,5 g, respetivamente. Valores otimizados da

literatura. (11

De modo, a impedir a evaporagdo da acetona, esta foi adicionada ao frasco em
ultimo lugar vedando-se de seguida com parafilme, antes deste ser colocado no agitador
mecéanico, durante aproximadamente 24 h. Passado esse tempo, verificou-se o
conteudo do frasco/polimero, uma vez que este continha bolhas, deixou-se repousar até
ao desaparecimento das mesmas, até apresentar uma aparéncia homogénea, visto que
a presenca de bolhas aquando a preparacdo da membrana provoca irregularidades na
mesma, 0 que ndo é desejavel. Estando o polimero homogéneo, foi despejada uma
pequena quantidade sobre a faca (figura 2.1) e fez-se arrastar a mesma de forma
uniforme sobre uma placa de vidro. Tendo o cuidado de secar completamente o vidro,

impedindo a formac&o de irregularidades. 9

Figura 2.1 — Faca.

Estendida a membrana, esperou-se 30 s para a evaporacao de parte da acetona
e colocou-se o vidro num banho de agua gelada (0 - 3 °C), verificando-se a solidificacdo
do filme polimérico e consequente formacdo da membrana. Repetindo este

procedimento até utilizar o polimero na sua totalidade.

Daniela Silva
23



Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

2.4. Caracterizacdo das Membranas
Preparadas as membranas através do procedimento descrito na alinea 2.3,
procedeu-se a escolha das membranas de acetato celulose que apresentavam
melhores caracteristicas, ou seja, as mais uniformes/homogéneas, e cortaram-se do
tamanho do suporte da membrana, podendo assim ser utilizadas na instalacdo de
ultrafiltragdo (figura 2.2). Ao colocar a membrana no suporte teve-se o cuidado de
colocar a camada ativa de cada membrana virada para o exterior. Procedendo a ligacdo

da instalagéo de acordo com a figura 2.2.

Figura 2.2- Instalacdo de ultrafiltracdo, modelo Ray-Flow, Tech Sep. 1- Placas de contencaos;
2- Membranas; 3- Saida do permeado; 4- Alimentacgao; 5- Bomba e 6- Mandmetros.

Ap6s a montagem das membranas na instalacdo procedeu-se a compactacao das
mesmas em modo de recirculagdo total, utilizando para tal agua destilada, um caudal

de 180 L/h, durante 2 h e a uma presséo de 3 bar.

Compactadas as membranas comecgaram-se 0s ensaios de caracterizagdo das
membranas determinando, para cada membrana a permeabilidade hidraulica, limite de

exclusdo molecular, rejeicdo de sais e solutos organicos.

2.4.1. Permeabilidade Hidraulica
A permeabilidade hidraulica (Lr) corresponde a capacidade de permeacdo da
membrana a agua pura, ou seja, € a quantidade de agua que atravessa a membrana

por unidade de tempo, de area superficial da membrana e de presséo transmembranar.

Para a determinagé&o do valor de Lp, € necessario representar previamente o fluxo

de permeado (Jp) em funcdo da pressdo transmembranar (AP), obtendo-se uma
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representacao gréfica ilustrada na figura 2.3. Tracando o grafico € possivel determinar
a equacao da reta (equacdo 1), onde a permeabilidade hidraulica ira corresponder ao

declive da reta.

Jp (Kg/him?)

0 0,5 1 15 2 2,5 3
AP (bar)

Figura 2.3 - Exemplo de representacéo grafica para a determinacédo da Lp.
Jp = Lp X AP (1)

A A temperatura também provoca a variacdo da permeabilidade, e visto que ao
longo do processo de permeacgdo a mesma pode oscilar, devido a varios fatores como
a temperatura ambiente e o aquecimento da bomba, é necessario corrigir o fluxo
volumétrico tendo em conta a variagdo da viscosidade. Esta correcdo encontra-se

representada na equacéo 2. [11.5487-88]

2044
i —6.96+555— 77—
]P (ZSQC) — M X ( 273-15+T(ensai0))

0.901

(2)

A permeabilidade hidraulica foi determinada, utilizando pressdes
transmembranares diferentes em cada ensaio (1, 1,5, 2, 2,5 e 3 bar), e um caudal fixo
de 180 L/h. Recolhendo o permeado durante 1,5 minutos, para um erlenmeyer
previamente tarado, sendo que se deixou estabilizar primeiro o sistema, durante 5

minutos.

Recolhido o permeado, procedeu-se a medicdo da sua temperatura e massa.

2.4.2. Rejeicdo de Sais Monovalentes e Bivalentes
O coeficiente de rejeicdo consiste na quantificagdo da capacidade de separacdo
da membrana, sendo que a capacidade de uma membrana rejeitar preferencialmente
um soluto/sal em detrimento de outro é designado por seletividade. Apesar de existirem
trés tipo de coeficientes de rejeicdo como o aparente, o intrinseco e o real, neste trabalho

apenas foi determinado o aparente. Este é obtido experimentalmente e depende n&o s6
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do tipo de membrana em uso, como também do soluto, da presséo transmembranar e

da hidrodinamica do sistema. [11.88l

Matematicamente, a equagao que relaciona o coeficiente de rejeicdo aparente (f),
com as concentragdes do soluto, tanto a nivel da alimentacao (Ca) como do permeado
(Cp), encontra-se descrita na equagao 3.1
Cy— Cp

Ca

Preparando duas solucées maes de 3 L, uma utilizando um sal monovalente e

f= ®3)

outra utilizando um sal divalente, que neste caso experimental foram utilizados o cloreto
de NaCl e o Na;SOg, respetivamente. Estas solugbes foram dadas como alimentagéo
ao sistema, o qual estava a ser operado a um caudal de 180 L/h, pressdo de 1 bar e a

temperatura ambiente. Deixando o sistema estabilizar durante cerca de 5 minutos.

ApoGs estabilizacdo do sistema mediu-se a condutividade e temperatura da
alimentacdo e recolheu-se permeado durante 3 minutos, para um erlenmeyer

previamente tarado, medindo a sua temperatura, condutividade e massa.

2.4.3. Rejeicdo de Solventes Organicos
O limite de exclusdo molecular, MWCO (Molecular Weight Cut-Off) € um método
de caracterizacéo que descreve a distribuicdo do tamanho dos poros e capacidades de
retencdo da membrana. Esta relacionado com o peso molecular de um soluto de

referéncia cuja rejeicdo é superior a 90 %. Neste método ocorre a representacao grafica

do log(lj_r—f) em funcdo dos pesos moleculares dos solutos de referéncia,

nomeadamente de Polietilenoglicéis (PEG) e Dextranos, onde o MWCO corresponde ao

peso molecular do soluto que é rejeitado a 90,9 %, log(lj_c—f) = 1. [115487-88]

1,8

= 1 '
%08
8
.

06 MWCO

04 e

02 | ¥

0
) 5000 10000 15000 20000

PM (Da)

Figura 2.4 - Exemplo de representacéo grafica para a determinagcao do MWCO.
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Para determinar a rejeicdo aos solventes organicos, para a membrana Cass
preparou-se 3 solucdes de 3 L de Dextrano, uma de 40 000 g/mol, outra de 70 000 g/mol
e por ultimo de 100 000 g/mol, para a Cazs utilizaram-se 5 solu¢gdes uma de Dextrano
40 000 g/mol, e quatro de Polietilenoglicol (PEG) com tamanhos de 3 000 g/mol,
6 000g/mol, 10000 g/mol e 20000 g/mol, apresentando cada solucdo uma
concentracdo de 600 ppm. Utilizando as mesmas condi¢cdes operatérias, que foram
utilizadas para a determinacéo da rejeicdo de sais, e sendo a alimentacéo do sistema
as solucbes de Dextrano e Polietilenoglicol de 600 ppm. Apéds estabilizacao recolheu-se
uma pequena quantidade da alimentagéo, de forma a determinar-se a sua temperatura

e teor em soluto organico.

Recolhido o permeado mediu-se a sua temperatura, massa e o teor em soluto
organico. Para determinar o teor em soluto organico de cada amostra, tanto de
permeado como da alimentagdo, a sua detecao foi feita por indice de refragdo, uma vez
gue as amostras eram solu¢des binarias de agua e soluto organico. Procedendo ainda
a construcdo de curvas de calibracdo com os padrdes de cada soluto orgénico,

Dextranos e Polietilenoglicois.

2.5. Fracionamento do Efluente da Cortica por Tecnologia de

Membranas

Realizados os procedimentos para a caracterizacdo da membrana, procedeu-se
aos ensaios envolvendo o efluente da cortica, obtendo a fracao leve, média e pesada.
Estes ensaios foram realizados a uma pressédo de 2 bar e a um caudal de 180 L/h,

utilizando a instalacao representada na figura 2.2.

O efluente da cortica (Montijo) consiste na agua utilizada no cozimento de cargas
de cortica, sendo que cada carga é composta por cerca de 400 a 500 Kg de cortica e
por dia s&o cozidas 8 cargas, o efluente utilizado nesta atividade tinha sido usado

durante 2 dias no cozimento de cerca de 6 400 a 8 000 Kg de cortica.

2.5.1. Fracéo Leve
Para a obtencdo da fracéo leve, foi utilizada a membrana Cazs € 0 efluente da
cortica como alimentacdo. O modo de operacdo do sistema foi em modo de
concentracdo, onde se recolheu 350 mL da corrente de permeado (fracéo leve). Como

ilustrado na figura 2.5.
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Efluente
Concentrado

CA23

Fragado Leve

Figura 2.5 - Esquema do processo de obteng¢do da fra¢éo leve, em modo de concentracao.

2.5.2. Fracdo Pesada
O modo de operacdo do sistema de membranas utilizado para a obtencdo da
fracdo pesada, foi 0 modo de diafiltracdo, no qual a medida que foram removidos 200
mL de permeado foram adicionados 200 mL de &agua destilada a corrente de
alimentacdo (efluente da cortica). Ao ser recolhido o permeado, eram registados o
tempo de recolha, a sua condutividade e a sua cor. Tendo o processo dado por

terminado quando estes dois Ultimos parametros estabilizaram.

A fracdo pesada, consistiu na alimentag&o concentrada obtida.

Efluente

Concentrado

HQO _bL

Cases |1, Fracdo Pesada

Permeado

Figura 2.6 - Esquema do processo de obtencéo da fracdo pesada, em modo de diafiltragéo.

2.5.3. Fracdo Média
Diferentemente das duas fragBes anteriores, a fracdo média foi obtida utilizando
as duas membranas, sequencialmente. Isto €, inicialmente foi recolhido 1,5 L de

permeado usando a membrana Casss € 0 efluente como alimentagédo. Seguidamente
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esses 1,5 L de permeado foram utilizados como alimentacdo a membrana Cazs dando o

concentrado origem a fragdo média.

Na primeira etapa de permeacdo utilizou-se o modo de concentracdo e na

segunda um processo de diafiltracéo (figura 2.7).

Efluente
Concentrado,
chI}G.S
H,O Concentrado,

———————

Cae L1 Fracio Média

Permeado

Figura 2.7 - Esquema do processo de obtenc¢&o da fracdo média, em modo de concentragdo e
de diafiltragéo.

Para facilitar a conservacao e a manipulacéo para a analise do potencial biologico,
as fracbes e o efluente foram previamente congelados a -20 °C e secas no liofilizador

obtendo-se extratos secos.

2.6. Extracéo das Mucilagens por Precipitagcdo com Etanol
Esta etapa teve como objetivo a separagcdo das mucilagens (mistura de
polissacéaridos) dos restantes compostos presentes nas fracdes e no efluente de modo
a concentrar os compostos fendlicos nos compostos recuperados apos o fracionamento.
A extracdo das mucilagens permitiu uma melhor caracterizacdo do efluente e da fragcéo
leve, média e pesada através da cromatografia liquida de elevada resolugédo (HPLC-
DAD).

Para tal, foram preparadas solucdes de 10 mg/mL em agua destilada de cada
fracdo e efluente, a seguir foi adicionado numa proporcdo de 1:5 de etanol a 96%,
reservando a mistura em banho de gelo durante aproximadamente 2 min, a amostra foi

entdo centrifugada durante 45 min a 4500 rpm.
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Apbés centrifugacdo ocorreu a formacdo de duas fases uma de precipitado
contendo as mucilagens e o sobrenadante contendo maioritariamente 0s compostos
fendlicos. O sobrenadante retirado foi novamente sujeito ao mesmo tratamento de modo
a ser removido o0 maximo de compostos fendlicos que pudessem ter ficado agarrados

as fibras.

Concluidas as extracdes, os sobrenadantes foram secos num evaporador rotativo,
resultando nas fracdes e no efluente sem mucilagens, e o precipitado foi liofilizado,

originando nas mucilagens do efluente e das fracdes.

2.7. Caracterizacao do efluente e fracdes
A caracterizacao do efluente e das fracdes, comecou pela utilizagdo de um método
cromatogréfico (cromatografia liquida de elevada resolu¢do, HPLC-DAD), tanto das
fragbes no seu estado natural como sem mucilagens e das suas mucilagens, estas

tltimas duas obtidas do procedimento descrito na alinea 2.6.

Foram ainda utilizados métodos como o do Folin-Ciocalteu para quantificacdo dos
fendis, o do DPPH, NO e dos TBARS na determinacdo do potencial antioxidante e por

fim foi analisada a capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase.

2.7.1. Quantificacao dos fendis totais
O método de Folin-Ciocalteu (FC) baseia-se da transferéncia de eletrdes que
levam a reducdo do reagente de FC, constituido por Molibdénio (Mo) que sendo
reduzido forma um complexo azul que absorve a 760 nm.

Mo®* + e - Mo>*

Quanto mais compostos fendlicos existirem no efluente e nas fragbes maior sera
a coloracdo azul. Primeiro foi adicionado 200 pL de reagente de Folin-Ciocalteau 10 %
(v/v), e 800 pL de Na,CO3 com uma concentracdo de 700 mM, a 1 mL do efluente ou
fracdes fracionadas ou 1 mg extrato seco/mL do efluente ou das fragcbes em &agua
destilada. Deixando, de seguida, a mistura a agitar ao abrigo de luz. Passado,
aproximadamente, 2 h de agitagdo registaram-se os valores de absorvéncia a um

comprimento de onda de 760 nm. O mesmo procedimento foi realizado em duplicado.*

Por fim, foi construida uma curva de calibracao utilizando varias concentracdes de
acido tanico e acido galico e utilizando o procedimento descrito, possibilitando a

guantificacéo dos fendis totais em equivalentes de acido tanico ou de acido galico.
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2.7.1.1. Quantificacdo de Taninos
Como referido anteriormente, os taninos tém tendéncia a ligar-se as proteinas e
outros polimeros*?, tornando possivel a sua quantificacdo com a separacdo dos
mesmos dos restantes compostos fendlicos nao tanicos, através da sua complexacao

com a polivinilpolipirrolidona (PVPP).

Para tal, a 100 mg de PVPP foi adicionado 2 mL do efluente ou fragdes fracionadas
ou 2 mg extrato seco/ 2 mL do efluente ou das frag6es em agua destilada. Com a adigéo
do PVPP com o efluente ou fracdes, este foi conservado a 4 °C durante 15 minutos, e
centrifugado a 12 000 g durante 10 minutos. Finalizada a centrifugagdo a mistura
apresentava 2 fases (sobrenadante e precipitado) o precipitado consistia no complexo
de PVPP com os taninos, e por sua vez os fendis ndo taninos estavam presentes no
sobrenadante. Com a separacgéo das fases tornou-se possivel a quantificagdo dos fendis
ndo taninos no sobrenadante utilizando o método descrito em 2.7.1, o método de Folin-

Ciocalteau.
O célculo dos taninos foi realizado através da equacao 4.

Taninos = Fenois Totais — Fendis Ndo Tanicos 4)

2.7.2. Cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD)

A andlise por cromatografia liquida de elevada resolu¢do, HPLC, por injecédo
automatica das amostras tanto do efluente como das fra¢des, foi efectuada num
equipamento cromatografico constituido por um forno a operar a 30 °C, um detetor de
fotodiodos (DAD) que deteta entre os 200 nm e os 500 nm, numa coluna de fase reversa,

um injetor automatico e uma bomba.

As amostras analisadas continham uma concentragéo de 1 mg/mL, Com o injetor
automatico foram injetados 25 pL da amostra, num caudal de 0.8 mL/min de 2 solventes,
0 MeOH e o TFA numa proporgéo que ia variando com o tempo, comecgava com 20 %
de MeOH e 80 % de uma solugcdo de TFA e passados 20 min essa proporgcéo
apresentava um valor de 80 % de MeOH e 20 % de TFA, esta era mantida durante 5

minutos e de seguida gradualmente voltava-se a proporc¢ao inicial (figura 2.8).
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Figura 2.8 - Gréfico com a representacéo da variacdo de TFA (%) ao longo do tempo, HPLC-
DAD.

Para determinar que compostos fendélicos se encontravam presentes no efluente
e nas fragfes, foram obtidos os cromatogramas dos padrdes de &cido vanilico, siringico,
galico, elagico e o 4cido quinico em concentragées de 1 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL
e 0,25 mg/mL.

