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Resumo

Resumo

Enquadramento: A physalis ¢ uma planta utilizada desde ha muito empiricamente como

analgésico na epigastrialgia, em rashs cutaneos e como anticancerigeno, anti-
inflamatoério, antidiabético, e antidepressivo. Atualmente algumas destas propriedades
tem sido atribuidas aos seus constituintes. destacando-se varios grupos de fitoquimicos,
entre os quais as fisalinas, withanolidos, flavonoides, acidos fenolicos e carotenoides.
Objetivo: O objetivo desta monografia foi compilar toda a informagao ja existente acerca
dos constituintes da physalis e respetivas propriedades benéficas para a saude. A nivel
experimental, o objetivo estende-se a identificagdo de alguns desses constituintes e ao
estudo da capacidade antioxidante em diferentes extratos da physalis.

Metodologia: A pesquisa bibliografica foi realizada utilizando palavras-chave no
PubMed e B-on. Experimentalmente utilizaram-se métodos especificos para
quantificagdo de fendis totais, flavonoides totais e carotenoides. Para identifica¢do de
constituintes usou-se tecnolonogia HPLC-DAD e a capacidade antioxidante foi
determinada testando o poder redutor dos extratos e a inibi¢do dos radicais ABTS, NO* e
02"

Resultados: A quantificacdo de fendis, flavonoides e carotenoides traduziu-se em valores
de concentragao de 0,056mg/g, 0,032mg/g e 0,4mg/g, respetivamente. Através de HPLC-
DAD foram identificados &cidos fendlicos, catequina e flavonoides. Quanto a capacidade
antioxidante, o poder redutor ¢ atingido com uma concentragdo de 7,35 umoles de
trolox/g no extrato metanol:agua e 0,84umoles de trolox/g para o extrato de hexano e a
inibi¢do €&, respetivamente, 14,3% e 11,9% para o radical ABTS; 12,8% e 33,2% para o
NO* e 13,1% e 42,4% para o O>*".

Conclusdes: A bibliografia revela que physalis € constituida por uma quantidade
significativa de fendis, especificamente flavonoides, e carotendides sugerindo que estes
estao associados as suas inimeras propriedades benéficas para a saude onde se destaca a
atividade antioxidante. O trabalho experimental realizado revelou resultados ao nivel da
sua constituicao e atividade antioxidante consistentes com a literatura.

Palavras-chave: physalis, propriedades antioxidantes, flavonoides, carotenoides,

propriedades benéficas.
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Abstract

Abstract

Introduction: Physalis is a diversified plant with several phytochemical groups, including
physalins, withanolidos, flavonoids, phenolic acids and carotenoids, which confer health
benefits such as anticancer, anti-inflammatory, anti-diabetic and anti-depressant
properties. In this perspective, although there are several in vitro and in vivo studies, none
is carried out in humans.

Aim: The aim of this monography was to compile all existing information about
physalis’s contituents and respective health benefits. At the experimental level, the goal
is the identification of some of these constituents and the study of physalis’s antioxidant
capacity.

Methodology: The literature search was performed using keywords in PubMed and B-on.
In experimental terms, specific methods were used for the quantification of total
phenolics, total flavonoids and carotenoids. With HPLC-DAD technology contituents
were identified and evaluation of the antioxidant activity was done testing the reducing
power of the extracts and inhibition of ABTS radical, NO*® e O;*".

Results: Quantification of phenols, flavonoids and carotenoids has resulted in a
concentration of 0,056mg / g, 0,032mg / g and 0.4mg / g, respectively. Through HPLC-
DAD method, fractions were identified as phenolic acids, flavonoids and catechins. As to
the antioxidant capacity, the reducing power is achieved with a concentration 7,35 umoles
of trolox/g in water:metanol extract e 0,84umoles de trolox/g to hexan extract and the
inhibition percentage is, respectively, 14,3% and 11,9% to free radical ABTS; 12,8% and
33,2% to NO*, 13,1% and 42,4% to O>*".

Conclusions: Physalis is a plant that among its many beneficial properties for health, has
antioxidant activity, which is given by phenols, specifically flavonoids, and carotenoids
in its constitution. However, it is necessary to explore their applications in humans.

Key-words: physalis, antioxidant properties, flavonoids, carotenoids, health benefits.
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Introducgdo

Introduciao

A presente monografia tem como intuito apresentar o estado da arte relativamente as
aplicagdes da physalis na saude, numa primeira parte, ¢ demonstrar as suas propriedades

antioxidantes in vitro, referenciando os seus constituintes, numa segunda.

O primeiro capitulo pretende resumir a origem etnobotanica da physalis, bem como a sua
constitui¢do em termos de macronutrientes, remontando assim ao motivo das suas

utilizagdes mais arcaicas.

Segue-se o segundo capitulo, cujo objetivo ¢ de mostrar a pandplia de constituintes ja
identificados em diversos extratos de physalis, para no terceiro e quarto capitulos
referenciar os beneficios desses constituintes e do proprio fruto, respetivamente, ao nivel
da satide. Na sequéncia dos beneficios para a satude, o quinto capitulo pretende mostrar a

utilizagdo empirica da planta e os escassos ensaios clinicos ja existentes.

Em termos de trabalho experimental, a metodologia procura ir ao encontro do que refere
a pesquisa bibliografica, pelo que se procurou identificar alguns dos constituintes,
quantificar grupos de fitoquimicos presentes na physalis e determinar a sua capacidade

antioxidante.

Apos a apresentacao dos resultados e discussdo dos mesmos, termina-se esta monografia

com as conclusdes que relacionam o trabalho experimental com a evidéncia da literatura.

1. Physalis e suas caracteristicas

Desde ha véarios anos que a physalis possui varias utilizagdes, sendo exemplo disso os
nativos de Madhupur, no Bangladesh, que utilizam esta planta para a epigastralgia, para

rashs cutneos e como analgésico (Islam et al., 2014).

Os indigenas desta regido preparam solugdes a partir das folhas e 6leos provenientes da
baga ou pastas, que necessitam de varias partes da planta e que se obtém pela emulsdo de

6leos como o de cocd e o de mostarda, com intuito terapéutico (Islam et al., 2014).
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Sao estas propriedades dadas por caracteristicas conhecidas da baga da physalis que
fazem com que esta seja uma fruta de interesse ndo sé comercial, mas também do ponto

de vista dos beneficios para a saude (Yildiz, Izli, Unal & Uylaser, 2015).

Exemplo disso ¢ o célice de Physalis alkekengi var. franchetii, que tem sido vastamente
utilizado na medicina tradicional chinesa, pois sendo uma espécie que sobeja no pais, €
também uma fonte de esteroides muito importante para o organismo humano (Ji et al.,

2012).

Contrariamente, os europeus apenas utilizam a physalis como uma boa combinagdo com
chocolate ou como elemento decorativo em sobremesas, o que revela pouco investimento

na pesquisa das suas propriedades (Ramadan & Morsel, 2003).

Desta forma, os interesses na physalis reportam sobretudo as suas caracteristicas
quimicas:18,67% ¢ matéria seca, 14,17% sao compostos soluveis em agua, 2,98% sao
cinzas, 1,66% ¢ proteina, 0,18% sao lipidos e 13,86% sdo hidratos de carbono (Yildiz et

al, 2015).

Para além disso, pode ser utilizada como uma fonte de obtencdo de dleo, muito mais
saudavel que os de origem animal e rico em acidos gordos essenciais, fitoesterdis,

carotenos e vitaminas lipossoliveis (Ramadan & Morsel, 2003).

1.1 Physalis peruviana

A physalis ¢ uma planta que se encontra classificada, em termos botanicos, dentro da
familia Solanaceae, no género Physalis, e cuja espécie € P.peruviana Linnaeus (Cedefio

& Montenegro, 2004).

Dentro desta espécie existem cerca de 80 variagdes que partilham a mesma estrutura: o
calice envolve toda a fruta durante todo o seu desenvolvimento, tendo como funcao
proteger a planta de ataques externos por parte de insetos, condi¢des climatéricas e

doencas provocadas por virus (Cedenio & Montenegro, 2004).
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A origem da physalis remonta aos tempos da civilizag¢ao Inca, pelo que a planta ¢ oriunda
dos Andes, tendo depois surgido em varios outros locais da América latina. Desde essa
altura que nao se registam alteragdes estruturais da planta (Puente, Pinto-Mufioz, Castro

& Cortés, 2011).