De modo a melhorar a separacao cromatografica e identificagcdo do acido quinico
e do gélico, no efluente e nas fragcdes, foram mantidas as mesmas condi¢cées, mas

dobrando o tempo de corrida em cada patamar.

2.7.3. Determinacdo da Atividade Antioxidante

2.7.3.1. Método Reducao do Radical DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante de um determinado composto ou mistura,
pode ser realizada através do método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), radical livre
estavel devido a deslocalizacdo de eletrdes sobre a molécula, este método baseia-se
na transferéncia de eletr6es de um dador, composto com capacidade antioxidante, para
o radical livre do DPPH, dando origem a sua forma reduzida estavel, difenil-picril-
hidrazina. O DPPH no seu estado natural devido a deslocalizagcéo de eletrdes apresenta
uma coloragéo purpura que absorve a 517 nm e aquando sua redugdo na presenca de
agente antioxidantes, forma difenil-picril-hidrazina de coloragdo amarelada, podendo

esta mudanca de cor ser monitorizada através de métodos espectrofotométricos. [°0-°%

Para tal, primeiro a solucdo de 0,002 % (m/v) de DPPH em Metanol foi preparada,
tendo o cuidado de verificar se a absorvéncia da solu¢cdo a um comprimento de onda de
517 nm se encontrava num valor de 0,7 UA, ajustando-se com DPPH ou Metanol. A 1
mL da solug&o de DPPH foram adicionados 25 pL da amostra a analisar, incubou-se ao
abrigo de luz durante 30 min a temperatura ambiente, e por fim leram-se as

absorvéncias a 517 nm.
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De forma a determinar a atividade antioxidante foi necessario preparar também
um controlo no qual se adicionou 25 uL de 4gua destilada. As amostras de efluente e
de fracdo foram preparadas com diferentes concentracoes, entre os 3,5 - 0,25 mg/mL.
A percentagem de atividade antioxidante (AA) foi determinada através da equacgéo
representada em baixo. No qual, Apppn COrresponde a absorvéncia do controlo e a
Aamostra @ absorvéncia da amostra, sendo que a cada uma delas foi retirado o valor do

branco.

100 x (A —A
AA (%) — ( DZPH amostra) (5)
DPPH

Apoés a determinacdo das atividades antioxidantes, foi calculado o ECso que
corresponde a concentracdo do composto que apresenta uma atividade antioxidante de
50 %. Com o objetivo de se comparar os valores obtidos com padrdes, foi efetuado o

mesmo procedimento para os padrdes referidos.

2.7.3.2. Inibicdo da Peroxidacéo Lipidica
A peroxidacao lipidica (PL) é definida como a oxidacdo de lipidos contendo

ligacbes duplas carbono-carbono.?

O processo de peroxidacao lipidica da origem a muitos aldeidos sendo o mais
estudado o malondialdeido (MDA). Existem varios métodos para medir a quantidade de
MDA, como a cromatografia gasosa, cromatografia liquida de elevada resolucédo e a
eletroforese, onde o mais comum consiste na reagcdo do MDA com o &cido tiobarbittrico
(TBA) ocorrendo a producédo de um composto de cor rosa um aducto MDA:TBA (1:2),

podendo este ser quantificado através de métodos espetrofotométricos a 535 nm. 52

OH
S N OH HO N SH
N
| /)\ + o o —> Nae ANl N N
HO N SH H
OH OH
Acido Tiobarbiturico MDA

Figura 2.9 - Esquema da reacao do acido Tiobarbitdrico com MDA, produzindo um aducto
MDA:TBA (1:2) de coloracéo rosa.

O potencial antioxidante determinado através do método dos TBARs consiste na

determinacdo e analise da concentracdo das amostras a testar que diminuem a
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gquantidade de substancias reativas ao TBA por diminuicdo dos radicais resultantes da

peroxidacgéo lipidica.

Este método utilizado identifica a presenca de substancias reativas ao &cido
tiobarbittrico no efluente e nas fracdes, através da peroxidagao lipidica induzida pelo

ferro no salméao, dada pela reacdo de Fenton. [*3
Fe?* + H,0, » Fe3* + OH* + OH™

Para o desenvolvimento deste método a 1 mL de amostra a analisar foram
adicionados 10 mL de uma solucdo contendo 0,1 g de salmdo/ mL de PBS 1x, e ainda
1 mL de FeSO4 15 mM e 2 mL de H,O, 1 mM. Foram ainda preparados 2 controlos um
com 0 % de oxidagdo e outro com 100 % de oxidacéo, no qual no de 0 % de oxidacao
foi adicionado 3 mL de PBS 1x e 1 mL da amostra, sem agentes oxidantes e no de 100
% de oxidagdo 0.5 mL de PBS 1x e 0.5 mL de &gua, e os agentes oxidantes nas
guantidades referidas em cima, sem a amostra a analisar (efluente ou fragbes). As

misturas foram entao incubadas durante 1 hora a 37 °C.

Foram retirados 500 pL da mistura reacional anterior e adicionados 250 pL da
solucao contendo acido tiobarbitarico 1 % (em NaOH 0.05 M) e 250 pL de uma solucdo
de &cido tricloroacético 2.8 % (m/v) e incubadas em agua a ferver durante 10 min. Apos
esse tempo arrefeceu-se num banho de gelo e foi adicionado posteriormente 2 mL de
1-Butanol. Com a adi¢do do 1-Butanol verificou-se o aparecimento de 2 fases, onde a
fase superior foi removida e registada a sua absorvéncia a um comprimento de onda de
535 nm.

Nas amostras a analisar, para a fracdo pesada prepararam-se diferentes
concentragbes de 10 a 1 mg/mL, mas para a fracdo leve, média e efluente foi
determinado a inibicdo da PL de amostras com concentracdo de 10 mg/mL. Para
determinar o valor de inibicdo da peroxidacao lipidica das amostras de fracbes e

efluente, foi utilizada a equacéo 6.

A100 % oxidagio ~ Aamostra

Inibicdo PL (%) = 100 * (6)

A100 % oxidagio
Onde Aioo % oxidagio CONSiste no valor de absorvéncia do controlo com 100 % de
oxidagcao e Aamostra @ absorvéncia da amostra. Sendo que em cada valor foi subtraido o

valor da absorvéncia do controlo com 0 % de oxidagéo.

Daniela Silva
34



Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

Para a fracdo pesada foi determinado o valor de ECso, OU seja, concentracao a
qual a fracdo apresenta 50% de inibicdo de peroxidacdao lipidica, de forma a facilitar a

analise dos valores obtidos.

2.7.3.3. Inibicdo da Captura de Radicais de Oxido Nitrico
O método de identificagdo da presencga de nitratos e nitritos num determinado
extrato segue a reacdo de diazotacdo de Griess. Esta reagéo foi descrita pela primeira
vez por Johann Peter Griess!®!, baseada na reagdo de um ido nitrito e um grupo amina
do acido sulfanilico, originando um catido diazénio que ao reagir com a a-naftilamina,
origina um corante rosa. %! O nitroprussiato de sodio (SNP) utilizado nesta reacéo vai
gerar radicais de oxido nitrico em solucéo aquosa a pH 7,2, levando a competicdo dos

sequestradores de NO com o oxigénio diminuindo a producéo de iGes de peroxinitrito.®®

De forma a determinar a capacidade de inibicdo da captura de radicais NOx, foi
preparada inicialmente uma solucdo de 5 mg/mL de fracdo pesada, a 500 pL dessa
solugdo foi adicionado 900 pL de SNP 100mM, incubado durante 2,5 horas a uma
temperatura de 25 °C. Apds incubacgdo dessa mistura foi adicionado 1mL de reagente

de Griess. Por ultimo, foi registada a absorvéncia de 1 mL de amostra a 540 nm.

Além dos ensaios com a fracdo pesada, também foram feitos 2 controlos um com
0 % de oxidag&o e outro com 100 % de oxidag&o, assim o 0% de oxidagéo foi feito com
0s 500 pL de amostra e 900 pL de agua, sem a presenca do SNP e o controlo de 100
% de oxidag&o com 500 pL de &gua e 900 pL de SNP 100mM, sem o efluente ou fragdes.
A atividade antioxidante da frag&o pesada foi calculada, onde o valor do 0 % de oxidagéo

foi retirado do valor da absorvéncia da amostra.

A100 % oxidagdo — Aamostra

NO (%) = 100 * 7)

AlOO % oxidacao
2.7.4. Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase
A acetilcolinesterase € a enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor

acetilcolina nas sinapses colinérgicas.

O método para determinar a atividade enzimatica empregue neste trabalho é
baseado no método de Ellman onde a hidrolise de um analogo a acetilcolina, a
acetiltiocolina (AChl) pela AChE dando origem a Tiocolina que por sua vez reage com
o acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DNTB) presente na mistura reacional forma o 2-

nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina e um anido de coloragdo amarela o 5-tio-2-
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nitrobenzoato que absorve a 405 nm e cuja taxa de formacdo permite quantificar a

atividade enzimatica.l8-°7]
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Figura 2.10 - Esquema da reacéo de hidrolise da acetiltiocolina e da rea¢&o da tiocolina com o
DNTB.

Na presenca de uma amostra com potencial de inibicAo da AChE, a mistura
reacional apresenta menor taxa de hidrélise da AChl e quanto maior o poder de inibi¢éo

menor sera essa taxa.

O método de determinacdo do potencial de inibicdo da AChE pelas amostras a
testar comegou pela avaliacdo da atividade enzimética na auséncia das amostras a
testar e posteriormente na presenca de concentracfes crescentes dessas amostras.
Para tal, a 100 uL de agua destilada foi adicionado 325 pL de tampao Tris s/sais (6,055
g/L e pH 8) e 25 pL de AChE (a partir de uma solugédo de AChE stock constituida por
200 pL de AChE mais 300 pL de tampdo Tris s/sais, com esse stock foi realizada uma
diluicdo de 1:15 de tampdao Tris s/sais) e agitou-se e deixou-se a repousar durante 15

min. Apés esse tempo ocorreu a adicdo de 75 pL do substrato AChl (partiu da solucéo
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stock de AChl com uma concentracao de 4,35 g/L, foi feito outro stock 7,5 %) e 475 pL
de DNTB (1,2 g/L) em o tampao Tris com sais (2,928 g/L de NaCl e 4,338 g/L de MgCly).
Depois de adicionados estes dois ultimos compostos, foram lidas as absorvéncias no
espectrofotdmetro a 405 nm durante 5 min. Simultaneamente, foi preparado o branco
onde em vez da adicao de 25 yL de AChE foi adicionado 25 pL de tampéo Tris s/sais
(6,055 g/L e pH 8).

Para avaliar a percentagem de inibicdo do efluente e das fragbes, foram
substituidos os 100 pL de &gua por 100 uL da amostra a testar. Obtendo-se graficos do

género da figura 2.11.
04
0,35
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~.025 (2
% .
= 02 ..
<015
. Abs =0,0607t+ 0,0326
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005 | ¥
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Figura 2.11 - Grafico de variacdo da absorvéncia em fun¢éo do tempo.

A partir do grafico da figura 2.11 foram retirados os valores do declive da reta
(velocidade de atuacdo da enzima, ou seja, velocidade que a AChE realiza a hidrolisar
do substrato de acetiltiocolina presente no meio), e determinado a percentagem de

inibicdo da AChE, equacéo 8.

100 x (m
Inibicio da ACKE (%) = (Mamostra) ©

Mcontrolo

Tendo os valores de inibicdo da AChE foram tracados gréficos, de variagcdo da

percentagem de inibicdo em funcdo da concentracdo de efluente e fracdo utilizado.

Possibilitando o céalculo do ACso, que corresponde a 50 % da inibigdo da enzima.

Com o objetivo de se comparar os valores obtidos com padrdes, foi determinado
0 poder inibitério do &cido eldgico, galico, quinico, vanilico e siringico, com

concentragdes de 10, 5, 2 e 1 mg/mL.

2.8. Cultura de Linhas Celulares Cancerigenas Humanas
As linhas celulares utilizadas neste trabalho foram as do cancro do figado,
adenocarcinoma hepatico (Hep-G2) e do melanoma da pele (A375), estas foram

incubadas a uma temperatura de 37 °C numa estufa com 5 % de CO,, em meio
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Dulbecco’s Modifies Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (FBS), 0,1 % de L-glutamina (2 mM) e 0,1 % de antimicético. Estas foram
introduzidas em frascos T25 (25 cm?) e quando ocupavam cerca de 80% da superficie

do frasco foram transferidas para frascos T75 (75 cm?), por tripsinizagao.

A tripsinizagdo consiste na remo¢do do meio de cultura e a lavagem de pelo
menos 2 vezes com PBS 1x, apés lavagem é adicionado as células tripsina 2x 0.5 mL
ou 1 mL dependendo do tamanho do frasco se este for T25 ou T75, respetivamente.
Incuba-se durante 5 min a 37 °C num ambiente com 5 % de CO, ndo ultrapassando
este tempo de modo a nao danificar as células. Quando as células se encontravam

descoladas do frasco foi introduzido 2x o volume de cultura para a contagem de células.

Na contagem de células no hematocitbmetro, utilizou-se numa cémara de
contagem Neubaeur Improved, que comeca pela adicdo de azul de tripano numa
propor¢éo de 1:1 do meio contendo células. A mistura é entdo colocada na camara e

por sua vez ao microscopio 6tico onde séo contadas as células viaveis.

Nos ensaios utilizando linhas celulares do cancro do figado (HEP-G2) foi usada a
concentracdo de 75 x 10* células/mL, e nos ensaios com células do cancro da pele
(A375) 20 x 10* células/mL, isto porque estas Ultimas tem uma taxa de crescimento
superior as anteriores, para inoculagdo em microplacas de 96 pocos ou 12 pogos,

dependendo do ensaio.

2.8.1. Avaliacado do Potencial Citotdxico

De forma a verificar a toxicidade do efluente e das restantes fracdes foi
determinada a citotoxicidade dos compostos através do método do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-1-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT). Em geral, os sais tetraz6lio sdo compostos
incolores ou levemente corados, mas ao sofrerem o processo de reducdo enzimatica,
resultam num produto (sal formazan) com cor intensa. No caso do MTT este em solugéo
apresenta uma cor amarela e ao ser reduzido o que acontece em células viaveis forma
cristais roxos. [°¢ Quanto mais intensa for a cor roxa formada maior niimero de células
vidveis se encontra N0 meio e por sua vez menor a percentagem citotdéxica dos

COMpOostos presentes nas amostras a analisar.

ApoOs o crescimento das células durante 48 a 72 horas foi retirado o meio de cultivo
da microplaca, sendo adicionado 100 pL por poco de variadas concentracdes das
solucBes a testar (efluente e das fracdes, entre os 0,5 e 2,5 mg/mL) em meio DMEM

suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicotico, entre os 0.5 mg/mL e os
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2.5 mg/mL. Foram ainda usados pocos de controlo correspondentes a 0 % de
citotoxicidade contendo apenas meio DMEM suplementado com soro fetal bovino,
glutamina e antimicético. A microplaca foi incubada durante 24 horas a 37 °C e num
ambiente com 5 % de CO.. No dia seguinte, foi retirado 0 meio que continha as amostras
e colocado 100 pL por poco de 0.5 mg/mL de MTT em meio DMEM suplementado com
soro fetal bovino, glutamina e antimicético incubando durante 2,5 a 3 h até se visualizar
a formacéo de cristais. De seguida removeu-se 0 meio e dissolveram-se 0s cristais em
200 pL de metanol e registou-se a absorvéncia a 595 nm e 630 nm num leitor de

microplacas.

Com os valores de absorvéncia foram determinadas as percentagens de
citotoxicidade e determinado o ICso, OU Seja, concentragdo onde as solugdes a testar
apresenta metade da citotoxicidade.

Este método do MTT foi utilizado para avaliar o poder citotoxico das fragdes,
efluente e dos padrdes, durante 24 horas e para avaliar a viabilidade celular nos estudos

e avaliagdo do potencial protetor.

2.8.2. Avaliagdo do Poder Protetor da Fragdo Pesada
Para estudar o efeito protetor da fracdo pesada sobre a toxicidade induzida e
sobre os efeitos nocivos da radiacdo UV, foi realizado um plano de experiéncias com
base num design experimental de 5 niveis, foram definidos fatores a variar no estudo e
a gama experimental da variacdo de cada um dos fatores, ou seja, os valores que 0s
fatores podem assumir no design das experiéncias. Para cada experiéncia realizada foi
determinada uma resposta por avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT da

linha celular do melanoma da pele A375 sujeita a diferentes condi¢des.

2.8.2.1. Metodologia de Superficie de Resposta — Design
Experimental e Construcdo do Modelo
A metodologia de superficie de resposta (RSM) reune técnicas matematicas e
estatisticas, baseadas no ajuste de uma equacgéo polinomial, que devera descrever o
comportamento dos dados com o objetivo de fazer previsGes. Este método pode ser
aplicado quando a resposta de interesse € influenciada por diversas variaveis. E o
objetivo é perceber quais sdo os niveis das variaveis para obter a melhor performace. A

RSM ¢ a técnica de multivariaveis mais relevante para a otimizacdo de experiéncias. [*%
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z

Antes de aplicar o RSM é necessario primeiramente escolher um design
experimental que defina quais as experiéncias a ser executadas experimentalmente no

estudo.