No entanto, as condi¢des para o seu desenvolvimento sdo exigentes. A physalis necessita
de temperaturas amenas, caso contrario ocorrerdo problemas no processo de floracdo e
amadurecimento. Do mesmo modo, a planta requer condi¢des de grande exposicao a luz

e reduzida exposi¢ao ao vento (Tapia & Fries, 2007).

No que respeita ao fornecimento de dgua, este deve ser mais acentuado no periodo inicial
de desenvolvimento do fruto, perdendo a sua relevancia na fase de maturagao (Tapia &

Fries, 2007).

Quanto aos tipos de physalis, a physalis colombiana distingue-se da africana devido a cor
intensa exibida pelo fruto e as menores quantidades de polissacarideos nele presentes.
Esta fruta apresenta também uma dimensdo mais reduzida, com um peso médio de 5
gramas. Devido as caracteristicas apresentadas, esta variedade ¢ mais procurada e
explorada em termos de mercado do que as restantes (Fischer, Almanza-Merchéan e

Miranda 2014).

2. Compostos fitoquimicos presentes em diferentes extratos de physalis

Ao longo do tempo foram sendo realizados varios estudos com o intuito de identificar
compostos que contribuem para as varias atividades farmacologicas que a Physalis sp.

apresenta.
Na Tabela 1 estdo apresentados alguns desses estudos, que identificam diferentes

moléculas em extragdes realizadas com diversos solventes, tendo em conta a parte da

planta que foi utilizada na extracao.
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Tabela 1. Constituintes presentes em varios extratos de partes distintas de diferentes espécies de physalis

Parte
Autores Espécie da Solvente extrator Método Constituintes
planta
Angamuthu, Metanol Teste com acetato de chumbo, Flavonoides, esteroides, saponinas e taninos
Ganapathy, Physalis teste com acido sulfrico, teste
Evanjelene, Ayyavuv minima Fruto de Burchard, adi¢do de agua
& Padamanabham destilada ao extrato e adi¢do de
(2014) cloreto de ferro
Angamuthu et al. Physalis Acetato etilico Teste de Mayer, teste com acido Alcaloides, flavonoides e antraquinonas
(2014) minima Fruto sulflrico e teste de Borntrager
Eter dietilico Teste de Mayer, teste de Alcaldides, esteroides, terpenoides, fenois e
Angamuthu et al. Physalis Burchard, teste de Salkowski, saponinas
(2014) minima Fruto teste com cloreto de ferro e
adi¢d@o de agua destilada ao
extrato
Briones-Labarca, Physalis Fruto Acido metafosforico HPLC e HHPE Acido ascorbico (26.31mg/100g)
Giovagnoli-Vicuiia, peruviana
Figueroa-Alvarez,
Quispe-Fuentes &
Pérez-Won (2013)
Briones-Labarca et al. Physalis Hexano:acetona:etanol HPLC e HHPE B-caroteno (1074,67mg/100g)
(2013) peruviana Fruto (50:25:25, v/v)
Physalis Agua
Gautam, Dewivedi & peruviana Fruto Metanol FTIR Withanolidos
Kumar (2015) Etanol
Huang et al. (2014) Physalis Metanol e éter de LC-MS/MS Fisalina A, fisalina D, fisalina L, fisalina R, fisalina
peruviana Calice petroleo X e diversos fragmentos das mesmas
Physalis Etanol UPLC-MS/MS Fisalina A, isofisalina A, fisalina O, fisalina L e
Jietal. (2012) alkekengi var. Célice fisalina G
franchetii
Licodiedoff, Physalis Fruto Metanol/Agua HPLC Rutina (78.64ug/100g), miricetina (6.59ug/100g) e
Koslowski & Ribani. peruviana com kaempferol (11.57ug/100g)
(2013) calice
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Parte
Autores Espécie da Solvente extrator Método Constituintes
planta
Maobe, Gitu, Gatebe & Physalis Hexano, diclorometano, 6-dihidroxiflavona, 3-hidroxiflavona, morina, acido
Rotich (2012) peruviana Folhas acetato etilico e etanol TLC p-cumdrico, acido cafeico e apigenina
Namiesnik et al. Physalis Fruto Metanol/agua (1:1) Espectrofotometria UV-visivel Polifendis (6.24-3.77mg/ GAE g), flavonoides
(2014) peruviana (0.29-0.45mg/CE g) e taninos (1.01-1.24mg/CE g)
Teste de Mayer, teste de
Caule, Cloroformio, éter Dragendorff, teste de
Nathiya & Dorcus Physalis folhas e | dietilico, etanol, acetato | Borntrager, teste de hidroxido de Alcaloides, flavonoides, fenois, quininas,
(2012) minima fruto etilico e metanol sodio, teste de espuma, teste de saponinas, esteroides, taninos e terpenoides
Burchard, teste de iodina, teste
da gelatina e teste de Salkowski
Radaman & Morsel Physalis Polpa Isoctano/2-propanol NP-HPLC Vitamina E (8.6% dos lipidos totais), f-caroteno
(2003) peruviana (99:1 v/v) (0.32% dos lipidos totais)
Radaman & Morsel Physalis Fruto Isoctano/2-propanol NP-HPLC Vitamina E (3.2% dos lipidos totais), f-caroteno
(2003) peruviana (99:1 v/v) (0.22% dos lipidos totais)
Radaman & Morsel Physalis Semente Isoctano/2-propanol NP-HPLC Vitamina E (2.9% dos lipidos totais), f-caroteno
(2003) peruviana (99:1 v/v) (0.13% dos lipidos totais)
Carotenos (1.6mg/100g), tiamina (0.1mg/100g),
Radaman & Morsel Physalis Polpa - - riboflavina (0,03mg/100g), niacina (1.70mg/100g)
(2004) peruviana e acido ascorbico (43mg/100g)
Rop, Micek, Jurikova Physalis Metanol Espectrofotometria UV-visivel, Fenois (7.62g GAE/Kg), flavonoides (4.76g/Kg),
& Valsikova (2012) peruviana Fruto Cromatografia acido ascorbico (0.97g/Kg)
Rosso & Mercadante Physalis HPLC-DAD-MS/MS trans B-caroteno (76.8%), 9-cis-B-caroteno (3.6%)
(2007) angulata Fruto Metanol e trans o-criptoxantina (3.4%)
Sathyadevi & Physalis Etanol Espectrofotometria UV-visivel, Fenodis (76.84mg/g de massa seca), flavonoides
Subramanian (2015) peruviana Fruto HPLC-DAD (241mg/g de massa seca), rutina, quercitina,
miricetina e kaempferol
Acetamida, 2,2,2-trifluoro-N-metil (7.2%);
ciclopentan-1-ona; 2-metil (3,83%); fitol (17.88%);
Usaizan, Abdullah, Physalis Folha Etanol GC-MS acido n-hexadecanoico (29.81%); acido
Ahmad & Saleh (2014) minima octadecadiendico (5.04%); acido oleico (3.55%);