Analisar os dados obtidos de uma experiéncia muitas vezes torna-se complicado,
visto que os resultados podem mudar de ensaio para ensaio, e pode ndo se estar a
considerar todos os efeitos provocados por cada uma das variaveis existentes. [ O
método mais comum de investigar os efeitos dos pardmetros em um processo passa
por alterar apenas um fator de cada vez e observar a resposta, sendo um método facil
de aplicar, mas por apresentar um nimero muito grande de tentativas e ndo relacionar
os varios fatores uns com os outros foi desenvolvido o design experimental. O papel do
design experimental consiste em reduzir o nimero de ensaios experimentais através da
alteracdo simultdnea dos vérios niveis dos fatores, possibilitando a observacdo da
variagao total dos resultados e levando a determinacdo da responsabilidade de cada
um dos fatores, chegando-se aos resultados através da realizacdo de ensaios
estatisticos tentando descobrir que componentes influenciam a experiéncia de uma

forma eficiente e econdémica. [100-101

Existem varios tipos de design experimental que utilizam o conceito da rotacao,
OU seja, 0s ensaios selecionados encontram-se todos equidistantes do centro
resultando numa igual precisdo da estimativa em todas as diregdes. Neste trabalho foi
utilizado o Central Composite Design (CCD). O CCD néo contém o conceito de rotacao,
consiste sim num design fatorial fracionario que é aumentado com um grupo de pontos
axiais que permitem uma estimativa em curvatura. Neste tipo de design séo realizados
ensaios ao ponto central que sdo incluidas para providenciar uma medida de
estabilidade do processo, diminuindo o erro da predi¢do, identificando qualquer

variabilidade inerente. (102

Para se realizar o design experimental, € definida a variavel que vai ser medida,
resposta, esta tem de ser continua, precisa e facil de medir. De seguida, € necessario
definir os fatores e os seus niveis, os fatores tal como a variavel de resposta tém de ser
mensuraveis, tendo ainda de ser distinguiveis, independentes entre si e controlaveis
laboratorialmente, dado que o design ira dizer que combinacbes de fatores serao
realizados e em que ordem. Por outro lado, o nimero de niveis de cada fator, regido de
interesse de cada um dos fatores, pode ser predeterminado e imutaveis, ou

determinados a medida que se realizam os ensaios. [0
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Apoés determinacdo das variaveis, fatores e niveis desenvolve-se o layout do
design, ou seja, decide-se de que maneira a experiéncia vai decorrer, assegurando que

os valores estatisticos obtidos séo os mais correto possiveis. 1%

O numero total de ensaios da experiéncia, onde k € o nimero de fatores e ¢ 0

nimero de pontos centrais, é dada pela equacéo 9. 102

2k+2xk+c 9)

ApOs realizacdo dos ensaios, 0s resultados obtidos séo analisados através da
correlacdo entre as respostas e as variaveis e ajustadas no modelo mateméatico baseado
no modelo quadratico de segunda ordem, equacéo 10, de modo a determinar um ponto

critico (maximo ou minimo)

k k k k
y=3o+Zﬁixi+23iixi2i+ZZﬁijxixj+5 (10)
j=1 j=1 j=1j=1

Onde y € a variavel de resposta, 3, € a intercecao, f;, f;; € B;; so os coeficientes
do efeito linear, interagdes duplas, x; , x; sdo as variaveis independentes ou fatores e €

é 0 erro. 199.103-104]

2.8.2.2. Estudo do Efeito dos Agentes Oxidantes — TBHP e H202,
do Tempo de Exposicao e da Concentracéo da Fracao Pesada
Para estudar a influéncia da incubacéo das células com diferentes concentracfes
de fracdo pesada na protecao contra os efeitos dos agentes antioxidantes e o tempo de
exposicao foram realizados ensaios preliminares, como 0 1Csp.az7s do TBHP e H,0, e a
capacidade da fracdo pesada (1 mg/mL) de proteger as células contra esses agentes
oxidantes num tempo de incubacgéo de 3 e 6 horas.

Tendo os valores de citotoxicidade e de protecdo foi entdo possivel a

determinacédo dos valores dos niveis experimentais, apresentados nas tabelas 2.1 e 2.2.
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Tabela 2.1 — Valores dos fatores utilizados na determinacao da protecdo contra TBHP

Niveis experimentais -2 -1 0 1 2
TBHP (uM) 0 50 100 150 200

Fracdo Pesada (mg/mL) 0,25 0,50 0,75 1
Tempo de incubacao (min) 45 90 135 180

Tabela 2.2 - Valores dos fatores utilizados na determinac¢éo da prote¢éo contra H20x2.

Niveis experimentais -2 -1 0 1 2
H20, (UM) 0 50 100 150 200

Fracdo Pesada (mg/mL) 0 0,25 0,50 0,75 1
Tempo de incubagédo (min) 60 120 180 240

Os planos experimentais aplicados apds a analise preliminar sdo o0s
representados ha tabela 2.3, relativamente aos ensaios a efetuar para o TBHP e para o

H,0,, com diferentes concentracdes dos compostos e diferentes tempos de incubacgéo

com os agentes oxidantes.
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Tabela 2.3 - Matriz do design experimental para os ensaios com TBHP e H20:.

Agente oxidante Fracdo Pesada Tempo de incubacéo

(HM) (mg/mL) (min)
1 50 0,25 45
2 150 0,25 45
3 50 0,25 135
4 150 0,25 135
5 50 0,75 45
6 150 0,75 45
7 50 0,75 135
8 150 0,75 135
9 0 0,50 90
10 200 0,50 90
11 100 0 90
12 100 1 90
13 100 0,50 0
14 100 0,50 180
15 100 0,50 90
16 100 0,50 90
17 100 0,50 90

Para a avaliagdo do potencial protetor inicialmente foi retirado o meio das células
incubadas numa microplaca de 96 pocos durante 48 a 72 horas, sendo adicionado 100
uL por poco de fracdo pesada com diferentes concentragdes de acordo com a tabela
2.3 em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicaético.
Ainda foram deixados poc¢os sem qualquer tipo de amostra apenas com meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimico6tico, pogos de controlo
correspondente a 0 % de citotoxicidade. A microplaca foi incubada durante 24 horas a
37 °C e num ambiente com 5 % de CO,. Passadas 18 horas, foi retirado o meio que
continha as amostras e foram adicionados 100 pL do agente oxidante nas
concentracdes da tabela 2.3, entre os 25 uM e os 200 uM, voltando estas a ser
incubadas durante o tempo constante na tabela 2.3 a 37 °C e nhum ambiente com 5 %
de CO.. Passado esse tempo foi analisada a viabilidade celular de acordo com o método
do MTT.
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2.8.2.3. Estudo do Efeito da Radiacdo UV, do Tempo de
Exposicéo e da Concentracdo da Fracdo Pesada

Para estudar a influéncia da incubacédo das células com diferentes concentracées

de fragdo pesada na protecdo contra os efeitos da radiagdo ultravioleta e o tempo de

exposicdo foram realizados ensaios preliminares, como a determinacdo do potencial

citotéxico da radiacdo UV, e a capacidade da fracdo pesada (entre os 0 e 1 mg/mL) de

proteger as células contra este agente fisico num tempo de incubacgéo de 90 min.

Para a determinacdo do potencial de protecéo da fracdo pesada contra a radiacao
ultravioleta foi necessario calcular os niveis do tempo de exposicdo a radiacédo
ultravioleta. Comecando pela determinagéo da citotoxicidade da radiagéo UV, para isso,
as células que incubaram numa microplaca de 96 pocos, durante 48 a 72 horas, foram
expostas a radiagdo UV durante O min, 45 min, 40 min, 90 min, 135 min e 180 min.

Passado esse tempo foi analisada a viabilidade celular de acordo com o método do MTT

De modo a determinar qual o efeito da protecéo da fracdo pesada com diferentes
concentracdes, para 0s mesmo minutos de exposicao a radiacdo UV. Foi retirado o meio
gue se encontrava nas células que incubaram numa microplaca durante 48 a 72 horas,
sendo adicionado 100 pL por poco de concentragBes variadas de fragfes pesada em
meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicético, entre os 0
mg/mL e os 1 mg/mL. Ainda foram deixados pocos sem qualquer tipo de amostra
apenas com meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicaético,
pocos de controlo correspondente a 0 % de citotoxicidade. A microplaca foi incubada
durante 18 horas a 37 °C e num ambiente com 5 % de CO,. No dia seguinte, a
microplaca foi exposta a radiagdo UV durante 90 min. Passado esse tempo foi analisada

a viabilidade celular de acordo com o método do MTT.

Os planos experimentais aplicados apdés a andlise preliminar sdo o0s

representados nas tabelas 2.4.
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Tabela 2.4 - Valores dos fatores utilizados na determinacéo da protecéo contra a radiacdo UV.

Niveis experimentais -2 -1 0 1 2
Fracdo Pesada (mg/mL) 0 0,25 0,50 0,75 1
Tempo de incubacao (min) 60 120 180 240

Sabendo os valores correspondes a cada nivel de cada fator, foram realizados os
ensaios representados na matriz da tabela 2.5, seguindo o procedimento descrito em
cima, com diferentes tempos de exposicdo a radiacdo e diferentes concentracfes da

fracdo pesada.

Tabela 2.5 - Matriz do design experimental, para 0s ensaios com a radiacdo UV

Fracdo Pesada Tempo de exposic¢éo

(mg/mL) (min)
1 0,25 60
2 0,75 60
3 0,25 180
4 0,75 180
5 0 120
6 1 120
7 0,5 0
8 0,5 240
9 0,5 120
10 0,5 120
11 0,5 120
12 0,5 120
13 0,5 120

2.9. Observacdes por Microcopia
As células A375 cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino,
glutamina e antimicético e na presenca da fracdo pesada foram observadas ao

microscopio.

Para o crescimento celular a linha celular foi incubada em 2 mL de meio com 5 x
10* células/mL, em microplacas de 12 pocos com lamelas préprias para microscopia,
durante 48 — 72 horas a 37 °C num ambiente com 5 % de CO.. Ap0Os esse tempo foi

substituido o meio no controlo por meio novo e nos po¢os da amostra com fragéo pesada
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0,5 mg/mL em meio DMEM, deixando a 37°C num ambiente com 5 % de CO- durante,
aproximadamente 24 horas. No dia seguinte, foram retiradas as lamelas dos pocos e
lavadas com PBS 1x. Sendo que as lamelas com as células foram posteriormente
tratadas com métodos diferentes consoante o tipo de microscopia a utilizar, microscopia

eletronica, microscopia de fluorescéncia e microscopia eletrénica de varrimento (SEM).

Para a microscopia de fluorescéncia as lamelas com as células foram depositadas
em meio de 3 % de PFA durante 10 min, e lavadas depois com PBS 1x, seguida da
coloracao das células com corante Hoechst 33342 (solucéo 1.1 pg/mL (2uM), diluida de
1:100), durante 10 minutos.

Na microscopia eletronica de varrimento (SEM), as células foram inicialmente
secas na lamela, através da passagem das mesmas por solu¢cdes de etanol com
concentragdes gradualmente maiores, entre 5 a 10 minutos cada etapa, deixando-se
depois no excicador durante um dia. As lamelas foram cobertas com uma fina camada
de ouro e as amostras forma observadas num microscépio de varrimento JEOL 5200LV

com uma voltagem de 20 kV.

Utilizou-se ainda a técnica de microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(DIC).

2.10. Andlise de resultados e Estatistica
O tratamento de resultados foi realizado recorrendo ao software Excell e
GraphPadPrism 5.0, valores apresentados ao longo do trabalho encontram-se na forma
de média * desvio padrao, onde o desvio padrao foi determinado utilizando o software
GraphPadPrism 5.0.
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3. Resultados e Discussao

Neste trabalho comecou-se pela preparacdo das membranas de acetato de
celulose pelo método da inversdo de fases, seguindo da sua caracterizacdo das
membranas consoante a sua permeabilidade hidraulica, rejeicdo de sais e limite de

exclusdo molecular.

Apbés preparacdo e caracterizacdo das membranas, procedeu-se ao
fracionamento do efluente da cortica, e identificacdo dos compostos presentes no
efluente e nas respetivas fracbes através do método de cromatografia liquida de elevada
resolu¢do (HPLC-DAD).

De seguida, procedeu-se a caracterizacdo das fracbes e do efluente
determinando-se 0s seus potenciais antioxidantes, inibicdo enzimética (AChE) e
citotéxicos em linhas celulares humanas do cancro do figado (Hep-G2) e do melanoma
da pele (A375).

Devido a exibicdo da fracdo pesada dos melhores resultados foi analisado o
potencial protetor da fracdo pesada contra o dano oxidativo induzido pelo TBHP e pelo
H.0, e contra o dano por radiagdo UVC usando uma metodologia de superficie de

resposta (RSM) com recurso ao design experimental (CCD).

Por fim, foram observadas as células do cancro da pele (A375), através da
microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e de fluorescéncia, na presenca e auséncia

da fragéo.

3.1. Caracterizacao da Membrana
As membranas Casss € Caxs Utilizadas nesta atividade experimental foram
preparadas e caraterizadas seguindo os procedimentos descritos em 2.3 e 2.4,
utilizando um sistema de membranas com uma area de membranas utilizadas de 147,84
cm?. De seguida, serdo apresentados os valores obtidos e determinados ao longo das
atividades experimentais, tanto a nivel da permeabilidade hidraulica, rejeicdo de sais

como de limite de exclusdo molecular, relativamente as membranas Casesse Cazs.

3.1.1. Permeabilidade Hidraulica
A Permeabilidade Hidraulica consiste na capacidade de permeacao da membrana
a agua pura. Com a variacao da pressao entre os 3 e 0 1 bar, utilizando agua destilada
e com um tempo de recolha de 1,5 minutos de permeado, obtiveram-se 0s seguintes

valores (tabela 3.1) referentes a massa de permeado e a temperatura do mesmo.
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Tabela 3.1 - Valores obtidos do método da permeabilidade hidraulica, utilizando a membrana

Cass5 € Cazs.

Presséo Cases Coze

(bar) Permeado Temperatura Permeado Temperatura
(9) (°C) (9) (°C)

1,00 129,62 17,20 - -

1,35 - - 49,51 19,70

1,50 113,72 17,10 41,93 19,70

2,00 87,31 17,30 31,71 19,70

2,50 72,97 17,50 21,00 19,70

3,00 47,41 17,30 20,75 19,80

De acordo com os dados apresentados na tabela acima, verifica-se que quanto
maior a pressao transmembranar do sistema, maior a quantidade de agua que atravessa

a membrana num intervalo de tempo igual.

Tendo a massa do permeado e sabendo que o tempo de recolha deste, foi
possivel o calculo do fluxo de permeado (Jr) (equacdo 11), onde o Q corresponde ao
caudal massico do permeado, A é a area das membranas utilizadas, mp a massa do
permeado e t ao tempo de recolha.

Jp =

| Q

mp
__t (11)
A

Como dito na alinea 2.4.1, é necessario corrigir o valor do fluxo obtido com a
equacao 2, visto que a permeabilidade da membrana dependente da temperatura a qual

0 processo foi realizado. Estando os valores obtidos representados na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Valores de fluxo de permeacao (Kg/h/m2).

. Chasss Cazs
Presséao

Jp Jp2s Jp Jp2s

(bar)
(Kg/h/m?) (Kg/h/m?) (Kg/h/m?) (Kg/h/m?)

1,00 175,35 210,78 - -
1,35 - - 66,98 75,82
1,50 153,84 185,38 56,72 64,21
2,00 118,11 141,64 46,97 53,17
2,50 98,71 117,80 31,10 35,21
3,00 64,14 76,91 28,07 31,70

Corrigidos os fluxos de permeacdo procedeu-se a construgdo do grafico,

representado na figura 3.1.

20 Jogs = 72,56 AP

R*=0,9846

= N
8 3

g

Jp2s (Kg/h/im?)

o
=]

""" Jpzs = 25,29 AP
R2=0,9943

_____

0 0,5 1 15 2 25 3
AP (bar)

® CA28 X CA36,5 ====- Linear (CA28)  sersreess Linear (CA36,5)

Figura 3.1 - Grafico do Jr2s em funcéo da presséo transmembranar, da membrana CAzs.

Tragadas as retas, obtiveram-se coeficientes de correlacdo de 0.9943 e 0.9846.
Uma vez que os declives das retas representadas na figura 3.1 correspondem ao valor
da permeabilidade hidraulica (Lp), obtém-se os seguintes valores expressos na tabela
3.3.

Tabela 3.3 - Permeabilidade hidraulica (Kg/h/m?2/bar) das membranas.

Cazs
25,29

Chzs5

72,56

Le (Kg/h/m?/bar)

Analisando os valores da permeabilidade hidraulica, verifica-se que quanto maior
a quantidade de formamida maior a permeabilidade da membrana a agua, o que era de

esperar uma vez que a formamida tem como funcéo promover a formacéo dos poros.
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3.1.2. Rejeicao Aparente de Sais Mono e Bivalentes
No procedimento da rejeicdo de sais, ao contrario da permeabilidade hidraulica foi
apenas utilizada uma pressao pré-definida, que neste caso foi de 1 bar e as
alimentaces utilizadas foram solucbes de sais de NaCl e Na,SO.. Onde foi recolhido
permeado durante 3 minutos e foram lidas as temperaturas e condutividades (O) da

alimentacédo e do permeado, como descrito na alinea 2.4.2.