éter monododecil hexaetilenoglicol (5.6%) e acido
9,12,15-octadecatrienodico (14.63%)
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Parte
Autores Espécie da Solvente extrator Método Constituintes
planta
Acido hexadecandico (4.06%); 2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-
Physalis (2-
Usaizan et al. (2014) minima Ramos Etanol GC-MS hidroxietoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]eta
nol (1.43%), O-Metil-DL-serina, N-
dimetilaminometileno-éster etilico (63.20%) e etilo
dl-(1-naftil)glicolato (4.94%)
Acetamida, 2,2,2-trifluoro-N-metil (3.90%); 4H-
piran-4-ona, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-
Physalis (8.40%); S-Hidroximetilfurfural (14.07%), acido
Usaizan et al. (2014) minima Fruto Etanol GC-MS (Z)-3-fenil-2-propanodico (3.33%), acido n-
Hexadecanoico (28.98%), acido octadecandico
(3.35%), acido octadeca-9-endico (9.15%); acido
9,12-Octadecadiendico (Z,7)- (16.09%)
Xu, Ju.,Guan, Xu e Physalis
Wang, (2012) alkekengi L. Calice Carbinol HPLC Luteoldsido, luteolina, fisalina A, fisalina P e
var franchetti fisalina O
Alcoois (39.27%) — 1-hexanol, eucaliptol e 4-
terpineol; ésteres (38.52%) — butanoato de etilo,
Physalis octanoato de etilo e decanoato de etilo; terpenos
Yilmaztekin (2014) peruviana Fruto Polipropileno HS-SPME (7.31%) — a-terpinoleno, B-mirceno e cimeneno;
GC-MS aldeidos (7.05%) — benzaldeido, hexanal e f3-
ciclocitral; cetonas (3.97%) — 2-pentanona;
lactonas (2.09%) — Y'-hexalactona e acidos (0.90%)
Saponinas (0.34mg/g), carotenoides (0.09mg/g),
Zawawy (2015) Physalis Pele Etanol Colorimetria e fendis (166.25mg/g), flavonoides (0.64mg/g) e
peruviana espectrofotometria UV-visivel taninos (55.6mg/g)
Fisalina A, fisalina B, fisalina C, fisalina D, fisalina
Zheng, Luan, Chen, Physalis Fruto D, fisalina G, fisalina L, fisalina M, fisalina O,
Ren e Wu (2012) alkekengi L. em po Metanol UPLC-MS-DAD fisalina R, isofisalina B, 4cido fertlico, cafeato de
var franchetti etilo, esculetina; 2,6-dimetoxi-4-(hidroximetil)-

benzaldeido e 1-hidroxi-a-ciperona
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Mediante os estudos apresentados na Tabela 1 podemos constatar que existe uma certa
diferen¢a nos constituintes, e respetivas quantidades, recolhidos em fun¢ao dos solventes

utilizados.

Independentemente do solvente utilizado na extragdo, foram largamente detetados
alcaloides, flavonoides, fenois, esteroides, saponinas, taninos, e terpendides (Angamuthu
et al., 2014; Licodiedoff et al., 2013; Namiesnik et al., 2014; Nathiya & Dorcus, 2012;
Rop et al., 2012; Zawawy, 2015)

No entanto, o estudo de Nathyia & Dorcus (2012) constatou que os fenodis foram

fracamente removidos pelos solventes organicos.

O maior nimero de constituintes extraidos verificou-se com os extratos de hexano (3),
acetato de etilo (4), diclorometano e etanol (3), no estudo realizado por Maobe et al

(2012).

J& Angamuthu et al. (2014) detetaram as maiores concentragdes de fitoquimicos em

extrato metanolico e em éter dietilico.

Contudo, foi também ja verificado que os mesmos compostos sdo extraidos em solventes
como o etanol, incluindo os withandlidos (Gautam et al., 2015) e é também o etanol o
responsavel pela recolha dos produtos mais volateis, como alguns alcoois, cetonas e

benzaldeidos. (Usaizan et al., 2014)

Em termos de abundancia, tanto o extrato metanolico como o extrato em éter dietilico
apresentam a maior capacidade de extracdo de compostos como os alcaldides,
flavonoides, esteroides, terpendides, fenois, saponinas e taninos. J& os extratos em acetato

de etilo revelam a presenca de antraquinonas e saponinas (Angamuthu et al., 2014).
No entanto, os flavonoides que sdo os fitoquimicos em maior quantidade, t€ém a sua

extracdo comprometida com acetona, sendo esta favorecida pelo metanol (Licodiedoft et

al., 2013).
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No que respeita as partes que constituem a planta, o fruto apresenta a maior abundancia
de constituintes, destacando-se os fendis e flavonoides (Angamuthu et al., 2014; Rop et
al., 2012; Sathyadevi & Subramanian, 2015), vitamina E (Radaman & Morsel, 2003), -
caroteno (Briones-Labarca et al., 2013; Radaman & Morsel, 2003; Rosso & Mercadante,
2007) e acido ascorbico (Briones-Labarca et al., 2013; Radaman & Morsel, 2004; Rop et
al., 2012).

Tanto a vitamina E como o B-caroteno tém vindo a ser referenciados como responsaveis

por grande parte das propriedades farmacologicas da physalis (Hassanien, 2011).

Com a ajuda do HPLC-DAD-MS/MS, verificou-se que o trans-p-caroteno € o carotenoide
mais abundante, contribuindo em 76,8% para a capacidade antioxidante dos carotenoides
existentes na physalis (Hassanien, 2011). A extragao do B-caroteno parece estar facilitada
pela mistura de solventes organicos, enquanto o acido ascoérbico é eficazmente extraido

pelo 4cido metafosforico (Briones-Labarca et al., 2013).

Por outro lado, destaca-se também o calice por ser o principal depdsito das fisalinas
(Huang et al., 2014; Ji et al., 2012; Xu et al., 2012), que s3o moléculas exclusivas da
physalis e que podem apresentar menor estabilidade, como as fisalinas O e P, ou maior,
como a fisalina A, mediante as condi¢des de conservacdo. Do mesmo modo, as
concentragdes na planta também sdo variaveis, sendo a fisalina A a mais abundante (Xu

et al. 2012).

Ja foram descobertas varias fisalinas, sendo a mais recente a fisalina X (Huang et al.,

2014) e também ja foram identificadas as isofisalinas (Jin et al., 2012).

Por fim, comecam também a surgir estudos que identificam os withanolidos como
moléculas tUnicas da physalis, extraidos pelo etanol, cuja atividade antitumoral,

imunossupressora e heptatoprotetora tem vindo a ser estudada. (Gautam et al., 2015)
Em suma, a physalis ¢ uma planta ainda pouco estudada no que diz respeito a variedade

de constituintes que contém, dai a necessidade de se utilizarem diferentes extratos para

melhor identificacdo dessas moléculas. Contudo, serd sempre pertinente que se pesquisem
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0s constituintes presentes no extrato aquoso, uma vez que a agua ¢ o unico solvente

passivel de ser consumido pelos humanos.

3. Propriedades benéficas para a saude por constituinte da “physalis”

Na Tabela 2 estdo reunidos estudos das propriedades benéficas de constituintes
identificados em diferentes extratos de physalis, como referenciados no capitulo anterior,
sendo estes os mais proeminentes na quantidade e diversidade de propriedades que

apresentam.

As referéncias bibliograficas apresentadas apenas contém informagdo recolhida de
experiéncias efetuadas com ratos ou linhagens celulares, pois com exce¢do do f-caroteno,

nao foram encontrados estudos com amostra constituida por humanos.

De um modo geral, todos os constituintes apresentados na Tabela 2 revelam por si s6 que
a Physalis peruviana ¢ uma planta com propriedades variadas e que por este motivo

podera interferir com diferentes areas de intervencao terapéutica.

No que respeita a cada constituinte, as fisalinas sdo as mais consistentes com as
propriedades apresentadas, seguidas dos withanolidos e da catequina. J& o B-caroteno, os
acidos fendlicos e os flavonoides sdo mais multifacetados, apresentando propriedades

referentes a varias areas da saude.