Estando na tabela 3.4 os valores obtidos na utilizacdo da membrana Casss € na

tabela 3.5 os da membrana Cos.

Tabela 3.4 - Valores de massa (g), temperatura (3C) e condutividade (uS/cm) do permeado e da
alimentacéo, do ensaio com sais mono (NacCl) e bivalentes (Na2S04), com a membrana Casss.

Cases NaCl Na,SO4
Massa (g) 93,73 91,90
Permeado | Temperatura (°C) 16,80 16,50
Condutividade (uS/cm) 1036 810
Condutividade inicial (uS/cm) 1154 917
Alimentacéo
Condutividade final (uS/cm) 1039 845

Tabela 3.5 - Valores de massa (g), temperatura (3C) e condutividade (uS/cm) do permeado e da
alimentagéo, do ensaio com sais mono (NaCl) e bivalentes (Na2S04), com a membrana Caczs.

Cazs NaCl Na,SO4
Massa (g) 42,33 40,96
Permeado | Temperatura (°C) 19,70 19,40
Condutividade (uS/cm) 1088 746
_ Condutividade inicial (uS/cm) 1116 874
Alimentacao — i
Condutividade final (uS/cm) 1115 873

Com os dados da massa e da temperatura, foi possivel determinar o fluxo de

permeacao a 25 °C, tal como alinea anterior, com a equagéo 2.

Por outro lado, para calcular a concentracdo de sais presentes na alimentacao e
no permeado foi necessario, primeiramente, a construcao de retas de calibracdo. Onde,
para o NaCl a relagdo da concentragcdo com a condutividade é de 0,467 e do Na,SO4
de 0,765.
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Tabela 3.6 - Concentracéo dos sais permeado e na alimentacédo, da membrana Casss € Cazs.

Chaszss Cazs
NaCl NaxSOq4 NacCl NaSOq4
Permeado

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

483,40 619,65 507,66 570,69

_ Inicial 538,46 701,51 520,73 668,61

Alimentacao

final 484,80 646,43 520,26 667,85

Sabendo a concentracdo de sais presentes no permeado e na alimentacdo foi
possivel o calculo do coeficiente de rejeicdo aparente de sais monovalentes como de

sais bivalentes, através da equagéo 3.

Tabela 3.7 - Coeficientes de rejeicdo de sais monovalentes e bivalentes de cada membrana

Chases Cazs
NaCl - f (%) 0.29 242
NazSOa- f (%) 414 14,55

Analisando a tabela 3.7, conclui-se que as membranas poliméricas tem uma maior
capacidade de rejeitar sais bivalentes do que sais monovalentes, visto que o0s
coeficientes de rejeicdo de sais monovalentes sdo significativamente menores do que
os dos bivalentes. E possivel concluir que os sais tém uma maior facilidade de
atravessar a membrana com poros de maior tamanho, ou seja, com maior quantidade

de formamida.

Por ultimo, conclui-se que estamos na presenca de um sistema que trabalha em

ultrafiltragéo, devido ao facto dos valores destes coeficientes serem baixos.

3.1.3. Rejeicdo a Solutos Orgéanicos
A rejeicdo a solutos orgéanicos, permite o calculo do limite de exclusdo molecular
de cada membrana. Para tal, utilizaram-se solu¢cdes de Polietilenoglicol (PEG) e
Dextrano de 600 ppm com massas moleculares diferentes. Ap0s passagem nas
membranas foi recolhido permeado e alimentacdo e medido a sua temperatura, peso e

guantidade de carbono orgénico total (COT), como descrito na aliena 2.4.3.

Com as areas dos picos obtidos através da passagem das amostras pelo aparelho
de indice de refracdo, determinou-se a concentracdo de cada uma delas e, por
conseguinte, o coeficiente de rejeicdo aos solutos organicos, utilizando a equacao 3.

Obtendo os valores dos coeficientes representados nas tabelas 3.8 e 3.9.
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Tabela 3.8 - Coeficientes de rejeicao de solutos organicos, para a membrana Cass,s.

PEG 20 000 Dextrano 70 000 Dextrano 100 000
Membrana
f (%) f (%) f (%)
Casss 56,28 94,12 97,37

Tabela 3.9 - Coeficientes de rejeicao de solutos orgénicos, para a membrana Cazs.

PEG 3 000 g/mol Dextran 6 000 g/mol Dextran 10 000 g/mol
Membrana
f (%) f (%) f (%)
Cazs 66,29 86,78 90,44

Tendo os valores dos coeficientes de rejei¢do, foi possivel a determinacdo do

limite de exclusdo molecular das membranas, através da construcdo de uma reta de

calibragcdo, calculando posteriormente o log(lj_r—f) =1. Na figura 3.2 e 3.3 estdo

representados esses mesmo graficos e na tabela 3.10 os valores de MWCO de cada

uma das membranas poliméricas.
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Figura 3.2 - Representacdo grafica do MWCO para a membrana Casss.
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Figura 3.3 - Representacao grafica do MWCO para a membrana Cazs.
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Tabela 3.10 - Valores de MWCO obtidos para cada uma das membranas.

Case5 Cazs

MWCO (kDa) 65,48 9,56

Analisando a tabela 3.10, € possivel concluir que a membrana Cazss, por
apresentar poros de maior tamanho, comparativamente a membrana Cazs, permite a
passagem de moléculas também elas de maiores dimensfes. Onde esta membrana,
rejeita (> 91 %) apenas 0s solutos organicos que apresentem tamanhos superiores a
65,48 kDa. Por outro lado, a membrana Cazg, tem um limite de exclusdo molecular muito
mais baixo, do que a anterior, conseguindo apenas atravessa-la, particulas com

tamanhos inferiores a 9,56 kDa.

3.2. Fracionamento do Efluente pelas Membranas
ApOs a caracterizagdo das membranas, prosseguiu-se o estudo dessa tecnologia

utilizando efluente de cortica e dividindo este em vérias fracdes: leve, média e pesada.

3.2.1. Fracao leve
A fracdo leve, foi a fragdo obtida utilizando o efluente como alimentagéo e a
membrana com poros mais pequenos, ou seja, a Cazs. Onde esta fragdo corresponde
ao permeado obtido desse ensaio. Sabendo que a membrana Cazs tem um limite de
exclusdo molecular de 9,56 kDa, em principio 0s compostos presentes nesta fracdo tém

dimensdes inferiores a 9,56 kDa.

Na tabela 3.11 estéo representadas as condi¢des operatérios e na tabela 3.12 as
caracteristicas da fracao leve e da alimentacdo que Ihe deu origem. Onde os fendis

totais e taninos foram determinados através dos métodos descrito na alinea 2.7.1.

Tabela 3.11 - Valores registados e obtidos para obter a fracéo leve, com a membrana Cazs. em
modo de concentragéo.

Fracéo leve
Presséo (bar) 2
Temperatura (°C) 18,7
Tempo (min) 40
Quantidade (L) 0,350
Q (L/h) 0,525
Je(L/h/m?) 17,76

Daniela Silva
53



Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

Tabela 3.12 Cor, condutividade (uS/cm), coeficientes de rejeicdo e quantidade de fendis totais e
taninos do efluente e da fracéo leve.

Alimentacgéao Permeado

Efluente Fracéo leve

Cor 24700 1950

f cor (%)
Condutividade (uS/cm) 1950 1228
f cond. (%)

Fenois Totais (mg/mL) 0,307 £ 0,028 0,159 + 0,015
Taninos (mg/mL) 0,160 + 0,011 0,132 £ 0,011

Da analise da tabela 3.12, foi verificado que ocorreu uma diminuicdo de 92 % da

cor e de 37 % da condutividade.

3.2.2. Fracéo Pesada
A fracdo pesada, diz respeito a fracdo obtida através da passagem de efluente
(alimentacdo) pela membrana maior (Casss), sendo esta fragdo correspondente a
alimentacdo concentrada, apés estabilizacdo da condutividade e da cor. Utilizando o
processo de diafiltracao. Esta ao contrario da fracao leve, devera apresentar compostos
na sua constituicdo com maiores dimensdes, superiores a 65,48 kDa, uma vez, que sao

0s compostos gue ndo conseguiram transpor a membrana.

Na tabela 3.13 estdo representadas as caracteristicas da fracdo pesada e da

alimentacédo que lhe deu origem.

Tabela 3.13 - Cor, condutividade (uS/cm) e coeficiente de rejeicéo do efluente e da fragéo pesada
em modo de diafiltracdo

Alimentacéao Concentrado
Efluente Fracdo Pesada
Cor 24700 8400
f cor (%) 69
Condutividade (uS/cm) 1950 1440
f cond. (%) 26
Fendis Totais (mg/mL) 0,307 £ 0,028 0,240 + 0,005
Taninos (mg/mL) 0,160 + 0,011 0,153 £ 0,011

O processo de diafiltracdo foi realizado até a estabilizacdo dos valores de

condutividade e cor do permeado, verificando que tanto a condutividade como a cor do

Daniela Silva
54



Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

permeado diminuiram gradualmente até estabilizarem (figura 3.4). Isto ocorreu, uma vez
que a medida que a experiéncia decorre a quantidade de compostos na alimentacao vai

diminuindo com a remoc¢ao de compostos no permeado.
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Figura 3.4 - Representacao gréfica da variacdo da condutividade (uS/cm) e da cor do
permeado em funcéo do diavolume, utilizando a membrana Cass s.

De modo a verificar de que forma o fluxo de permeado variava, foi construido a

figura 3.5.
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Figura 3.5 - Representacao grafica do fluxo volumétrico (Jr) em fungdo do diavolume,
utilizando a membrana Caass s.

Analisando a figura 3.5 é possivel notar que o fluxo volumétrico, diminui com o
tempo, isto devido ao facto que a medida que se vai recolhendo permeado, a
alimentacdo vai ficando cada vez mais concentrada, apresentando uma crescente

percentagem de compostos com maiores dimensdes, dificultando a filtracéo.

3.2.3. Fracado média
Ao contrario das restantes fracdes, esta foi a Unica obtida através da utilizacao

das duas membranas, ou seja, primeiro utilizando a Cass;s, para remover 0s compostos
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de maiores dimensbes do efluente, e de seguida utilizando o permeado obtido desse
processo como alimentacdo da membrana Caz. Onde a segunda etapa de filtracdo
consistia num processo de diafiltracdo. A fracdo média em principio ser& constituida por
compostos de dimensdes entre 0s 9,52 kDa e os 65,48 kDa.

Na tabela 3.14 estéo os valores das condi¢gfes operatdrias e na tabela 3.15 estédo

representadas as caracteristicas da fracdo média e da alimentacéo que Ihe deu origem.

Tabela 3.14 - Valores registados e obtidos para obter a alimentacdo da fracdo média, com a
membrana Cass s, Na etapa em modo de concentracao.

Permeado Efluente Cases
Presséo (bar) 2
Temperatura (°C) 20,93
Tempo (min) 97
Quantidade (L) 4
Q (L/h) 2,47
Jr(L/hIm?) 83,54

Tabela 3.15 - Cor, condutividade (uS/cm) e coeficiente de rejeicdo da alimentacdo da fracéo
média e da fracdo média.

Alimentagéao Concentrado
Permeado Efluente Casss Fracdo Média
Cor 1900 580
f cor (%) 69
Condutividade (uS/cm) 1719 123
f cona. (%) 93
Fenois Totais (mg/mL) - 0,090 £ 0,034
Taninos (mg/mL) - 0,079 £ 0,042

Tal como na alinea 3.2.2., para a fracao média também foram registados os valores de

condutividade e de cor do permeado ao longo da diafiltracéo, estando os valores
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obtidos representados na figura 3.6. E os valores do fluxo de permeado na figura
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Figura 3.6 - Representac¢do gréafica da variacdo da condutividade (uS/cm) e da cor do
permeado em fun¢éo do diavolume, utilizando a membrana Cazs.

Como na diafiltragcdo anterior, nesta foi observado também que a condutividade e

a cor diminuiram ao longo da atividade.
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Figura 3.7 - Representacao gréafica do fluxo volumétrico (Jp) (direita), utilizando a membrana
Chazs.

Analisando a figura 3.7 observa-se que o fluxo se manteve praticamente constante
a medida que o diavolume aumentava. Esta membrana ao conter poros de dimensdes
mais pequenas, quando comparada com a membrana Casss ndo € tdo afetada pelo
fendbmeno de polimerizagédo por concentracdo o que fez com que o fluxo volumétrico

nao sofresse tantas alteracdes.

3.2.4. Comparacéao entre Fracdes e Efluente
Para uma melhor observacéo dos coeficientes de rejeicdo aparente relativamente
a cor e a condutividade, de forma a analisar a descontaminagdo do efluente, foi

construido o gréfico da figura 3.8.
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Figura 3.8 - Coeficientes de rejeicdo aparente relativamente a cor e a condutividade, tendo como
base os valores do efluente.

Atraveés da figura 3.8 nota-se que a fragdo que apresenta valores mais distantes
em termos de cor e de condutividade é a fragdo média, ou seja, a fracdo que foi obtida
a partir do modo de concentracdo e do modo de diafiltragédo utilizando os dois tipos de
membranas. Ainda se verifica que a fracado obtida apenas pelo modo de diafiltracdo com

a membrana Cazss € a que apresenta coeficientes mais baixos.

3.3. Caracterizacao do Efluente e das Fracobes
O objetivo da etapa anterior consistiu no isolamento de compostos em diferentes
fragcOes, utilizando a tecnologia de membranas que serdo seguidamente caracterizadas.
Através da identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes em cada

composto como tambem os fendis totais e taninos.
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3.3.1. Cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD)

As corridas de cromatografia liquida de elevada resolucdo (HPLC-DAD), descritas
na alinea 2.7.2 do efluente e das fracbes permitiram obter os cromatogramas
representados na figura 3.9.
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Figura 3.9 - Cromatograma do Efluente e da Fracdo Pesada e Média (1 mg de massa
seca/mL).

Pode verificar-se que o0s cromatogramas representados na figura 3.9
apresentavam linhas de base muito elevadas, impossibilitando uma facil identificacéo e
gquantificacdo dos compostos presentes em cada uma das fragdes e no efluente, devido
a presenca mucilagens “3, mistura de polissacarideos e outros polimeros presentes nas
plantas e cujo fracionamento pelas membranas n&o eliminou na totalidade.® Tendo por
isso sido extraidas as mucilagens através do processo de extracdo com etanol, descrito

na alinea 2.6 e analisadas apos a extracdo no HPLC-DAD.

Obtendo assim os cromatogramas do efluente e das fragbes sem mucilagens,
ilustrados na figura 3.10.
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Figura 3.10 - Cromatograma do Efluente e da Fracdo Pesada e Média, sem mucilagens (1 mg
de massa seca/mL).

Visto o0 objetivo ser a recuperacdo de compostos do efluente da cortica, foi
possivel verificar de acordo com os cromatogramas (figura 3.10) que nas fracdes
pesada e média se obteve isolamento de alguns compostos do efluente quando
comparado com a fragdo leve, cujo perfil cromatografico € mais similar ao efluente. Por
outro lado, as fragfes pesada e média sdo constituidas por um nimero mais reduzido
de compostos tornam-se muito diferentes da composi¢cdo do efluente, o que era
pretendido nesta etapa.

Com os cromatogramas obtidos e representados na figura 3.10, foi possivel a
determinagdo dos compostos presentes em cada uma das fracdes e do efluente, como
também a sua quantificacao, através da construcdo de curvas de calibracéo utilizando
0s padrdes, estando os valores esquematizados na tabela 3.16. Uma vez que ndo se
tinha o padrdo de acido protocatecuico e do acido carboxilico de Brevifolina, ndo foi
possivel a sua identificacdo, mas fazendo a comparacéo a partir dos cromatogramas
obtidos com cromatogramas de estudos ja realizados e publicados foi possivel a sua
identificacdo 11541951 Devido a isso, a sua quantificacdo relativa, foi classificada
consoante a sua intensidade relativa, com sinais de + e -. Onde 0s picos maiores estao

representados com o sinal + e 0s menores com o sinal -.

O &cido quinico (1) por ser dos primeiros compostos a ser separado e sair perto

do pico da injecdo, foi necesséario fazer um ajuste na separacdo cromatografica ja
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descrito em 2.7.2 possibilitando assim a quantificacdo do acido quinico (1) presente nas

fracBes e efluente. Os cromatogramas e as curvas de calibracdo estdo disponiveis em

anexo.

Tabela 3.16 - Compostos identificados como estando presentes no efluente e nas restantes
fracbes sem mucilagens. NA: ndo apresenta.

, Fracao Fracao Fracao
Pico Composto Efluente _
Pesada Média Leve
1 | Acido Quinico (ug/mg) 102,63 NA 119,85 134,54
2 | Acido Galico (ug/mg) 1,11 NA NA 2,13
Acido Protocatecuico
3 - NA NA +
(Mg/mg)
Acido carboxilico de
4 + ++ NA -
Brevifolina (ug/mg)
5 | Acido Vanilico (ug/mg) 6,45 NA 0,84 3,54
6 | Acido Sirigico (ug/mg) 1,52 NA NA 1,34
7 | Acido Elagico (ug/mg) 80,38 5,48 NA NA

Foram injetados ainda no HPLC-DAD as mucilagens que tinham sido removidas

das fragbes e do efluente de modo a determinar se tinham sido removidos compostos

fendlicos importantes para as etapas seguintes.
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Apo6s obtencdo dos cromatogramas das mucilagens presentes nas amostras,

tracaram-se os seguintes gréaficos de comparacéo, presentes na figura 3.11.
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Figura 3.11 - Cromatograma das mucilagens das fra¢cdes (Img/mL), em HPLC-DAD.

Tabela 3.17 - Comparacéo da intensidade relativa dos picos dos compostos sem mucilagens (A)
e das mucilagens (B).

Fracéo Fracéo Fracéo
_ Efluente o
Pico Composto Pesada Média Leve
A B A B A B A B
1 Acido Quinico + - NA + + NA + NA
2 Acido Galico + - NA | NA | NA | NA + -
Acido
3 _ + NA | NA | NA | NA | NA + -
Protocatecuico
Acido
4 carboxilico de - NA + NA NA NA + NA
Brevifolina
5 | Acido Vanilico + NA | NA | NA | NA | NA + -
6 Acido Sirigico + NA | NA | NA + NA + -
7 Acido Elagico - + - + NA + NA +
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Analisando os cromatogramas presentes na figura 3.11 e 3.12 construiu-se a
tabela 3.17, onde foi verificado que com a precipitacdo das mucilagens ocorreu também
a precipitacao de alguns compostos fendlicos, sendo que o &cido elagico (7), foi um dos

compostos que saiu maioritariamente nas mucilagens.

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que a maioria dos
compostos isolados do efluente da cortica e identificados no HPLC-DAD s&o compostos
fendlicos. Dos compostos identificados por HPLC-DAD, o efluente e a fracdo leve sdo
constituidos maioritariamente pelo acido quinico (1), pelo acido galico (2), acido
protocatecuico (3), &cido carboxilico de Brevifolina (4), acido vanilico (5), acido siringico
(6) e pelo &cido elagico (7). A fracdo pesada € constituida pelo acido carboxilico de
Brevifolina (4) e pelo &cido elégico (7). Por ultimo, a fragdo média apresenta o &cido
quinico (1), o &cido carboxilico de Brevifolina (4), o acido siringico (6) e o acido elagico

@).

A fracdo leve e o efluente ndo apresentavam diferencas a nivel da sua
constituicao, isto é, devido ao facto de a fracdo leve ter sido obtida apenas com a
utilizacdo da membrana Cazs €m modo de concentragéo, esta membrana possui o limite
de exclusdo molecular mais baixo de 9,52 kDa, o que permite recuperar do efluente a
maioria dos compostos com dimensdes em principio inferiores a 9,52 kDa. Concluindo
que os compostos fendlicos na sua maioria apresentam dimensdes inferiores fazendo
parte da composi¢cdo da fracdo leve. No entanto, verifica-se que a utilizacdo da
membrana de poros maiores, Casss, € @ mais eficaz no que toca ao isolamento de
compostos na fracao pesada e média ndo por limites de exclusédo molecular, mas porque
possivelmente em modo de diafiltracdo se acumulam mais polimeros a superficie da
membrana o que pode levar a retencdo das pequenas moléculas por fenébmenos de
colmatacdo. por outro lado, a fracdo média apresentava menor quantidade d

mucilagens do que a fracdo pesada.

3.3.2. Quantificacdo de fendis totais e taninos

Os compostos fendlicos, sdo 0s compostos responsaveis pelo potencial
antioxidante e protetor das amostras. De forma a determinar a quantidade total destes
no efluente e nas fragdes, utlizou-se o método de Folin-Ciocalteu, seguindo o

procedimento descrito na alinea 2.7.1. Onde foram obtidos os valores da tabela 3.18.
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Tabela 3.18 - Quantidade de fendis e taninos presentes em cada fracéo e efluente, depois da
liofilizacao.

Efluente Fracdo Pesada | Fracdo Média | Fracao Leve
Fendis totais
(mg/mg 0,290+0,048 0,176+0,065 0,178+0,019 0,064+0,007
extrato)
Taninos
(mg/mg 0,147+0,037 0,085+0,009 0,119+0,006 0,034+0,007
extrato)

Com os valores da tabela 3.18 foi possivel verificar que o efluente € o que
apresenta uma maior quantidade de fendis e taninos, o que era de esperar, uma vez
gue as outras amostras sao fracdes desta. Relativamente as fracdes, denota-se que as
fracbes média e pesada apresentam valores muito similares a nivel de fendis totais,
diferenciando na quantidade de taninos, podendo isto ser devido a facto de nenhuma
das duas apresentar em principio compostos com tamanho inferior a 9,56 kDa, e
possivelmente devido ao uso do modo de diafiltracéo. A fracdo leve por sua vez por ter
sido obtida através da membrana com poros mais reduzidos, com um limite de exclusdo
molecular de 9,56 kDa, € a que apresenta na sua constituicio menor quantidade de
compostos fendlicos, tanto no global como em relagdo a quantificacdo dos taninos,
apesar de apresentar na sua composi¢do um maior diversidade de compostos fenolicos
diferentes na sua composi¢do, como demonstrado na alinea 3.3.1. Talvez porque a
utilizacdo do modo de diafiltragdo concentre os compostos de maior dimensdo que

podem ajudar ao isolamento de maior quantidade de compostos fendlicos.

Foi ainda determinado a quantidade de fendis totais presentes nas amostras, apés

remocao das mucilagens presentes nelas.

Tabela 3.19 - Quantidade de fendis e taninos presentes em cada fracdo e efluente sem
mucilagens.

Efluente Fracdo Pesada | Fracdo Média | Fracao Leve
Fenois totais
(mg/mg 0,269+0,034 0,310+0,013 0,294+0,019 0,265+0,052
extrato)

Com base na tabela 3.19 observa-se que ao serem retiradas as mucilagens as
fracOes apresentam na sua constituicdo maior quantidade de fendis, o que era de
esperar, visto que ao serem retiradas as mucilagens na pesagem de 1 mg de extrato as
fracOes e efluente vao ter na sua constituicdo maior percentagem de fendis relativa. Esta

metodologia demonstra assim ser adequada para concentrar os compostos fendlicos
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presentes no efluente e nas fraces, apesar de como se pode constatar na figura 3.11

haver alguma perda de compostos nas mucilagens.

3.4. Potenciais Biolégicos do Efluente e das Fracdes
Relativamente aos potenciais bioldgicos, foi determinado o potencial antioxidante
por trés metodos diferentes, o potencial de inibicdo da enzima AChE e o potencial

protetor contra agentes oxidantes e fisico.

3.4.1. Determinacao da Atividade Antioxidante
A atividade antioxidantes do efluente e das fragbes foi determinado a partir de trés
métodos diferentes o da reducdo do DPPH, o da inibi¢cdo da peroxidacao lipidica e o da

inibicdo da captura de radicais de oxido nitrico.

3.4.1.1. Método da Reducao do Radical DPPH
Utilizando o método do DPPH, descrito na alinea 2.7.3.1, foram obtidos valores
de atividade antioxidante de eliminacdo do radical DPPH para diferentes concentracdes
de efluente e fracdes recuperados e que foram utilizados para a construcéo da figura
3.12 e de modo a possibilitar o calculo do ECs, do efluente e das fracbes pesada, média

e leve.
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Figura 3.12 - Atividade Antioxidante (AA %) em funcao da concentragdo do efluente e das
fracBes (ug/mL).

A partir da figura 3.12 observa-se que a atividade antioxidante aumenta com o
aumento da concentracdo de extrato utilizado, uma vez que quanto maior é
concentracdo maior € o seu potencial antioxidante. Na tabela 3.20 encontram-se 0s

valores do ECsp obtidos.

Tabela 3.20 - ECso (ug/mL) da atividade antioxidante do efluente e fracfes.

Amostra ECso (Mg/mL)
Efluente 35,73+ 1,73
Fracdo Pesada 21,97 + 3,48
Fracdo Média 33,31+£1,19
Fragcéo Leve 74,47 * 3,26

A fracdo que contem maior poder antioxidante € a fragcdo pesada, uma vez que é
a que necessita de menor quantidade de fracdo para atingir 50 % de atividade

antioxidante.
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Determinou-se ainda o0 potencial antioxidante de padrdes disponiveis
comercialmente, sendo eles o acido quinico (1), &cido galico (2), acido vanilico (5), acido
siringico (6) e acido elagico (7). Na tabela 3.21 estdo representados o0s ECso dos

padrdes.

Tabela 3.21 - ECso da atividade antioxidante dos padrées.

Amostra ECso (Mg/mL)
Acido Galico (2) 0,957 + 0,044
Acido Siringico (6) 2,340 + 0,095
Acido Elagico (7) 0,785 + 0,041

Tanto o0 &cido quinico como o acido vanilico apresentavam atividades
antioxidantes muito reduzidas, numa amostra com a concentracdo de 62,5 pg/mL o
acido quinico (1) apenas correspondia a 7,61 % + 1,96 e o acido vanilico (5) a 15,31 %

* 1,30, ndo tendo por isso sido determinado o ECs, destes dois compostos.

Em particular de cada fracdo, a fracdo pesada é a que apresenta um maior poder
antioxidante isto deve-se ao facto de esta ser constituido por trés compostos pelo acido
quinico (1), acido carboxilico de brevifolina (4) e pelo acido elagico (7), uma vez que, 0

acido elagico contém um grande poder antioxidante.

A fracdo média por ser constituida pelo &cido quinico (1), acido elagico (7) e acido
siringico (6) fornecem um bom poder antioxidante a fracao. Isto porque, o acido siringico
(6) e o elagico (7) s6 por si tem uma boa atividade antioxidante e, por outro lado, o &cido
quinico apesar de nao ser um bom antioxidante, na presenca de outros compostos tem
a capacidade de potenciar o poder antioxidante de outros compostos, através de um

fendmeno de sinergismo.[11.54.108]

A fracdo leve por ser constituida por acido quinico (1) e acido vanilico (5),
compostos com pouca atividade antioxidante faz com que esta fracdo apresente baixa
atividade antioxidante. Tal como na fracao leve, o efluente também apresenta na sua
constituicdo maiores quantidades de &cido quinico (1) e &cido vanilico (5), mas por
apresentar uma grande quantidade de acido eldgico (7) apresenta maior poder
antioxidante do que a fracdo leve. A fracao leve por conter pouca quantidade de fendis
totais em comparacdo com o efluente e a fracdo pesada e média, resulta também no

seu potencial antioxidante mais fraco.
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Para determinar de que forma as mucilagens afetam a atividade antioxidante
procedeu-se a determinacdo das AA das amostras sem mucilagens e das mucilagens
recuperadas para os valores da concentracao que correspondem a, aproximadamente
0s ECso obtidos anteriormente. Uma vez que nado se tinha quantidades suficientes de
mucilagens da fracdo leve para quantificar a sua percentagem de capacidade
antioxidante para 75 pyg/mL, foi determinado a atividade antioxidante utilizando apenas
25 ug/mL. Comparado esse valor com o obtido da fracdo leve total, ou seja, com
mucilagens na sua constituicdo. Por outro lado, ndo se pode comparar o valor obtido
das mucilagens da fracdo leve com o a fracdo leve sem mucilagens, porque mais uma
vez ndo se tinha quantidades suficientes de fragdo sem mucilagens para realizar o

ensaio.

100
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40

20 IH
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250pg/mL 27 5pugmL  325upg/mL 750 pug/mL 250 ug/mL
Efluente Fracéo Fracdo Média Fracdo Leve Fracéo Leve
Pesada

mc/ mucilagens Os/ mucilagens mucilagens

Figura 3.13 - Grafico de comparacédo dos valores obtidos da atividade antioxidante (AA %),
para as amostras com mucilagens, sem mucilagens, e mucilagens.

Tendo por base a figura 3.13, verifica-se que para a mesma concentracdo as
amostras com mucilagens, barras pretas, apresentam valores de atividade antioxidante,
significativamente, maiores em comparacdo com as amostras sem mucilagens, barras
amarelas, com excecdo da fracdo pesada, onde a fragcdo pesada sem mucilagens
apresenta melhores valores de atividade antioxidante quando comparadas com o0s
valores de AA (%) da mesma fragdo com mucilagens e mucilagens da fracdo. Pode
também constatar-se que os compostos presentes nas mucilagens (barras azuis) ja
identificados por HPLC-DAD (Figura 3.11) fazem com que estas apresentem alguma
atividade antioxidante, sendo bastante relevante na fracdo leve em comparacdo com a

fracdo total, o que podera ser devido a quantidade de compostos fendlicos que
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precipitaram junto com as mucilagens no tratamento desta fracdo, homeadamente o

acido protocatecuico (3), o &cido vanilico (5), o acido siringico (6) e o acido elagico (7).

Para uma mesma concentracdo a fracdo pesada sem mucilagem apresenta
melhor atividade antioxidante em comparacdo com as fracdo leve e média sem
mucilagens, isto pode ser explicado, como se pode observar na figura 3.10, pelo facto
da fracdo pesada sem mucilagens ao contrario das restantes apresentar uma grande
guantidade de acido carboxilico de brevifolina (4). Por outro lado, as mucilagens da
fracdo pesada, figura 3.11, por serem constituidas apenas por acido elagico (7) e acido
quinico (1), apesar de poder ocorrer o fenébmeno de sinergismo, ndo chega para
apresentarem atividades antioxidantes tdo grandes como a atividade antioxidante
apresentada pela fragdo normal e pela fracdo sem mucilagens, que contém o &cido
carboxilo de brevifolina (4) e que ndo tem o 4cido quinico (1). O facto de a fracdo pesada
sem mucilagens ter uma melhor capacidade antioxidante é devido a esta apresentar
uma maior quantidade de fendis totais em comparacao a fracdo pesada normal, como

mostrado na tabela 3.18.

Comparando os valores de Ecso obtidos do efluente e dos compostos com valores
de outros estudos verifica-se que ao se utilizar membranas com limites de exclusdo
molecular de 65,48 kDa em vez de 74 kDal'!l obtém-se uma fracdo pesada com
melhores valores de atividade antioxidante. Por outro lado, utilizando o método de
extracdo de soxhlet e fragmentos de placas de cortica triturados®®® em vez do efluente
da cortica, consegue-se obter melhores valores do que os obtidos utilizando a tecnologia
de membranas, mas estas extragcbes envolvem tecnologias menos limpas com

utilizacdo de solventes organicos e um menor isolamento dos compostos fendlicos. ?°

3.4.1.2. Inibicdo da Peroxidacéo Lipidica
Com a andlise anterior da atividade antioxidante verificou-se que a fracdo pesada
era a que apresenta melhores valores de AA. Por conseguinte, a inibicdo da PL
comecou pela analise da fracdo pesada a diferentes concentracdes, tendo obtido o

gréfico representado na figura 3.14.
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Figura 3.14 - Inibicdo da peroxidacao lipidica (%) em funcdo da concentragcéo da fracao
pesada (mg/mL).

Na figura acima, € possivel verificar que com o aumento da concentracdo da
fracao pesada ocorre um aumento da inibicdo da PL. Por outro lado, verifica-se que para
uma concentracdo de 0,5 mg/mL, o valor de inibicdo continua a ser, significativamente,
baixo 11,43 % * 2,9, comparativamente ao valor padrdo da concentracao do acido
ascorbico que tem a capacidade de inibir metade da peroxidacdo lipidica (0,38
mg/mL).11%1 Apés célculo da inibicdo PL para a fracdo pesada, prosseguiu-se a
determinagcdo das inibicbes da PL para as restantes fracbes e efluente a uma
concentracdo de 0,5 mg/mL, verificando que o efluente apesar de ser o que apresenta

uma maior inibicdo, continua a apresentar valores muito reduzidos de capacidade de
inibicdo, quando comparado com o acido ascorbico.
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Figura 3.15 - Percentagem da inibicdo da peroxidacao lipidica das amostras com concentracao
de 0,5 mg/mL.

O efluente apresenta um maior potencial de inibicdo da peroxidacdo lipidica,

gquando comparada com as restantes fracdes, devido a presenca de acido gélico (2) e
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da grande quantidade de acido elagico (7). Que demonstrado noutro trabalho
apresentam boas capacidades de inibicdo da peroxidacéo lipidica, tendo o acido galico
um valor de 0,42 + 0,02 mg/mL, que € a concentracdo que corresponde a 50 % da

inibicdo da peroxidacéo, e o &cido elagico 0,67 + 0,05 mg/mL. B4

Os baixos valores obtidos ja eram esperados podendo resultar da interacdo de

acuUcares presentes no efluente e nas amostras. [5#108]

3.4.1.3. Inibicdo da Captura de Radicais de Oxido Nitrico
A fracdo pesada por ser a que apresentava melhores valores de atividade
antioxidante, foi testada pelo seu potencial de inibicdo da captura de radicais NO e foi
verificado que apresentava uma baixa capacidade inibitéria mesmo para uma elevada

concentracao de fracéo, tabela 3.22.

Tabela 3.22 -Percentagem de inibicdo da reducéo de radicais NO presentes na fracdo pesada.