No entanto, com mais pormenor, analisa-se de seguida as propriedades de cada

constituinte individualmente.
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Tabela 2. Propriedades benéficas para a satide de alguns constituintes da physalis

Autores

Constituinte

Amostra

Efeito benéfico para a saide

Mecanismo de acio

Lima et al. (2014)

Fisalinas B, D F e

Ratos suigos Webster

Efeito antinociceptivo

Bloqueio da transmissdo neuronal do sinal da dor por
inibicdo de nociceptores a nivel supra-espinhoso e ndo

G a nivel periférico
N. gonorrhoeae
Silva, Simas, Batista, ATCC49226,
Cardarelli & S. aureus ATCC Atividade antimicrobiana
Tomassini (2005) Fisalina B 29213, (bactericida) -
S. aureus ATCC
25923,
S. aureus ATCC 6538P
Inibicdo do complexo ubiquitina-proteassoma em
Vandenberghe et al. Fisalina B Células cancerigenas Anticancerigena células cancerigenas DLD-1 por inducdo da produgdo
(2008) de colon humano DLD- da proteina NOXA, causando a apoptose das células
1 DLD-1
Inducdo da apoptose por aumento de producdo de
Ma, Han, Hu & Zhou Fisalina B Células cancerigenas Anticancerigena espécies reativas de oxigénio na mitocondria da célula
(2015) do c6lon HCT116 e por alteragio do promotor Beclin 1 e dos
microfilamentos de actina necessarios a formagdo de
autofagossomas e lisossomas
Ooi, Muhammad & Inducdo da apoptose das células T-47D por
Sulaiman (2013) Fisalina F Células de carcinoma Anticancerigena sobreexpressdo dos genes apoptdticos c-myc e
da mama T-47D caspase-3, causando a fragmentagdo do acido
desoxirribonucleico (DNA)
Indugdo da apoptose celular por sobreexpressdo de
He et al. (2013) Fisalina A Células de Anticancerigena caspase-3 e caspase-8, responsaveis pela clivagem de
fibrossarcoma humano proteinas importantes na reparacdo de DNA
HT1080
Anti-inflamatério Reduc¢do dos niveis de fator necrosante tumoral alfa
(Redugdo dos mediadores (TNF-a), fator nuclear kappa beta (NF-kB), interferdo
Pinto et al. (2010) Fisalina E Ratos suicos inflamatorios na pele na gama (IFN-Y) e da atividade da enzima

presenca em condigdes como a
dermatite cronica)

mieloperoxidase (MPO)
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Autores Constituinte Amostra Efeito benéfico para a saude Mecanismo de acéiio
Diminuigdo do tempo de reperfusdo das células
Csepanyi et al. [-caroteno Ratazanas macho Protetor cardiovascular cardiacas em caso de isquemia, possivelmente por
(2015) aumento da enzima hemeoxigenase 1 que impede a
morte celular
El-Demerdash, Neutralizacdo dos radicais livres que se formam na
Yousef, Kedwany & [-caroteno Ratazanas Sprague- Hepatoprotetor e presenca de cadmio, regularizando os niveis de
Baghdadi (2004) Dawley neuroprotetor transaminases e outras proteinas
Reducdo de malondialdeido (MDA) no sangue, que
Sarada et al. (2002) [-caroteno Ratos albinos Reversdo dos efeitos da tem como consequéncia o aumento dos niveis
hipoxia sanguineos de glutationa (GHS) e glutationa
peroxidase (GHS-Px), minimizando o stress oxidativo
Impede a hipertrofia cardiaca nos fumadores por
Zornoff et al. (2006) [-caroteno Ratos Wistar Protetor cardiovascular manutengdo da estrutura dos microfilamentos e de
todo o sarcoma, uma vez que leva a reducéo do stress
oxidativo
Anticancerigeno
Mulheres sem cancro (Diminuigdo significativa da
Eliassen et al. (2015) [-caroteno monitorizadas por um probabilidade de -
periodo de 20 anos desenvolvimento de cancro da
mama durante os primeiros 3
anos)
Trabalhadores expostos Antisstress Diminui¢do dos niveis de MDA e lipofuscina;
Kasperczyk et al. B-caroteno ao chumbo com (Reducdo do stress oxidativo | aumento dos niveis de GHS; redugdo da atividade da
(2014) ingestdo de 10mg/dia causado pela exposicdo GSH-Px e aumento da atividade da glucose-6-fosfato
durante 12 semanas permanente ao chumbo) dehidrogenase e da catalase (CAT)
Impede a diminui¢do dos niveis de acidos gordos e
Protegdo da pele contra as hidratos de carbono causada pela radiagdo UVB e
Jung et al. (2014) Catequina Ratos carecas SKH-1 radiagoes Ultravioleta B impede o aumento de ceramidas e outros compostos
(UVB) organicos, que culmina na desidratagdo da pele,
eritema e rutura das fibras de colagénio
Impede o aumento de NF-kB, TNF-qa, interleucina-6
Shahid et al. (2016) Catequina Ratos sui¢os albinos Anti-inflamatdria (IL-6) e ciclooxigenase 2 (COX-2) causado pelo

benzopireno no tecido pulmonar
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Autores Constituinte Amostra Efeito benéfico para a saude Mecanismo de acéiio
Inibicdo da agdo do benzopireno sobre o tecido
Shahid et al. (2016) Catequina Ratos suigos albinos Anticancerigena pulmonar, impedindo o decréscimo da proteina p53,
caspase-3 e aumento células B de linfoma (Bcl-2),
todos eles responsaveis por inducdo de apoptose
Impede a conjugag¢ao da glutationa com um metabolito
Shahid et al. (2016) Catequina Ratos suigos albinos Antioxidante toxico de benzopireno pela GHS-Px e impede a
diminui¢do da atividade das enzimas CAT e
superoxido dismutase (SOD)
Paragem do ciclo celular na fase S por aumento da
Tsai & Chen (2016) Catequina Células cancerigenas Anticancerigena expressdo da proteina P27 e diminuicdo da expressdo
da prostata PC-3 de varias ciclinas. Indugdo da apoptose por diminui¢do
de bcl-2 e aumento de caspase-3,8 ¢ 9
Inibe a libertagdo de moléculas soluveis de adesdo
Wein, Schrader, Catequina Ratos db/db (fémea) Anti-inflamatoria e celular envolvidas nos processos inflamatorios do
Rimbach & hipoglicemiante endotélio vascular e diminui os niveis de glucose no
Wolffram (2013) sangue em jejum por estimulo da producdo de insulina
Reverte a inibi¢do de linfocitos T em situagdes de
Kour et al. (2009) Withanolidos Ratos suigos albinos Antisstress stress cronico, aumentando os niveis de interleucina-2
(IL-2) e de IFN-Y e consequentemente diminui os
niveis de cortisol no sangue
Reversdo de atrofia neuronal, | Estimula¢do da transdugido do sinal em vias neuronais
Kuboyama, Thoda & Withanolidos Embrides de ratos recuperacdo de sinapse e por aumento da proteina associada ao microttibulo 2
Komatsu (2005) Sprague-Dawley recuperacdo da memoria (MAP2) e do neurofilamento-H (NF-H)
Aumento da producado de tiroxina (T4) pela glandula
Panda & Kar (1999) Withanolidos Ratos suigos albinos Tirotrépico tiroideia
Impedimento da elevacdo da atividade da 6xido nitrico
Hattiwale et al. Acido ascorbico Ratos Wistar Antisstress sintetase (INOS) na presenga de niquel e
(2013) consequentemente diminui os niveis de 6xido nitrico
(NO) no sangue, cérebro e pulmdes
Células leucémicas Indu¢do da apoptose nas células leucémicas por
Kawada et al. (2013) | Acido ascorbico | humanas K562, HL60, Anticancerigeno aumento da produc¢do de perdxido de hidrogénio e por

MOLM 14, NB4, Jurkat

e Raji

diminui¢do da angiogenese, reprimindo a transcri¢ao
do fator induzido por hipoxia alfa 1 (HIF-1a)
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Autores

Constituinte

Amostra

Efeito benéfico para a saude

Mecanismo de aciao

Moretti et al. (2013)

Acido ascorbico

Ratos sui¢os (fémea)

Antisstress e antioxidante

Redugdo da peroxidacdo lipidica e controla os niveis
de atividade da superoxido dismutase (SOD),
glutationa redutase e GHS-Px

Rosa, Neis, Ribeiro,

Moretti & Rodrigues Acido ascorbico Ratos suigos (fémea) Antidepressivo Ativagdo de recetores GABA4 e inibigdo de recetores
(2016) GABAg

Reducao da interacdo entre o promotor “Forkhead” 1

Narasimhan, Acidos fendlicos Ratos Wistar Antidiabético (FOXOL1) e os genes promotores da neoglucogénese

Chinnaiyan & (acido ferrulico) fosfoenolpiruvado carboxicinase (PEPCK) e Glucose-

Karundevi (2015) 6-fosfatase (G6Pase) e aumenta os niveis de

glicogénio sintetase e da glucocinase

Yan et al. (2013)

Acidos fenblicos
(acido ferrulico)

Ratos fémea APP/PS1

Adjuvante na doenca de

Redugdo dos niveis de deposicdo de proteina beta-

Alzheimer amiloide (AP) e de interleucina -1 beta (IL-1B) no
cortex frontal
Redugdo dos niveis de calcio intracelular necessarios
Pradhananga & Shim | Acidos fendlicos Células HEK293T, Antipruriginoso para a libertacdo de histamina e inibe duas vias
(2015) (acido cafeico) HeLa e do ganglio responsaveis pelo prurido causado pelo péptido similar

dorsal de ratos

a histamina SLIGRL-NH,: recetores ativados pela
protéase 2 (PAR-2) e recetor C11 com proteina G
acoplada (MRGPRC11)

Zhang et al. (2014)

Acidos fendlicos
(acido cafeico)

Ratos BALB/c

Anti-inflamatoério

Redugao da expressdo de TNF-a, IL-6, IL-1p e NF-kB
nos queratindcitos

Pragasam,
Venkatesan & Rasool
(2013)

Acidos fendlicos
(acido cumarico)

Ratos Wistar

Anti-inflamatorio e
imunomodelador

Diminui¢do da producdo de TNF-a e o nimero de
macrofagos em circulagdo no liquido sinovial, bem
como os complexos autoimunes formados em
circulagdo

Yoon et al. (2013)

Acidos fendlicos
(4cido cumarico)

Células musculares L6
de rato

Regulador do metabolismo da
glucose

Indugdo da fosforilagdo de proteina cinase adenosina
monofosfato ativada (AMPK) e da acetil-coA
carboxilase (ACC)
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Autores

Constituinte

Amostra

Efeito benéfico para a saude

Mecanismo de aciao

Estimulacdo da expressdo dos genes que codificam a

Yoon et al. (2013) Acidos fendlicos | Células musculares L6 Antidislipidémico carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1) e o recetor
(acido cumarico) de rato proliferador alfa ativado de peroxisoma (PPARa)
Kumar, Jayanand, Normalizagdo da morfologia celular por inibicdo do
Perween, Ansari & Rutina Células de glioma Neuroprotetora peroxido de hidrogénio, conservando a estrutura do
Rai (2014) cerebral BMG-1 DNA e aumentando os niveis de GHS
Rutina e Peixe-zebra Redutoras da perda de -
Richetti et al. (2011) quercitina memoria
Hepatoprotetora e Reducdo dos niveis do proto-oncogene c-Fos a nivel
Schwingel et al. Rutina Ratos BALB/c neuroprotetora da medula espinal e da formagao de anticorpos para a
(2014) caspase-3 no figado
Hepatoprotetora ¢ Redugdo dos niveis do proto-oncogene c-Fos a nivel
Schwingel et al. Quercitina Ratos BALB/c neuroprotetora da medula espinal, redugdo da formagdo de anticorpos
(2014) para a caspase-3 no figado e diminuigdo da migracdo
de macréfagos
Células MIA PaCa-2 Indugdo da apoptose possivelmente por ativagdo de
Angst et al. (2013) Quercitina (carcinoma do Anticancerigena AMPK e inibi¢do de NF-kB
pancreas)
Ratos BALB/c e Indugido da apoptose por aumento dos niveis de [FN-Y
Du et al. (2010) Quercitina células cancerigenas da Anticancerigena e IL-2 e diminui¢do dos niveis de IL-4 e IL-10.
mama 4T1 Estimulagdo de linfocitos T CD8+ contra as células
cancerigenas
Estimulagdo da sintese de o6xido nitrico (NO) no
Guo et al. (2015) Miricetina Ratos Kunming Protetora do endotélio endotélio, redugdo dos niveis de tromboxano A2
vascular (TXA,) e aumento dos niveis de prostaglandina I,
(PGI,), de SOD e de glutationa peroxidase (GSH-Px)
Células de carcinoma Indug@o de apoptose por ligagdo ao N-terminal da
Zang et al. (2014) Miricetina do esofago EC9706 e Anticancerigena cinase 2 ribossomal S6 (RSK2) e ao Bad. Inibicdo da
KYSE30 proliferacdo celular por ligagdo ao checkpoint mitético
Madl.
Zhao, Hong, Dong, Diminui¢do da produgcdo de NO, MPO, MDA e
Meng & Mu (2012) Miricetina Ratos BALB/c Anticolitica e antiulcerosa aumento de SOD e GSH-Px.

Estimulagdo da produgdo de IL-1B3 e IL-6
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Autores Constituinte Amostra Efeito benéfico para a saude Mecanismo de acéiio
Antidiabético
(Preservacdo das células B do | Favorecimento da producdo de AMPK nas células
Alkhalidy et al. Kaempferol Ratos C57BL/6J pancreas por diminuicdo da | musculares e da expressdo do transportador de glucose
(2015) resisténcia periférica a 4 (GLUT4) para o musculo
insulina, sintese de glicogénio
e lipolise)

Anti-inflamatorio e Diminui¢do dos niveis de TNF-a, IL-1f ¢ MDA,
Kong, Luo, Li, Zhou Kaempferol Coelhos brancos da antiaterosclerdtico acompanhado da subexpressdo dos genes de selectina
& He (2013) Nova Zelandia (Inibigdo da expressdo de E, molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1),
genes e mediadores molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e proteina

inflamatorios na aorta) quimiotactica de monoécito 1 (MCP-1)

Promotor da diminui¢do de

peso e antidiabético Aumento do metabolismo lipidico por diminui¢do da
Zang, Zhang, Kaempferol Ratos C57BL/6J (Diminuigéo dos niveis expressdo de recetor proliferador ativado de

Igarashi & Yu (2015)

sanguineos de glucose em
jejum, hemoglobina Alc
(HbA1c) e resisténcia a
insulina)

peroxisoma (PPAR-Y) e proteina reguladora de
esteroides 1¢ (SREBP-I1c¢)
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Como referido anteriormente, as fisalinas apresentam um padrao consistente das suas
propriedades. As fisalinas apresentam sobretudo propriedades anticancerigenas (He et al.,
2013; Ma, Han, Hu & Zhou, 2015; Ooi, Muhammad & Sulaiman, 2013; Vandenberghe
et al., 2008), embora ja existam estudos que descrevam as suas propriedades
antimicrobiana (Silva, Simas, Batista, Cardarelli & Tomassini, 2005), antinociceptiva

(Lima et al., 2012) e anti-inflamatoria (Pinto et al., 2010).

Contudo, os mecanismos de agdo pelos quais as fisalinas atuam sobre o cancro diferem
entre si. A sua atividade centra-se sobretudo na regulacdo da expressdo de genes
envolvidos na apoptose (He et al., 2013; Ooi, Muhammad & Sulaiman, 2013) ou na
estimulacdo de promotores e enzimas para esse mesmo fim (Ma, Han, Hu & Zhou, 2015;

Vandenberghe et al., 2008).

No caso do B-caroteno, as propriedades ligeiramente mais variadas, embora o mecanismo
base se relacione sempre com o stress oxidativo. Esta molécula tem mostrado um elevado
efeito protetor a nivel cardiovascular, devido as suas propriedades antioxidantes
(Csepanyi et al., 2015; Kasperczyk et al., 2014; Sarada et al., 2002; Zornoff et al., 2006),
mas também devido a sua influéncia sobre as enzimas que neutralizam os radicais livres,

exerce um efeito hépato e neuroprotetor (El-Demerdash et al., 2004).

Os estudos realizados em humanos comprovam nao sé as propriedades antioxidantes do
-caroteno como forma de combate a toxicos externos (Kasperczyk et al., 2014), mas

também como protetor para o cancro (Eliassen et al., 2015).

Também as propriedades benéficas da catequina assentam maioritariamente em
mecanismos genéticos (Shahid et al., 2016; Tsai & Chen, 2016) e anti-inflamatorios
(Junge et al., 2014; Shahid et al., 2016; Wein et al., 2013), embora se estendam aos
mecanismos de protecdo da pele (Junge et al., 2014) e aos antidiabéticos (Wein et al.,

2013).