Amostra Inibic&o da captura de radicais NO (%)
Fracdo Pesada (2,5 mg/mL) 24,40

Uma vez que a fracdo pesada ndo apresentava um valor de inibicdo significativo,
guando comparado com o valor padrao da concentracdo do acido ascorbico que tem a
capacidade de inibir a captura de metade dos radicais NO (0,0455 mg/m)®51%° nzo se

testou a capacidade das outras fracdes nem do efluente.
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3.4.2. Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase
Seguindo o procedimento enunciado no ponto 2.7.4, foi determinado a capacidade
do efluente e das restantes fracdes de inibirem a acetilcolinesterase. Para tal foi
determinada a percentagem de inibicdo da AChE com diferentes concentracdes de

efluente e de fracbes, onde foram obtidas as curvas da figura 3.16.
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Figura 3.16 - Inibicdo da AChE em func¢do da concentracdo do efluente e das fracdes (mg/mL).

A partir das equacdes das retas obtidas e representadas na figura 3.16, foi
determinado a concentracéo de fracéo ou efluente a que corresponde a 50 % de inibicdo

da AChE, ACsg, das amostras, representadas na tabela 3.23.
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Tabela 3.23 - ACso (ug/mL) da inibicdo da AChE (%) do efluente e fragBes.

Amostra ACso (mg/mL)
Efluente 0,561 + 0,047
Fracdo Pesada 0,342 £ 0,012
Fracdo Média 0,627 + 0,050
Fracdo Leve 1,397 £ 0,037

Apo6s determinacdo dos ACso, de cada uma das amostras foi verificado que a
amostra que apresenta um maior potencial de inibicdo da AChE ¢é a fracdo pesada e a
que apresenta inibi¢éo inferior é a fracado leve. Classificando em termos do potencial de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, ou seja, em potencial potente (>50 %) moderado
(30 — 50 %) baixo ou inativo (< 30 %) para uma concentracdo de 1 mg/mL, apenas a

fracéo leve se encontra no moderado e as restantes tem um potencial elevado. 53 110

De seguida foi determinado 0 ACso da inibigcdo da AChE dos padrfes disponiveis
comercialmente, de modo a possibilitar a justificacdo da capacidade de inibicdo da

AChE do efluente e das fragbes.

Tabela 3.24 - Valores obtidos da inibicdo da AChE (%), para os padrdes.

Amostra ACso (mg/mL)
Acido Quinico (1) 1,362 + 0,145
Acido Galico (2) 0,381 + 0,150
Acido Vanilico (5) 0,947 + 0,190
Acido Siringico (6) 0,376 + 0,020
Acido Elagico (7) 0,112 + 0,007

De acordo com a tabela 3.24 o &cido elagico (7), o acido siringico (6) e o acido
galico (2) séo os compostos fendlicos presentes no efluente e nas fragdes que tém maior
poder inibitério. Por outro lado, o &cido quinico (1) e o &cido vanilico (5) sdo os que
apresentam pior atividade de inibicdo da AChE. A nivel da literatura, o acido gélico (2)
€ dos compostos fendlicos que apresenta maior ACso, sendo que o acido eléagico (7) um
valor de ACso superior. 1% 1121 Relativamente ao acido siringico (6) este apresenta um
valor de inibicdo da AChE similar ao do &cido galico (2).**%. Mas todos os compostos

fendlicos a excepcdo do acido quinico apresentam potencial elevado.3 1101,

A fracdo leve apresenta menor capacidade de inibicAo da enzima AChE

possivelmente devido ao facto de apresentar menores quantidade de fendis totais na
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sua constituicdo, como visto na tabela 3.18, e ndo apresentar na sua constituicdo acido
elagico (7). Por sua vez, a fracdo média e o efluente apresentam valores superiores de
ACs possivelmente devido a sua composicao fendlica elevada. A fracao pesada € a que
apresenta um maior potencial de inibicdo da enzima AChE possivelmente devido ao

acido elagico (7).

Mais uma vez, foi testado de que forma a remocdo das mucilagens e as
mucilagens afetavam a capacidade de inibicdo da AChE, para tal foram preparadas
solucBes com as concentracdes correspondentes ao ACsq, determinados anteriormente.
A excecgao da fragdo leve, visto ndo haver quantidade de massa seca suficiente onde
foi utilizado uma concentragéao de apenas 0,50 mg/mL que na fragcéo leve apresenta um
potencial de inibicdo de 29,81 %. Os valores de inibicdo obtidos nos diferentes tipos de

fracdo usados foram representados na figura 3.17.
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Figura 3.17 - Grafico de comparacao dos valores obtidos da inibicdo da AChE, para as
amostras com mucilagens, sem mucilagens, e mucilagens.

Analisando a figura 3.17, foi verificado que na maioria dos casos na auséncia de
mucilagens (barra amarela), & excecao da fracdo pesada, obtém-se maiores valores de
inibicdo da AChE relativamente a fragdo com mucilagens (barra preta), isto pode dever-

se ao facto das fragcdes sem mucilagens apresentarem uma maior composicao fendlica.

Por outro lado, visualiza-se que as mucilagens (barras azuis) no efluente e na
fracdo pesada apresentam valores maiores de inibicdo relativamente ao efluente e
fracdo com mucilagens (barra preta), isto pode ter a ver as mucilagens dessas duas
fracOes serem constituidas em grande parte por acido elagico (7), o composto fendlico

que revelou maior capacidade de inibicdo da AChE.
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Relativamente a fracdo pesada, comparando os valores figura 3.17 com o0s
compostos fendlicos que a constituem, verifica-se que o facto da fracdo pesada sem
mucilagens (barra preta) apresentar uma percentagem mais baixa resulta
possivelmente da perda de acido elagico (7) nas mucilagens. No caso do efluente sem
mucilagens e fracdo média sem mucilagens (barras amarelas) uma vez que apresentam

acido siringico (6) pode justificar apresentarem maior inibicdo de AChE.

Comparando os valores obtidos neste trabalho com valores de outros estudos,
verifica-se que se obteve uma melhor inibicdo de atuacdo da enzima acetilcolinesterase
utilizando o processo descrito neste trabalho, ou seja utilizando o efluente da cortica e
a tecnologia de membranas em vez de se utilizar as folhas, as bolotas e a cortica do
sobreiro utilizando o método de extragdo de soxhlet, onde uma amostra 10 mg/mL
apresentava apenas 19,7 + 2,4 % de inibicdo da AChE.?%
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3.4.3. Citotoxicidade do Efluente e das Fracdes
A avaliacdo da citotoxicidade permitiu determinar que o efluente e as fracdes nédo
apresentam qualquer toxicidade por estudos efetuados em linhas celulares humanas do
cancro do figado (Hep-G2) e do melanoma da pele (A375). Relativamente as linhas

celulares do figado (Hep-G2), foram obtidas as variagBes presentes na figura 3.18.

Efluente Fracdo Pesada
100 100
g 80 g 80
o Cit. (%) = 19,818 C - 1,2657 o Cit. (%) = 16,018 C + 3,4472
e} e}
8 60 R? =0,9907 g 60 R?=0,9813
8 B
S 40 S 40
I 8
[8) [8)
20 20
0 0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
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Fracéo Leve
100
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2 o
— [$)
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(=] x
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20 20 ® (it (%) =30,844C- 254
R? = 0,9830
0 o 0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Concentragao (mg/mL) Concentracdo (mg/mL)

Figura 3.18 - Citotoxicidade do efluente e das restantes fracées em funcdo da concentracéo,
em células Hep-G2.

Com as figuras 3.18, foi possivel observar que quanto maior é a concentracdo das
fracOes e do efluente, maior é a morte celular, sendo a fracdo leve a que apresenta o
declive de citotoxicidade mais elevado ocorrendo maior morte celular para as mesmas
concentracdes em comparacdo com os restantes, apesar de ndo ser muito diferente

entre as varias fracoes e efluente.

Foram determinados os valores do ICso Hep-c2 de cada uma das fragOes e efluente,
ou seja, foi determinado o valor da concentracéo que resulta em 50 % de morte celular.

Estando esses valores expressos na tabela 3.25.
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Tabela 3.25 - ICso.Hep-c2 do efluente e das fracdes.

Amostra ICso.HEP-G2 (MQ/ML)
Efluente >25
Fracdo Pesada >25
Fracdo Média >25
Fracao Leve 1,70 £ 0,08

Analisando a tabela 3.25 verificou-se que a fracdo leve apresenta valores
citotéxicos maiores, no entanto para qualquer dos casos e, visto que as concentracdes
dos ICsonep-c2 S0 superiores a 0,1 mg/mL nenhuma das fracdes ou efluente é
considerado citotéxico, e neste caso como estamos a falar de células do figado pode-
se genericamente concluir que as fracdes e o efluente ndo exibem hepatotoxicidade.
Dado que os compostos sO sdo considerados toxicos para células humanas se a
concentracdo que provoca 50 % da morte celular for igual ou inferior a 0,1 mg/mL, o que

nao é o caso. 114

Foi adicionalmente avaliado o efeito citotoxico para o efluente e a fracdo apos

remocado das mucilagens e a figura 3.19 representa os resultados obtidos.

I o b0 1

2,5mg/mL 1 mg/mL 2,5mg/mL 1,5 mg/mL

Efluente  Fracdo Pesada Fragdo Média Fracéo Leve

100
80
80
4

o

Citotoxicidade (%)

2

o O

mc/ mucilagens Os/ mucilagens

Figura 3.19 - Grafico de comparacao da citotoxicidade das fracdes com e sem mucilagens.

Todas as fracbes e efluente apresentam valores de morte celular muito
semelhantes apesar de, no geral as fragcbes sem mucilagem apresentarem valores um
pouco menores. Podendo concluir que na auséncia das mucilagens, apesar de
aumentar no geral a concentracdo de compostos fenolicos presente nas fragdes, isto

ndo conduziu a que o efluente ou as fracBes tivessem hepatotoxicidade.
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Apbs andlise da citotoxicidade em linhas celulares do cancro do figado, foi ainda

avaliado no que diz respeito a toxicidade das fracBes e do efluente em linhas celulares

humanas do melanoma da pele, A375.
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Figura 3.20 - Citotoxicidade do efluente e das restantes frac6es em funcdo da concentracéo,
em células A375.

Apesar de na figura 3.20 se denotar que quanto maior é a concentracdo de

amostra utilizada maior é a sua capacidade citotoxica e que na linha celular A375 a

fracdo pesada é a que apresenta maior capacidade citotoxica, foi determinado o ICso

destas amostras (tabela 3.26) onde se verificou que nenhum dos compostos é

considerado téxico, visto o valor do ICso ser superior a 0,1 mg/mL.[24

Tabela 3.26 - ICso0.a375 do efluente e das fracdes.

Amostra ICs0.a375 (Mg/mL)
Efluente >25
Fracdo Pesada 1,30 £ 0,089
Fracao Média > 2,5
Fracdo Leve >25
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A fracdo pesada € a que apresenta maior valor de 1Cspas7s (1,301 £ 7,85 mg/mL),
e portanto, foi estabelecido este limite de concentracéo da fracdo pesada a utilizar nos

ensaios posteriores de design experimental, presentes na alinea 2.8.2 e 2.9.

Para uma melhor compreensdo das substancias responsaveis pelo poder
citotoxico presentes em cada uma das fragbes e do efluente, foi determinada a
citotoxicidade dos padrdes comercialmente disponiveis na linha celular A375, estando

os valores obtidos ilustrados na figura 3.21 e na tabela 3.27.

Tabela 3.27 - Valores de citotoxicidade dos padrdes.

Citotoxicidade (%)
Amostra
0,01 mg/mL 0,1 mg/mL
Acido Galico (1) 22,58 +1,98 54,23 + 4,06
Acido Quinico (2) 11,96 £ 2,38 17,38 £ 2,51
Acido Siringico (5) 16,01 + 2,19 24,32 +2,17
Acido Vanilico (6) 26,34 + 2,88 28,10 + 4,09
Acido Elagico (7) 37,02 +6,43 48,56 + 5,20
100
80
3 60 |
s E3
3 40
-'g 1
2

20 |

“ufl N I o

Acido Quinico  Acido Galico  Acido Vanilico Acido Siringico Acido Elagico

m0,01 mg/mL 00,1 mg/mL

Figura 3.21 - Citotoxicidade dos padr6es com concentracédo de 0,01 e 0,1 mg/mL.

Com a observacgédo da figura 3.21 é possivel verificar que apenas o acido gélico
(2) apresenta alguma toxicidade, os restantes padrdes apresentam valores de ICsp as7s
superiores a 0,1 mg/mL.%*4 Ainda é de notar que o acido quinico (1) é o que apresenta

menor citotoxicidade numa concentragéo tanto de 0,1 mg/mL como de 0,01 mg/mL.
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A presenca de acido elagico (7) na composicao da fracao pesada podera justificar
os resultados obtidos para aos valores de ICso desta fracdo ainda assim que nao seja

considerada toéxica.

3.4.4. Estudo do Efeito dos Agentes Oxidantes — TBHP e H202, do
Tempo de Exposicédo e da Concentragcdo da Fracao Pesada

A viabilidade celular da linha celular A375 foi analisada quando na presenca de

dois agentes oxidantes o hidroperoxido de ter-butilo (TBHP) e do perdxido de hidrogénio

(H202). Na figura 3.22 e 3.23 estao representados os graficos obtidos da citotoxicidade

em funcdo da concentragcdo da substancia oxidante durante 3 e 6 horas de incubacao

com 0S compostos.

100 TBHP, o o o

80
) o
< LA
G 60 A _
= e Cit 6h (%) = 30,881In(C) - 70,947
© R2=0,9317
g 40 A
2 O

20 | o QTCit3h (%) =29,413In(C) - 79,148

A R2=0,9402
0
0 50 100 150 200 250 300
Concentracéo (uM)
A Controlo 3h O Controlo 6h

Figura 3.22 — Citotoxicidade em fun¢&o da concentracdo de TBHP em linhas celulares A375,
apos 3 e 6 horas.
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Figura 3.23 - Citotoxicidade em funcdo da concentragdo de H202 em linhas celulares A375,
apos 3 e 6 horas.
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Foi possivel determinar o valor do I1Cspas7s do TBHP e do H2O; e os resultados
mostram que ambos 0s agentes sdo altamente tdxicos ficando a viabilidade celular
comprometida na sua presenca. Na tabela 3.28, estdo representados os valores de
ICs0.4375 Obtidos, onde se observa que o TBHP tem um maior poder citotdéxico do que o
H20:.

Tabela 3.28 - ICs0.a375 dos compostos TBHP e H202 apds 3 e 6 horas.

Amostra ICs0.a375 3 O (HM) ICs0.a375 6 (NM)
TBHP 50,23 + 3,99 72,88 + 5,08
H20: 162,85 + 12,65 155,71 £ 15,52

Sendo, os compostos fendlicos conhecidos pelo seu papel protetor, para verificar
se 0s compostos presentes na fracdo pesada exerciam prote¢cdo sobre a toxicidade
induzida pelos agentes oxidantes, o TBHP e o H20,, foram realizados em primeiro lugar
alguns ensaios preliminares em que as células foram pré-incubadas com fracao pesada
e onde se constatou que a toxicidade com concentragfes crescentes de THBP e de
H»0O: durante 3 e 6 horas foi atenuada relativamente as células nédo tratadas com fracéo

pesada (controlo).

Esta representado na figura 3.24, a variagao na citotoxicidade obtida relativamente

ao TBHP sem (controlo) e com pré-incubacédo com fracao pesada.

100 TBHP

80

80
40
I
I I
) : I i '
0 B
50 100 150 200

Concentracdo de TBHP (M)

Citotoxicidade (%)

m Controlo 3h Fracéo Pesada (1 mg/mL) 3h
= Controlo 6h u Fragdo Pesada (1 mg/mL) 6h

Figura 3.24 - Gréfico de comparacao da citotoxicidade em linhas celulares A375, controlo e
guando incubadas inicialmente em fragdo pesada 1 mg/mL. Durante 3 e 6 horas.
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Pela analise da figura 3.24, verifica-se que a fracdo pesada tem capacidade de
proteger as células contra agentes oxidantes, dado que as células incubadas
inicialmente com fracdo pesada (barras amarelas e verdes) apresentam menores
valores de percentagem de morte celular em comparacdo com as de controlo, barras
pretas e azuis para 3 e 4 h respetivamente. Por exemplo, para uma concentracao de
TBHP de 200 uM durante 6 horas, na auséncia da incubacdo com a fracdo pesada
ocorre a morte de mais de 80 % das células, e com a fracdo pesada perto de apenas 20

%, ocorrendo uma reducéo de aproximadamente 75 % de morte celular.

Foram ent&o realizados ensaios com o H-O> usando a mesma metodologia e esta
representado na figura 3.25, o perfil de citotoxicidades obtidas apds exposicdo a 3 e 6
h de H.O, na auséncia (barras pretas e azuis) e na presenca de pré incubacao com a

frac@o pesada, barras amarela e verde respetivamente.

100 H202
80
X
< 60
o
e
L
5 40
°
(8]
20 T i I I I I I
50 100 150 200
Concentracdo de H,O5 (uM)
m Controlo 3h Fracdo Pesada (1 mg/mL) 3h
u Controlo 6h ® Fracdo Pesada (1 mg/mL) 6h

Figura 3.25 - Gréfico de comparacao da citotoxicidade em linhas celulares A375, controlo e
guando incubadas inicialmente em fragdo pesada 1 mg/mL. Durante 3 e 6 horas.