Porém, o mecanismo anticancerigeno parece estar bem esclarecido, indicando que esta
molécula atua essencialmente sobre a apoptose, estimulando os genes e proteinas
responsaveis por este processo, a proteina p53 e a caspase-3, e inibindo a expressdao do

oncogene antiapoptotico Bcl-2 (Shahid et al., 2016; Tsai & Chen, 2016).
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Quando analisadas as propriedades dos withanolidos e do 4cido ascorbico voltamos a
verificar a forte incidéncia sobre as propriedades antioxidantes (Hattiwale et al., 2013;
Kour et al., 2009; Moretti et al., 2013), mas também ja uma certa dire¢dao para o campo
neuronal, que no caso dos withanolidos incide sobre a memoria e a transmissao de
informacao (Kuboyama et al., 2005) e no cado do 4cido ascorbico se estende ao campo

da depressao (Rosa et al., 2016).

No que respeita aos acidos fendlicos as propriedades benéficas sdo bastante variaveis e
destacam-se as propriedades anti-inflamatorias (Pragasam et al., 2013; Zhang et al., 2014)

e antidiabéticas (Narasimhan et al., 2013; Yoon et al., 2013).

Dentro das propriedades anti-inflamatdrias, os 4cidos fenolicos conseguem atingir
especificamente o prurido, por inibicdo de recetores estimulados por péptidos
semelhantes a histamina indutores de moléculas pro-inflamatorias (Pradhananga & Shim,

2015).

E de referenciar que estes acidos possuem ainda propriedades que afetam o sistema
nervoso central, contribuindo para o controlo da doenca de Alzheimer por inibicdo da
deposicao de AP e IL-1B (Yan et al., 2013) e propriedades que interferem com o
metabolismo lipidico por estimulagdo de enzimas responsaveis pela oxidacao de acidos
gordos na mitocondria e de promotores da transcricdo de genes que metabolizam os

lipidos reservados nos midcitos (Yoon et al., 2013).

Por ultimo identificaram-se as propriedades de diversos flavonoides, que podem ser
divididas em trés grandes grupos: benéficas para o sistema nervoso (Kumar et al., 2014;
Richetti et al., 2011; Schwingel et al., 2014), anti-inflamatdrias e protetoras do sistema
cardiovascular (Guo et al., 2015; Kong et al., 2011; Zang et al., 2015; Zhao et al., 2014)
e anticancerigenas (Angst et al., 2013; Du et al., 2010; Zang et al., 2014).

Relativamente a sua a¢do anticancerigena, os flavonoides embora sendo um tnico grupo
quimico atuam por meio de diferentes mecanismos. Por exemplo, enquanto a quercitina
exerce a sua acao anticancerigena por estimulacdo de mediadores inflamatorios e de

células T do sistema imunitario (Angst et al., 2013; Duo et al., 2010), a miricetina exerce
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a mesma agdo via apoptose e alteracdo de proteinas envolvidas no ciclo celular e

promotoras da mitose (Zang et al., 2014).

Nao devem também ser negligenciadas as propriedades antidiabéticas destes
fitoquimicos, cujos mecanismos de agdo passam por promover o armazenamento de
glucose a nivel das células musculares (Alkhalidy et al., 2015) e por favorecer a
diminuic¢do dos niveis plasmaticos de glucose por diminuicdo da resisténcia periférica a

insulina (Zang et al., 2015).

Assim, este capitulo permite-nos supor que embora as propriedades apresentadas por cada
constituinte sejam vastas, muitas delas sdo comuns a diferentes constituintes. Fazendo
todos estes fitoquimicos parte da composicdo da physalis, a sinergia entre as suas

propriedades podera evidenciar os beneficios da planta para a satde.

4. Propriedades benéficas para a saude de extratos de physalis

Tal como sugerido pelos estudos encontrados para os constituintes da physalis, a Tabela
3 apresenta uma compilacdo de estudos em que as propriedades diferem bastante entre si,

embora estejam de acordo com o reportado pelos estudos feitos com os constituintes.

Também como aconteceu nos estudos feitos com constituintes da physalis, as amostras

utilizadas sdo ratos e linhagens celulares selecionadas.
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Tabela 3. Propriedades benéficas para a satde de extratos da physalis

Autores Extrato Amostra Protocolo de estudo Efeito benéfico para Resultados
Tempo Quantidade a saude
Linhas celulares da Decréscimo na expressao de proteina cinase B (Akt),
Gallagher et al. Diclorometano/ cabeca e pescogo ¢ 21 dias 10mg/kg/dia Anticancerigeno aumento da clivagem da poli (ADP-ribose)
(2015) metanol ndo cancerigenas da polimerase (PARP) e da proteina de choque térmico
mama de rato 32 (HSP32), resultando na indugdo da apoptose
Hassan & Diminui¢do dos niveis plasmaticos de glucose, TNF-
Ghoneim (2013) Aquoso Ratos albinos machos | 21 dias | Iml de extrato Antidiabético a e IL-6, mas aumento da produgdo de insulina no
diabéticos por dia pancreas
Células humanas de Inibicdo do oncogene viral homdlogo 1 de sarcoma
Hsu et al. - melanoma maligno 24h 3ug/ml Anticancerigeno (BRAF1), sobreexpressdo de NOXA nas primeiras
(2012) (A375 ¢ A2058) ¢ 2h e nas horas subsequentes da proteina 4 de Bel-2
mioblastos de rato (Bax) e de caspase-3
H9c2
5,10,25,50 ¢ Redugdo da producdo de TNF-a, IL-6 ¢ iNOS pela
Kang, Kwon & Metanol 100ul/ml fracdo de cloroformio do extrato; inibi¢do da
Choi (2011) Agua Ratos BALB/c 24h Anti-inflamatério expressdo de NF-kB (IkBa) e do gene transdutor de
Cloroférmio 60 e 120pl/ml sinal e ativador da transcrigdo 1 (STAT1) por meio
do sistema lipopolissacarideo (LPS); ativacdo da
proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK)
5e 10ul/ml
Diminui¢do dos niveis de peroxidacao lipidica, NO
Moneim et al. Metanol Ratos Wistar 5 dias 20mg/kg/dia Neuroprotetor e glutationa no cérebro, previamente aumentados
(2014) pela presenga de cadmio
Ao fim de 48h denotou-se uma diminuigdo de 91,8%
Nogueira et al. na presenca de formas amastigotas, sem inducao de
(2013) Etanol Ratos CBA 0, 24h 1% (v/v) Antileishmaniose toxicidade nos macréfagos; valores de concentragio
para inibi¢ao dos parasitas em 50% inferiores aos de
anfotericina B (controlo)
Ooi, Células do carcinoma Aumento da producdo de c-myc e p53 na primeira
Muhammad & Cloroférmio do ovério humano 24,48 ¢ 3,125- Anticancerigeno hora e posteriormente de caspase-3; alteragcdes
Sulaiman (2010) Caov-3 72h 100ul/ml morfoldgicas demonstrativas de apoptose e
autofagia
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Autores Extrato Amostra Protocolo de estudo Efeito benéfico para Resultados
Tempo Quantidade a saude
Redugdo dos niveis de MDA, NO; subexpressdo de
Othman, Nada, Metanol Ratos Wistar 5 dias 200mg/kg Protetor da toxicidade | caspase-3 ¢ aumento dos niveis de glutationa;
Zaki & Moneim testicular aumento da atividade da SOD, GSH-Px, glutationa
(2014) redutase e CAT; aumento dos niveis de testosterona
Raju & Reducdo significativa dos niveis plasmaticos de
Mamidala Hexano/metanol Ratos Wistar 14 dias 25 e 50mg/kg Antidiabético glucose
(2015)
Diminui¢do dos niveis plasmaticos de glucose;
decréscimo de 31,6% no colesterol total
Ramadan, comparativamente aos valores do grupo de controlo;
Hassan, Hipocolesterolémico | aumento dos niveis de lipoproteina de alta densidade
Elsanhoty & Aquoso Ratos albinos 60 dias 5e15% e hipoglicémico (HDL) e diminui¢do dos niveis de lipoproteina de
Sitohy (2012) (machos) baixa densidade (LDL) em quase 50%; diminuico
dos  valores  previamente elevados pela
hipercolesterolemia, de aspartato aminotransferase
(AST) e de alanina aminotransferase (ALT), com
reducdo de danos hepaticos e cardiacos
Esplendcitos com Inibigdo da producdo de IL-2 pelos esplenodcitos com
concavalina-A (Con- | 24,48¢ 2ug/ml concanavalina-A (Con-A) ativada; inibicdo da
Soares et al. A) ativada de ratos 72h proliferacao de linfocitos; aumento da atividade do
(2006) DMSO BALB/c Imunossupressora extrato na presen¢a de um recetor de glucocorticoide
(RU486); apods 25 dias de transplantagdo, 50-66%
Ratos BALB/c apods 30 dias Img/rato/dia dos animais ndo apresentava sinais de rejeigao.
transplantacio
10,20 e
Sutrisna, 40pg/ml
Indwianiastuti Etanol Células de cancro da 24h 20, 40, 60 e Anti-inflamatorio e Inibicdo da atividade da COX-2, tendo como
& Haryadi mama MCEF-7 180pug/ml anticancerigeno consequéncia a diminuigdo da proliferacdo tumoral
(2012) (efeito
citotoxico)
Taj, Khan, Etanol 250mg/kg/dia Diminui¢do dos niveis de AST, ALT, bilirrubina,
Sultana, Ara & Aquoso Ratos Wistar 6 dias (aquoso) Hepatoprotetor creatinina e ureia, cujo aumento foi previamente
Ehteshamul- 500mg/kg/dia induzido pela presenca de tetracloreto de carbono
Haque (2014) (etanolico) (CCly)
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Autores Extrato Amostra Protocolo de estudo Efeito benéfico para Resultados
Tempo Quantidade a saude
48h 10,30 ¢ Inibi¢do da proliferagdo das células Hep G2 por
50pg/ml ambos os extratos por estabilizagdo do ciclo celular
Etanol Células de hepatoma 48h 10 e 50ug/ml na fase S; inexisténcia de toxicidade sobre os
Wu et al. (2004) Aquoso Hep G2, Hep 3B Anticancerigeno hepatécitos dos ratos BALB/c; indugdo de apoptose
Células PLC/PRF/5 por alteragdes no metabolismo lipidico e diminuig¢@o
48h do potencial de membrana na mitocondria, tendo
50pug/ml . . S .
como consequéncia uma diminui¢éo na glutationa e
aumento dos radicais livres
Etanol Paragem do ciclo celular na fase S por retencdo do
Aquoso 1,10,30,50 e pico Sub-Gl por agdo do extrato de didxido de
Wu et al. (2009) Dioxido de Células de carcinoma 24h 100pg/ml Anticancerigeno carbono  supercritico, inibicdo da  proteina
carbono do pulmao H661 inativadora da apoptose e aumento da expressdo de
supercritico Bax; alteracdo da expressdo caspase-3 e p53;
clivagem da PARP
Lietal. (2014) - Células HeLa, U251 24h 0-50uM Anticancerigeno Elevada atividade citotoxica, sobretudo por agdo de

e HL-60

withanolidos e fisalinas
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Tal como esperado, as propriedades apresentadas pelos diversos extratos da physalis
assemelham-se as referenciadas para os seus constituintes, com especial destaque para as
propriedades anticancerigenas (Gallagher et al., 2015; Hsu et al., 2013; Li et al., 2014;
Ooi et al., 2010; Sutrisna et al., 2012; Wu et al., 2004; Wu et al., 2009) e antidiabéticas
(Hassan & Ghoneim, 2013; Raju & Mamidala, 2015; Ramadan et al., 2012).

No entanto, ¢ de notar também os efeitos anti-inflamatoério (Kang et al., 2011; Sutrisna et
al., 2012), hepatoprotetor (Taj et al., 2014), imunossupressor (Soares et al., 2006),
antiparasitario (Nogueira et al., 2013) e antioxidante/desintoxicante (Moneim et al., 2014;

Othman et al., 2014).

No que respeita aos mecanismos anticancerigenos, a physalis apresenta uma grande
multiplicidade que parece estar dependente do tipo de extrato utilizado. O extrato aquoso
e o etandlico parecem incidir mais sobre a inibi¢ao do ciclo celular, indu¢do da apoptose
por intermédio de genes proapoptdticos e por indugdo da formagao de radicais livres via
alteracao do potencial de membrana das mitocOndrias, tal como o extrato de dioxido de

carbono supercritico (Wu et al., 2004; Wu et al., 2009).

Ja os extratos metandlicos, alguns com fragdes de cloroféormio exercem a sua atividade
predominantemente por via apoptotica, regulando a sobre-expressao das caspases e da
proteina p53, bem como do Bcl-2 (Gallagher et al., 2014; Hsu et al., 2014; Ooi et al.,
2010).

Por outro lado, verifica-se que independentemente do tipo de extrato, a physalis revela
elevado efeito protetor nas vias cardiovasculares, por aumento dos niveis plasmaticos de
HDL em e diminui¢do dos niveis de LDL (Ramadan et al., 2012) e indiretamente pela
inibicao de mediadores inflamatérios, como a COX-2 (Sutrisna et al., 2012), TNF-a, IL-
6, INOS e NF-kB (Kang et al., 2011).

No seguimento da atividade anti-inflamatéria, temos as propriedades antioxidantes dos
extratos, que resultam na protecdo do cérebro por diminui¢do dos niveis de NO e
glutationa (Moneim et al., 2014) e na prote¢ao do figado e testiculos, por aumento da

atividade das enzimas antioxidantes como a SOD, CAT e GSH-Px (Othman et al., 2014),
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com consequente diminui¢ao dos niveis de transaminases, ureia e creatinina (Taj et al.,

2014).

Contudo, a physalis desempenha ainda um importante papel no controlo da glucose
plasmatica (Raju & Mamidala, 2015), ndo s6 como consequéncia da diminuicao das
moléculas inflamatorias , mas também pelo estimulagdo da secrecdo de insulina pelas

células P pancreaticas (Hassan & Ghoneim, 2013).

Por fim, também de grande importancia ¢ a atividade imunossupressora que a physalis
apresenta perante uma transplantagdo, uma vez que tem capacidade para inibir pro-
inflamatorios como a IL-2 e a Con-A, simultaneamente mostrando afinidade para os
recetores de glucocorticoides. Como tal, a physalis aparenta ter um mecanismo
semelhante ao dos corticoides, o que a propdes como um bom adjuvante nesta terapéutica

imunossupressora (Soares et al., 2006).

Em suma, a compilagdo mostrada neste capitulo revela uma diversidade de propriedades
que incitam a que seja testada em ensaios clinicos com o intuito de se comprovarem as

suas atividades farmacologicas.

5. Aplicagoes empiricas e estudos clinicos das propriedades da physalis

Embora os ensaios clinicos realizados com formas farmacéuticas produzidas a partir de
physalis sejam praticamente inexistentes, o uso desta planta como mediador terapéutico

e atenuador de sintomas ja € conhecido empiricamente.

Na medicina Unani, um tipo de medicina indiana, ja sdo varias as formulagdes que
utilizam diferentes espécies de physalis associadas a outras plantas, sob a forma de
decocgdo, pasta ou comprimido, com o intuito de aliviar os sintomas causados pela gota

(Akram, Usmanghani, Ahmed, Azhar & Hamid, 2014).

Do mesmo modo, os estudo etnofarmacoldgicos de Bourdy et al. (2000), realizados na

Bolivia e abordando os usos de varias plantas por uma comunidade local, demonstram
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que a decocagao das raizes de diferentes espécies de physalis parecem ser eficazes contra

gripes, febre e dores reumaticas.

As utilizagdes da physalis estendem-se ao cancro, asma, hepatite e problemas
dermatologicos, em diversas populagdes indigenas, sendo o seu consumo feito sob a

forma de sumo ou compota (Zavala et al., 2006).