Analisando o grafico da figura 3.24 foi observado que tal como nos ensaios com
TBHP, com a concentracdo de 200 uM durante 6 horas com o H,0O; a fracdo pesada
também exerce um papel protetor reduzindo quase 80 % da morte celular. Apesar de
para concentracfes de 50 uM e 100 uM, quando incubadas durante 3 horas ocorrer
maior morte nas células que foram incubadas inicialmente com a fracao. Em estudos ja
realizados com o efluente da cortica era de esperar que o efluente da cortica

conseguisse proteger as células. &
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De modo a avaliar em maior profundidade o efeito protetor da fracéo pesada sobre
a toxicidade induzida pelos agentes oxidantes TBHP e o H:0,, foram estudadas as
interacbes dos diferentes fatores que poderiam afetar este efeito, nomeadamente a
concentracao e o tempo de contacto com o agente oxidante e a concentracéo da fracao
pesada usando um conjunto de experiencias com variacdo experimental de 5 niveis de
cada um dos fatores e acordo com as tabelas 2.1 e 2.2, numa abordagem no ambito de
um central composite design. Os valores de citotoxicidade da linha celular das A375
sujeitas as condicdes experimentais definidas em 2.8.2.2, permitiu obter as respostas
em termos de citotoxicidade celular nas condi¢cdes experimentais. De seguida, foi feita
a analise dos resultados obtidos com base um modelo matematico, para obter a
estimativa de paradmetros que permitem prever a resposta/citotoxicidade em variadas
condi¢cbes. De modo a facilitar e compreender como a alteragéo nos fatores afeta a

citotoxicidade foram representadas superficies de resposta em diferentes condiges.

Com os resultados dos ensaios de protecao celular com a fragdo pesada com 1
mg/mL, com diferentes concentracdes dos agentes oxidantes a diferentes tempos de
incubacéo, foi determinado os valores a utilizar no design experimental em termos de

concentracdo do agente oxidante como também do seu tempo de incubacéo.
CCD - TBHP.

A partir da matriz representada na tabela 7.8, foram estimados os parametros que
permitiram a construcao de curvas de superficie com as trés variaveis/parametros, onde
se vez variar dois fatores mantendo-se constante um dos outros. O estudo de todas as
superficies de resposta permitiu selecionar as representativas para a compreenséao do
problema em estudo. Neste caso foram variados trés fatores importantes, a
concentracdo de TBHP e o tempo de contacto e a concentracdo de fracdo na pré-

incubacao das células.

A figura 3.26 representa a variacdo da citotoxicidade na presenca de
concentracdes crescentes de TBHP a diferentes tempos de incubacdo na auséncia de
pré-incubacao com fragcéo pesada e a figura 3.27 quando as células sao pré-incubadas

com 0,5 mg/mL de fracéo pesada.
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Figura 3.26 - Variagdo da citotoxicidade em func&o do tempo de incubag¢éo com o agente
oxidante e concentracdo de TBHP, na auséncia de pré-incubagédo com fracdo pesada.

D OO —0 —X 0 ~0 ~+~—0

(2)

o
@

tempo (min)

o
@
—

TBHP (uM)

m 30-35
= 25-30
= 20-25
= 15-20
=10-15
m5-10
m0-5

Figura 3.27 — Simulacéo da variagcdo da citotoxicidade em funcdo do tempo de incubagéo com

0 agente oxidante e concentracéo de TBHP, com concentracéo da fracao pesada de 0,5

mg/mL.
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Como se pode observar (figura 3.26 e 3.27) a pré-incubagdo com fragéo pesada
faz diminuir a citotoxicidade induzida pelo TBHP o que confirma os resultados obtidos

anteriormente do efeito protetor da fracdo pesada.

Analisando a figura 3.27, observa-se que ao se utilizar a fragdo pesada com uma
concentracdo de 0,5 mg/mL, apresenta maiores valores de citotoxicidade para

concentracdes de TBHP intermédios e tempos de incubacdo maiores.

Na figura 3.28 manteve-se constante a concentracdo do agente oxidante TBHP
nos 100 uM e foi avaliado a variacdo da concentracdo da fragdo pesada e o tempo de
incubacao do TBHP.

c
i
t
a
t
a
X @ 5060
i m40-50
‘i: B30-40
d m20-30
a m10-20
d
e m0-10
5
135 Ibr'i \Kr
tempo(min) \ _r___——|————_
T 0.75 1
180 "EJ— 0,25 0.5
Fragdo Pesada (mg/mL)

Figura 3.28 - Simulacdo da variacao da citotoxicidade em funcdo do tempo de incubacdo do
agente oxidante e a concentragdo da fracéo pesada, com concentracdo de TBHP de 100 uM.

Através da figura 3.28, verifica-se que o ponto 6timo do efeito protetor da fracédo
pesada contra a oxidagdo induzida pelo THBP (100 uM) consiste na utilizagdo de uma
concentracdo de fracdo pesada entre os 0,5 e os 0,75 mg/mL com um tempo de
incubacao do TBHP entre os 90 e os 135 min, conseguindo também observar-se que a

citotoxicidade diminui com o aumento da concentracdo da fragdo pesada.
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CCD -H,0O,

Ap6s desenvolvimento do central composite design utilizando o TBHP, procedeu-
se a realizacdo do mesmo para o H202. A partir da matriz representada na tabela 7.6,
foram estimados os parametros que permitiram a constru¢do de curvas de superficie
com as trés variaveis/parametros, onde se vez variar dois fatores mantendo-se
constante um dos outros, tal como feito no CCD-TBHP. O estudo de todas as superficies
de resposta permitiu selecionar as representativas para a compreensao do problema
em estudo.

Da tabela 7.9 resultou na formacao dos seguintes trés graficos em 3 dimensdes,
figura 3.29, 3.30 e 3.31. Na figura 3.29 manteve-se constante a concentracao da fragédo
na pré-incubacdo das células, variando o tempo de incubag¢édo e a concentragdo do
H20..
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i —
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o
t = 50-60
o = 40-50
’i‘ = 30-40
c = 20-30
cii — 200 ®10-20
a = 0-10
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e

%

120

tempo (min)

240

Figura 3.29 - Variacdo da citotoxicidade em funcéo do tempo de incubac¢do com o agente
oxidante e concentracdo de H202, na auséncia de pré-incubacdo com fracao pesada.

A partir da figura 3.29 observa-se que na auséncia de pré-incubagédo com fragéo
pesada, a toxicidade apresenta valores elevados, para concentracdes e tempos de
incubacdo também elevados. De seguida, procedeu-se a representacdo grafica da
variacdo da citotoxicidade para valores de concentracéo de fragdo pesada de 1 mg/mL
(figura 3.30).
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Figura 3.30 - Simulacao da variacé@o da citotoxicidade em funcéo do tempo de incubacédo com
0 agente oxidante e concentragdo de H202, com concentracdo da fragdo pesada de 1 mg/mL.

Mantendo-se a fracdo pesada constante no valor de 1 mg/mL verifica-se que
mesmo na presenca de H>O, com concentragdo de 200 uM, que nos testes preliminares
possui um citotoxicidade entre os 60 e os 80 %, a viabilidade das células é mantida, e
para tempos de incubacéo também elevados, sdo alcancados valores entre os O e 0s
10 % de morte celular. Da figura 3.30 retira-se também que a medida que o tempo de
incubacdo diminui e a concentracdo do agente oxidante também diminui ocorre o
aumento da citotoxicidade, isto deve-se a mais uma vez a citotoxicidade da fragédo
pesada.

Analisando de que forma a citotoxicidade varia com a variagdo da concentragéo
da fragdo pesada e da concentragdo do H:O2, manteve-se constante o tempo de
incubacado de 180 min, estando o gréafico obtido representado na figura 3.31.

Comparando a figura sem pré-incubacao da fracdo pesada com a incubacgdo da
fracdo pesada, é de referir que a fracdo pesada apresenta um melhor papel protetor
aquando o tempo de exposi¢do ao agente oxidante é elevado ou a concentragdo do
H.O, também é elevada, uma vez que para os tempos de exposicdo mais baixos

apresenta uma maior citotoxicidade na presenca da fracdo pesada.
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Figura 3.31 - Simulacdo da variacdo da citotoxicidade em funcéo da concentracdo da fragédo
pesada e concentracdo de H202, com tempo de incubacéo igual a 180 min.

Mais uma vez, pelo grafico representado na figura 3.31, na presenca de
concentracdes crescentes de fracdo pesada a citotoxicidade induzida do H2O- diminui
0 que corrobora o efeito protetor referido. Verificando que os valores séo inferiores a 40

% de citotoxicidade, onde na figura sem a pré incubacdo chegavam aos 60 %.

Por fim, fez-se a variagdo do tempo de incubacdo ao agente oxidante, e
concentracao de fracdo pesada, mantendo constante a concentragdo do H,O, (100 uM),
obtendo a figura 3.32.
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Figura 3.32 - Simulacgdo da variacdo da citotoxicidade em funcdo do tempo de incubagéo do
agente oxidante e a concentra¢do da fracdo pesada, com concentracdo de H202 de 100 uM.

Para uma concentrag¢é@o de 100 uM de H-O2, ocorre a formagéo de uma parabola
onde os valores maximos de citotoxicidade encontram se no topo, e onde ocorre uma
maior protecdo nas pontas, ou seja, em tempos de incubacdo baixos e concentragcdes
de fracdo pesada também baixos ou em tempos de incubagdo elevados e
concentracdes de fracdo pesada elevados. Concluindo que para proteger as células
contra 100 uM de H.O. a concentracdo de fragdo pesada depende do tempo de

incubacao e o inverso também.

Em suma, a fracdo pesada por apresentar uma boa atividade antioxidante
apresenta um bom papel protetor contra a oxidag¢édo induzida pelo H>O,, protegendo
melhor em tempos de incubacdo maiores (240 min) e em concentracdes de H>O,

também maiores (200 uM), com concentragfes de fracdo também grandes (1 mg/mL).

3.4.5. Estudo do efeito da radiacao UV, do tempo de exposicéo e da
concentragdo da fracao pesada
Sabe-se que os extratos da cortica demonstram a capacidade de proteger as
linhas celulares de fibroblastos L929 do rato contra a radiacdo UV. ' Para determinar
0 potencial protetor da fracdo pesada, em linhas celulares humanas do cancro da pele

(A375) comecgou-se pela realizacdo de ensaios preliminares, em que se avaliou a
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citotoxicidade nas linhas celulares do melanoma da pele A375 do tempo de exposi¢ao

a radiacdo UV.
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Figura 3.33 — Citotoxicidade em fun¢éo do tempo de incubacéo ao abrigo da luz UV.

Na figura 3.33 é possivel observar que a citotoxicidade € diretamente proporcional
ao tempo de exposicao a radiacdo UV, dado que a medida que o tempo de exposi¢ao

aumenta ocorre o aumento da citotoxicidade.

De seguida, determinou-se a citotoxicidade da exposi¢éo a radiacdo UV durante
90 min, quando as células séo pré-incubadas com diferentes concentracdes de fracao

pesada, de forma a determinar a capacidade de protecdo da fracdo contra o agente

fisico.
100
=
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Figura 3.34 -Citotoxicidade em funcdo da concentragéo da fracéo pesada, incubada em
radiacdo UV durante 90 min.

Analisando a figura 3.34, foi verificado que a fracdo pesada, ndo possui qualquer

tipo de protecéo celular contra a radiagdo UV, uma vez que as células incubadas durante
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18 horas em fracdo pesada com diferentes concentracdes apresentam menor
viabilidade celular quando expostas a 90 minutos de UV, em comparacao a figura 3.20

valores sem estarem expostos a radiagéo UV.

De modo a avaliar em maior profundidade o efeito protetor da fracdo pesada sobre
a toxicidade induzida pela radiacdo ultravioleta, foram estudadas as interacdes dos
diferentes fatores que poderiam afetar este efeito, nomeadamente o tempo de exposicao
a radiacdo UV e a concentragdo da fracdo pesada usando um conjunto de experiéncias
com variacao experimental de 5 niveis de cada um dos fatores e acordo com as tabelas
2.4 e 2.5, numa abordagem no &mbito de um central composite design. Os valores de
citotoxicidade da linha celular das A375 sujeitas as condi¢des experimentais definidas
em 2.8.2.3, permitiu obter as respostas em termos de citotoxicidade celular nas
condigbes experimentais. De seguida, foi feita a andlise dos resultados obtidos com
base um modelo matematico, para obter a estimativa de parametros que permitem
prever a resposta/citotoxicidade em variadas condicdes. De modo a facilitar e
compreender como a alteracdo nos fatores afeta a citotoxicidade foi representada a

superficie de resposta.

Apesar dos valores da figura 3.34, procedeu-se ao desenvolvimento de um central
composite design. Para tal, foram determinadas as percentagens de citotoxicidade dos
varios ensaios representados na tabela 7.10. A partir da matriz da tabela 7.10 foram
previstos os parametros que possibilitaram a construcao das curvas de superficie de
resposta como a apresentada na figura 3.35, que representa a variacdo da
citotoxicidade em funcé@o do tempo de exposicdo a radiacdo UV e a concentracdo de
fracdo pesada.
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Figura 3.35 — Simula¢&o da variacdo da citotoxicidade em funcdo do tempo de exposicao a
radiacdo UV e em funcdo da concentragdo da fracdo pesada.

A partir da figura 3.35 verifica-se que com o aumento da concentracéo da fragédo
pesada ocorre um aumento da citotoxicidade. As andlises das curvas de superficie ndo
foram conclusivas para afirmar que a fragédo pesada apresenta um efeito protetor contra

os danos da radiagéo UV sobre a linha celular do melanoma de pele A375.

3.5. Observacdes de microscopia
As células da linha celular do melanoma de pele humana A375 incubadas com
fracdo pesada foram visualizadas ao microscopio por diferentes técnicas em
comparacgdo com as células controlo, estando as imagens obtidas ilustradas nas figuras
3.36 a 3.41. Nas figuras que se apresentam as imagens do lado esquerdo correspondem
sempre as células controlo, células que ndo foram incubadas com fracdo pesada, e as
do lado direito células que foram tratadas, aproximadamente, 24 horas em fracao

pesada com uma concentracdo de 0,5 mg/mL.
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Figura 3.36 — Microscopia 6tica com ampliacdo de 400 x, fotos do lado esquerdo A375 controlo
e imagens do lado direito A375 incubadas com fracdo pesada 0,5 mg/mL durante 24h. (x400).

Analisando a figura 3.36 observa-se que genericamente as células incubadas com
fracdo pesada (lado direito) apresentam uma morfologia diferente. Verifica-se que o
aspeto das células quando comparadas com as do controlo apresenta algumas
diferencas estruturais principalmente no formato e volume da célula, apresentando as

células incubadas com fracdo uma perda do formato normal da célula.

Na figura 3.37. em microscopia de campo claro e na figura 3.38 em microscopia
de contraste de interferéncia diferencial (DIC) foi possivel confirmar as diferencas
estruturais nas células quando na presenca da fracdo pesada (lado direito)
relativamente as células controlo (lado esquerdo), sendo bastante percetivel alteracdes
na forma das células com nuacleos e nucléolos inchados, algumas membranas
distendidas e conteudos celulares espalhados (manchas castanhas), o que pode ser
indicativo de necrose celular.™*®!

Em microscopia de fluorescéncia figura 3.39 foi possivel observar uma diminuigdo
da quantidade de fluorescéncia no campo do microscopio nas células incubadas com
fracdo (direita) relativamente as células controlo (esquerda). Tendo em conta que o
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corante Hoescht 33342 € utilizado para corar DNA de células vivas, isto podera ser
indicativo de algumas células estarem mortas na presenca da fracdo pesada. Isto era
esperado tendo em conta que a concentragdo de fragdo pesada utilizada (0,5 mg/mL)
ocorre alguma morte celular como constatado anteriormente nos resultados da
citotoxicidade e em anteriores publicagdes em células do cancro da mama MCF-7 onde
as fracbes da cortica foram reportadas como inibidoras da proliferacdo celular. 2 No
entanto, também foi visivel na figura 3.39 que das células tratadas com fragéo pesada
(direita), as que se encontravam fluorescentes exibem maior intensidade de
fluorescéncia que as células controlo (esquerda) isto pode ser indicativo das células na
presenca da fragéo pesada apresentarem a cromatina mais condensada o que acontece
em fendmenos como a apoptose.*'”l Na Figura 3.40 de microscopia de SEM é notdrio
gue algumas células incubadas com fracao pesada (direita) apresentam caracteristicas
tipicas de apoptose, nomeadamente a formacao de bolbos 0 que néo é tao visivel nas

células controlo (esquerda).

Neste sentido e tomando estes resultados em conjunto é evidente afirmar que
ocorreram alteracdes na populagéo de células por tratamento com a fragdo pesada e
gue resultam na inibi¢cdo da proliferacéo celular das células do melanoma da pele A375

aparentemente por mecanismos de apoptose e de necrose.

Resultados semelhantes foram descritos para compostos polifendlicos de
diferentes origens e podem ser uma explicacdo para o enunciado papel protector destes

compostos contra doengas como o cancro.130.116-118]

Figura 3.37 - Microscopia em campo claro, imagem do lado esquerdo células A375 controlo e
imagens do lado direito células A375 tratadas com fragdo pesada 0,5 mg/mL durante 24h. (x400)
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Figura 3.38 — Microscopia de contraste por interferéncia diferencial (DIC)da mesma regido das
imagens da figura 3.36, do lado esquerdo células A375 controlo e do lado direito células A375
incubadas com fragcdo pesada 0,5 mg/mL durante 24h. (x400)

Figura 3.39 - Microscopia em campo claro (cima), Microscopia de fluorescéncia (baixo), imagem
do lado esquerdo células A375 controlo e imagens do lado direito células A375 incubadas com
fracdo pesada 0,5 mg/mL durante 24h, células coradas com o corante Hoechst 33342 (10 min),
radiacdo UV. (x400)
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Figura 3.40 — Microscopia eletrénica de varrimento, SEM em diferentes ampliac6es, imagem do
lado esquerdo células A375 controlo e imagens do lado direito células A375 incubadas com
fracdo pesada 0,5 mg/mL durante 24h. (x500 e x1000)
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4. Conclusoes

Os compostos presentes e recuperados do efluente da cortica exibem
propriedades bioldgicas interessantes com potencial de aplicagdo em variadas areas,
nomeadamente na protecao contra estados de doenca, adicionalmente a tecnologia de
membranas usada ha recuperacao permite o tratamento da agua residual para que esta

possa ser facilmente devolvida ao meio ambiente.

Este trabalho comecou pela preparacdo e caracterizacdo de membranas
poliméricas constituidas por acetato de celulose, acetona e formamida, com limites de
exclusdo moleculares diferentes Cazss € Cas com 6548 kDa e 9,56 kDa,
respetivamente. Posteriormente, o efluente da cortica foi fracionado através da
utilizacdo da tecnologia de membranas de ultrafiltracdo em modo de diafiltracdo e em
modo de concentragdo do efluente de cortica em 3 diferentes fragdes, as quais foram

denominadas como fracdo pesada, fracdo média e fracéo leve.

De seguida, foram identificados através da utilizacdo da cromatografia liquida de
elevada resolugdo os compostos presentes em cada uma das fracoes e efluente,
denotando a presenca de maioritariamente compostos fendlicos, o acido quinico (1),
galico (2), vanilico (5), siringico (6), elagico (7), protocatecuico (3) e acido carboxilico de
brevifolina (4), verificando que o acido fendlico em maior quantidade nas fragfes
consistia no acido quinico (1) e o elagico (7). Dos cromatogramas obtidos da corrida
cromatogréafica no HPLC-DAD, das varias fracdes determinou-se que a fracdo pesada
e a média eram as fracdes que mais diferiam do efluente, sendo a fragdo leve muito
similar ao efluente. Sendo que na fracdo pesada foi possivel o isolamento do &cido
elagico (7) e do acido carboxilico de brevifolina (4) e na fragdo média o isolamento do
acido quinico (1), protocatecuico (3) e do acido siringico (6). Evidenciando que o0 modo
de operacéo da instalacdo de membranas em modo de diafiltragdo potencia um melhor

isolamento dos compostos fendlicos.

Através do método do Folin-Ciocalteu foi determinado a quantidade de fendis
totais e de taninos de cada uma das fracbes e efluente, concluindo que o efluente
(0,290+0,048 mg/mg de extrato) e a fracdo pesada (0,176+0,065 mg/mg de extrato)

eram as fracdes com maior quantidade de fenois.

Ap0s caracterizacao do efluente e das fragcdes foram estudados os seus potenciais
biol6gicos concluindo que a fragdo pesada de entre as outras amostras e o efluente era

a que apresentava melhor valores de atividade antioxidante, ECso de 21,97+6,38 ug/mL,
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de potencial de inibicdo da AChE, ACso de 0,342+3,449 mg/mL e a que continha maior
poder citotdxico a nivel das células do melanoma da pele A375, ICso.a375 de 1,30 + 7,85
mg/mL. Apesar de ser a fracdo com maior capacidade de diminuir a viabilidade celular
de células cancerigenas, nenhuma das fragdes ou efluente foi considerado citotdxico,
visto os valores de ICso ndo serem inferior a 0,1 mg/mL. Por outro lado, a fracdo que
apresentava um maior valor de ICsonep-c2 Citotdxico nas células do cancro do figado
(HEP-G2) ¢é a fracdo mais similar ao efluente, a fracdo leve com um valor de 1Cso Hep-c2
de 1,70 = 9,10 mg/mL.

Através dos ensaios dos potenciais biolégicos, foi possivel concluir que existe uma
correlacdo entre os compostos fendlicos presentes em cada uma faz fragcdes do efluente

e as atividades antioxidantes, de inibicdo enzimatica (AChE) e de citotoxicidade.

Com base nesses resultados prosseguiu-se a determinagéo do potencial protetor
da frag@o pesada contra agentes oxidantes como o TBHP e o H,O- e contra danos por
radiacdo UVC em células do melanoma da pele A375, por uma metodologia de
superficie de resposta. Concluindo que a fracdo pesada tem uma elevada capacidade
de protecdo contra agentes oxidantes, contra o stress oxidativo, mas sem resultados
conclusivos sobre a protecdo contra a radiacdo UVC. Ensaios de microscopia
permitiram ainda concluir que as células cancerigenas A375 tratadas com a fragdo
pesada sofrem alteracdes morfolégicas responsaveis pela morte celular por apoptose
ou necrose o que parece reforcar o papel muitas vezes atribuido aos compostos

fendlicos na protecdo contra o cancro.
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5. Perspetivas Futuras

Em trabalhos futuros seria interessante aprofundar de que forma os compostos
fendlicos se ligam as células e de que formam estes alteram ou protegem a morfologia
das mesmas em condi¢des de stress oxidativo ou apds irradiacdo por UVC, através do
aprofundamento da visualiza¢éo das células por microscopia, microscopia eletronica de

varrimento de superficie (SEM) e do método de Hoechst (microscopia de fluorescéncia).

Relativamente ao acido carboxilico de brevifolina, seria importante a determinacéo
do seu potencial biol6gico, nomeadamente o poder antioxidante e do seu poder protetor,
uma vez ser o composto predominante na fragdo pesada, fracdo que obteve melhores

valores.

Por fim, seria interessante aprofundar o estudo sobre o potencial protetor da fracdo
pesada contra agentes fisicos como a radiacdo UVC, e analisar o poder protetor das

restantes fragdes e efluente no seu estado normal, sem mucilagens e mucilagens.
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7. Anexos

7.1. Caracterizacdo das Membranas

7.1.1. Rejeigcdo a Sais Monovalentes e Bivalentes
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Figura 7.2 - Reta de calibracdo do sal NaCl.

7.1.2. Rejeicdo se Solutos Orgénicos
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Figura 7.3 — Representacdo da area em funcao da concentracdo do PEG 3 000 g/mol.
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Figura 7.4 - Representacdo da area em funcéo da concentracdo do PEG 6 000 g/mol.
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Figura 7.5 - Representacdo da area em fungéo da concentracdo do PEG 10 000 g/mol.
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Figura 7.6 - Representagdo da area em funcao da concentracdo do PEG 20 000 g/mol.

Daniela Silva
111



Otimizacao do fracionamento do efluente da cortica recorrendo a tecnologia de membranas e
estudo dos seus potenciais biolégicos

1000000 Dex. 70 000 g/mol .

800000 )
o 600000
2 °

¢ 400000 '
200000 " A=14751C +26216
e S R?=0,9991
0
0 200 400 600

Concentracéo (ppm)

Figura 7.7 - Representacéo da area em funcéo da concentracdo do PEG 70 000 g/mol.
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Figura 7.8 - Representacdo da area em fungdo da concentracdo do PEG 100 000 g/mol.

Tabela 7.1 - Areas dos picos obtidos através do HPLC-IR e concentracdo obtida com a
comparacdo com padrdes, para a membrana Casss.

Dextran Dextran
Dextran
Casss 20 000 70 000
100 000 g/mol
g/mol g/mol
Area do pico 146540 68226 43393
Permeado
COT (ppm) 229,99 28,48 11,64
_ . Area do pico 456325 740862 679727
Alimentacéo
COT (ppm) 526,09 484,47 443,03

Tabela 7.2 - Areas dos picos obtidos através do HPLC-IR e concentragdo obtida com a
comparacao com padrdes, para a membrana Cazs.

c Dextran Dextran Dextran
hze 3000 g/mol | 6000 g/mol | 10 000 g/mol
Area do pico 198941 24639 264
Permeado
COT (ppm) 134,59 65,40 57,63
, Area do pico 655727 590031 573983
Alimentacéo
COT (ppm) 399,27 494,57 602,61
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7.2. Caraterizacao do Efluente e das Fracdes

7.2.1. Cromatografia Liquida de Elevada Resolucédo (HPLC-DAD)
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Figura 7.9 — Cromatograma do efluente, corrida em HPLC-DAD durante 1 hora, com ampliagdo
no pico correspondente ao 4cido quinico.
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Figura 7.10 - Cromatograma da fragdo média, corrida em HPLC-DAD durante 1 hora, com
ampliacdo no pico correspondente ao acido quinico.
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Figura 7.11 - Cromatograma da fracdo média e das fracdes com uma concentracao de
1 mg/mL, HPLC-DAD 1 hora.
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Figura 7.12 - Cromatograma do acido galico 0,5 mg/mL.
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Figura 7.13 - Cromatograma do acido quinico 0,5 mg/mL.

2500000 Acido Siringico 0,5 mg/mL
2000000

1500000

1000000

Absorvéncia(UA)

500000

0 P,
0 5 10 15 20 25 30
tempo (min)

Figura 7.14 - Cromatograma do acido siringico 0,5 mg/mL.
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Figura 7.15 - Cromatograma do acido vanilico 0,5 mg/mL.
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Figura 7.16 - Cromatograma do acido elagico 0,25 mg/mL.
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7.2.2. Quantificacdo de Fendis totais e Taninos
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Figura 7.17 — Curva de calibragdo para a quantificacdo de fendis totais e taninos, utilizando o
acido tanico como padréo.
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Figura 7.18 - Curva de calibracdo para a quantificacdo de fendis totais e taninos, utilizando
acido galico como padréo.
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7.2.3. Método da Reducéao do Radical DPPH

Acido Galico Acido Siringico
100 100
80 80
< 60 S 60
< <
< 40 < 40
20 AA (%) = 36,759 C + 51,626 20 AA (%) = 24,57 C + 2,323
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
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Figura 7.19 - Atividade Antioxidante (AA %) em funcdo da concentracéo dos padrdes (ug/mL).

Tabela 7.3 - Valores obtidos da atividade antioxidante (AA %), para as amostras sem mucilagens
e mucilagens.

Concentragéo AA (%) AA (%) AA (%)
Amostra ) ) )
(Mg/mL) ¢/ mucilagens | s/ mucilagens | mucilagens

Efluente 32,50 45,96 37,41 29,74
Fracdo Pesada 27,50 55,45 67,79 31,83
Fracdo Média 32,50 48,88 43,25 16,80

Fracado Leve 75,00 29,34 29,34 NQ
Fracado Leve 25,00 16,194 NQ 29,74
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7.2.4. Inibicdo da Peroxidacao Lipidica

Tabela 7.4 - Percentagem da inibicdo da peroxidacéo lipidica das amostras com concentracao.

Amostra Inibicdo da Peroxidacdao Lipidica (%)
Efluente (0.5 mg/mL) 21,37+ 1,16
Fracdo Pesada (0.5 mg/mL) 11,43+ 1,46
Fracdo Média (0.5 mg/mL) 7,00+£1,71
Fracdo Leve (0.5 mg/mL) 5,66 £ 0,72

7.2.5. Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase
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Figura 7.20 - Inibicdo da AChE (%) em funcéo da concentracdo dos padrées (ug/mL).
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Tabela 7.5 - Valores obtidos da inibicdo da AChE (%), para as amostras sem mucilagens e

mucilagens.
Inibicdo AChE | Inibicdo AChE | Inibicdo AChE
Amostra Concentragéo %) %) %)
(mg/mL) : : .
s/ mucilagens | s/ mucilagens mucilagens
Efluente 0,56 50,00 76,41 + 0,76 74,86
Fracdo Pesada 0,34 50,00 36,57 £ 2,07 57,82
Fracdo Média 0,62 50,00 73,57 £ 1,60 43,08
Fracédo Leve 0,50 29,81 40,40 £ 1,55 32,06
7.3. Potencial Protetor
Tabela 7.6 — Matriz padréo do design experimental, com 3 fatores e 5 niveis.
Fator 1 Fator 2 Fator 3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 -1 +1
5 +1 -1 +1
6 -1 +1 -1
7 +1 +1 -1
8 -1 +1 +1
9 +1 +1 +1
10 -2 0 0
11 +2 0 0
12 0 -2 0
13 0 +2 0
14 0 0 -2
15 0 0 +2
16 0 0 0
17 0 0
18 0 0 0
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Tabela 7.7 — Matriz padrao do design experimental, com 2 fatores e 5 niveis.

Fator 1 Fator 2
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 +1
4 +1 -1
5 -2 0
6 +2 0
7 0 -2
8 0 +2
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
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7.3.1. TBHP

Tabela 7.8 — Tabela de comparacédo da citotoxicidade induzida pelo TBHP em linhas celulares
A375, controlo e quando incubadas inicialmente em fragcdo pesada 1 mg/mL. Durante 3 e 6 horas.

Fracdo Pesada Fracdo Pesada
TBHP (uM) Controlo 3h Controlo 6h
(Img/mL) 3h (2 mg/mL) 6h
50 41,94 £ 0,24 23,22 + 0,69 34,61+ 2,01 10,83 + 2,50
100 60,52 + 1,62 26,10 + 2,28 75,95+ 7,70 17,15+ 2,93
150 71,49 + 0,00 27,69+ 1,30 94,55 + 0,89 23,04 + 1,66
200 69,07 + 6,20 32,45+1,73 98,00 + 0,50 28,17 + 2,46

Tabela 7.9 - Matriz do design experimental e valores de citotoxicidade obtidos, para 0s ensaios
com TBHP, de modo a obter as curvas de resposta.

TBHP (uM) Fracdo Pesada | Tempo de .incubat;éo Citotoxicidade
(mg/mL) (min) (%)
1 50 0,25 45 15,30
2 150 0,25 45 14,88
3 50 0,25 135 22,74
4 150 0,25 135 27,54
5 50 0,75 45 19,77
6 150 0,75 45 21,68
7 50 0,75 135 23,53
8 150 0,75 135 30,63
9 0 0,50 90 17,20
10 200 0,50 90 14,93
11 100 0 90 50,00
12 100 1 90 23,50
13 100 0,50 0 30,70
14 100 0,50 180 4,11
15 100 0,50 90 23,87
16 100 0,50 90 19,09
17 100 0,50 90 20,56
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7.3.2.

H202

Tabela 7.10 - Tabela de comparacédo da citotoxicidade induzida pelo H202 em linhas celulares
A375, controlo e quando incubadas inicialmente em fragcdo pesada 1 mg/mL. Durante 3 e 6 horas.

Fracdo Pesada Fracdo Pesada
H202 (M) Controlo 3h Controlo 6h
(Img/mL) 3h (2 mg/mL) 6h
50 2,69 + 0,86 21,12 +1,12 21,44 + 6,50 11,63 £ 2,47
100 14,80 £ 1,56 22,79 £ 2,79 28,80 = 2,96 11,46 £ 2,16
150 43,61 + 3,66 18,88 + 2,48 32,06 £ 1,51 12,66 = 2,33
200 78,40 + 2,04 21,66 + 2,36 59,83+ 0,84 16,13 + 1,96

Tabela 7.11 - Matriz do design experimental e valores de citotoxicidade obtidos, para os ensaios
com H202, de modo a obter as curvas de resposta.

Fracdo Pesada | Tempo de incubacédo | Citotoxicidade
H202 (UM) :
(mg/mL) (min) (%)
1 50 0,25 60 21,55
2 150 0,25 60 33,91
3 50 0,25 180 35,75
4 150 0,25 180 32,21
5 50 0,75 60 38,10
6 150 0,75 60 26,86
7 50 0,75 180 32,73
8 150 0,75 180 14,64
9 0 0,50 120 16,59
10 200 0,50 120 44,53
11 100 0 120 25,00
12 100 1 120 30,53
13 100 0,50 0 26,17
14 100 0,50 240 41,59
15 100 0,50 120 33,92
16 100 0,50 120 32,57
17 100 0,50 120 39,01
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7.3.3. Radiacédo UV

Tabela 7.12 - Matriz do design experimental e valores de citotoxicidade obtidos, para os ensaios
com a radiacao UV, de modo a obter a curva de resposta.

Fracdo Pesada Tempo de Citotoxicidade
(mg/mL) exposic¢ao (min) (%)
1 0,25 60 46,34
2 0,75 60 63,41
3 0,25 180 39,72
4 0,75 180 52,34
5 0 120 11,25
6 1 120 59,01
7 0,5 0 43,74
8 0,5 240 10,93
9 0,5 120 39,4
10 0,5 120 45,98
11 0,5 120 39,13
12 0,5 120 41,5
13 0,5 120 40,22
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