Embora ndo existam ensaios clinicos que comprovem as propriedades benéficas da
physalis para os humanos, o estudo de Romero-Cerecero, Reyes-Morales, Aguilar-
Santamaria, Huerta-Reyes & Tortoriello-Garcia (2009) demonstra que varias plantas,
incluindo a physalis, sdo utilizadas por doentes diabéticos tipo 2. Estes doentes, seguidos
em hospitais publicos no México, fazem uso destas plantas que ajudam a baixar os seus

niveis de glucose, concomitantemente com a terapéutica oral.

A favor desta evidéncia, o estudo de Ankrah et al. (2003) demonstra o potencial de uma
decocgdo preparada com Jatropha curcas, Gossypium hirsutum, Physalis angulata e
Delonix regia, sobre 5 doentes suspeitos de infecdo por malaria. Os resultados
demonstram a erradicacao dos parasitas presentes nas cé€lulas sanguineas dos doentes,
bem como de ratos Sprague-Dawley, sem que se tenha identificado qualquer efeito toxico

para os individuos.

Contudo, serd necessario que se criem novas formulacdes e se invista em formas
farmaceéuticas mais controladas para que seja possivel a realizagdo de ensaios clinicos que
atestem as propriedades farmacologicas da physalis, bem como os possiveis riscos da sua

toxicidade para definir a dose adequada de consumo.

Dada a grande dispersdao de informacdo no que respeita a constitui¢do e actividade
antioxidante desta planta e o facto de a ingestdo deste alimento ter vindo a aumentar em
Portugal, este trabalho pretende contribuir para a caracterizagdo da physalis

comercializada em Portugal.
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Materiais, reagentes e métodos

1. Pesquisa bibliografica

A metodologia utilizada para contruir a monografia deste trabalho comegou por fazer uma
pesquisa mais abrangente na b-on e no PubMed. Nestas duas bases de dados foram
inseridas as seguintes palavras-chave, sem qualquer critério de inclusdo ou exlusao:
“Physalis peruviana” (68 artigos); “Physalis constituents” (1153 artigos); “Physalis
antioxidant capacity” (520 artigos) e “Physalis health benefits ” (92 artigos).

A partir deste grupo de palavras-chave surgiram varios artigos, referenciando diferentes
métodos para identificagdo dos constituintes da physalis, tendo depois restringido a
pesquisa a “Physalis HPLC” (23 artigos). Do mesmo modo, surgiram artigos

referenciando os constituintes de varias partes da planta e as respetivas propriedades.

Ap6s a selecdo dos constituintes mais mencionados nos estudos anteriores, foi feita nova
pesquisa com o intuito de obter estudos referentes as propriedades benéficas de cada
constituinte. As palavras-chave utilizadas foram: “B-carotene health properties” (179
artigos), “Ascorbic acid health properties” (403 artigos), “Physalins health properties”
(110 artigos), “physalis flavonoids health properties” (1037 artigos), “catechin health
properties” (253 artigos) e “fenolic acids health properties” (190 artigos). Dentro do grupo
dos flavonoides especificou-se ainda mais a pesquisa direcionando-a para os mais

abundantes na physalis.

Relativamente aos beneficios a nivel da satde, foi feita uma pesquisa mais direcionada,
utilizando como critério de inclusdo o ano de publicagdo, o tipo de estudo (com animais

ou células in vitro) e posteriormente procurou-se ensaios clinicos.

Quanto a parte experimental, a pesquisa afunilou-se no que respeita a parte da atividade
antioxidante e utilizando as mesmas bases de dados registaram-se as seguintes palavras-
chave: “physalis free radical scavenging”, “physalis ABTS”, “physalis FRAP”, “physalis
NO and O2” e “physalis total phenolic contente”.
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2. Reagentes e solugoes

A quercitina (>99%), miricetina (>99%) e kaempferol (>99%) foram adquiridos na
Extrasynthese, enquanto a rutina (>97%) e o acido galico foram adquiridos na Acro
Organics. Na Sigma-Aldricha adquiriram-se os reagentes catequina (>99%), cloreto de
nitrotetrazolium azul (NBT) 98%, metassulfato de fenazina (PMS) (=290%), beta-
nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) (>97%), 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina 10mM
(TPTZ) (297%), 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (>98%),
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox) (97%) e tampao fosfato
salino. Da Merck adquiriram-se o 4cido sulfanilico (99%) e o N-(1-naftil) etilenodiamina
dicloridrato (NED). Foram ainda adquiridos o Folin-Ciocalteu da Panreac, o -caroteno

(>97%) da Fluka e o nitroprussiato de sodio (99%) da Riedel-de Haen.

3. Aparelhagem

3.1.1. Balangas

As pesagens dos reagentes foram efetuadas nas balangas analiticas Sartorius CPA 225D,

(£ 0,01mg) e Sartorius (£ 0,1mg).

3.1.2. Espectrofotdmetro

A leitura de absorvancias de todos os testes realizados neste trabalho experimental foram

obtidas no espectrofotometro UV-visivel Perkin-Elmer 25.

3.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O aparelho ¢ da autoria da Merck-Hitachi e consiste numa Intelligent Pump L-6200A da
Merk-Hitachi com uma vélvula de injec¢ao Rheodyne 7125 de 20 uL de capacidade. A
detecao da absorvancia normalizada de cada composto € feita através de um detetor com
vetor de diodos “DAD” Diode Array UV-visivel L-4500 da Merck-Hitachi. A interface
de ligagdo ao computador ¢ uma D-7000 Merk-Hitachi.

A introducdo da amostra no injetor fez-se com uma seringa Hamilton de 100 pL.
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3.1.4. Agua ultrapura

A agua ultrapura foi obtida pelo aparelho de purificagdo de agua com resistividade 18,2

Q ohm, Sinergy UV Ultrapure (Type 1) Water.

4. Extracdo de carotenoides

A preparagao da physalis para extragdo de carotenoides foi realizada segundo o método
de Briones-Labarca et al. (2013) com algumas modificagdes. O fruto foi lavado e

conservado a temperatura de -20°C até a sua utilizagao.

Pesou-se 10g de fruto, esmagou-se e extraiu-se com hexano:acetona:etanol (50:25:25
v/v/v), sob agitacdo. Apds extracdo no solvente, o extrato foi submetido a filtragdo com
vacuo até perda total da cor do residuo e adicionou-se 100ml de agua destilada para
lavagem do extrato, descartando-se a fase aquosa e fazendo-se a secagem com 4g de

sulfato de sodio.

O extrato foi levado ao rotavapor a 50°C e perfez-se o volume final com 100ml de hexano,

armazenando-se em aliquotas a -70°C.

5. Extragdo de fenois e outros fitoquimicos

A extracdo de fenois e outros fitoquimicos com afinidade para a agua foi realizada de
acordo com o método de Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008), mediante ligeiras

alteracoes.

Apo6s descongelacdo da physalis, pesou-se 1g de fruto e submeteu-se a uma extracao
dupla sob agitacdo continua e a temperatura ambiente. Primeiramente a extracao foi feita
com 40ml de metanol:agua (50:50 v/v) e posteriormente com 40ml de acetona:agua
(50:50 v/v). Apds esta tltima extragdo, o extrato submetido a uma centrifugagao de 4000

rpm durante 15 minutos.

41



ESTUDO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA PHYSALIS E RE VISAO DA SUA APLICACAO NA AREA DA
SAUDE

Os sobrenadantes foram recolhidos, foi retirada a parte da acetona e certificou-se que o
extrato obtido ficou em metanol:agua (50:50 v/v). Por fim, armazenou-se o extrato em

aliquotas a -70°C.

6. Extracdo de flavonoides

A extracao de flavonoides a partir do fruto de physalis foi efetuada segundo o método de

Sathyadevi & Subramanian (2015) modificado.

Esmagou-se 100g de frutos de physalis e colocou-se em estufa de ar quente, a 50°C,

durante 24 horas.

Apos secagem reduziu-se o fruto a pd e procedeu-se a deslipidagdo em éter de petroleo,
a temperatura de 80°C durante 10 horas. O extrato resultante foi filtrado e submetido a
uma extragdo com 95% de etanol, que depois se evaporou no rotavapor a temperatura de
45°C. O balao foi conservado a temperatura de -20°C até utilizacdo e imediatamente

reconstituido em 440ml de metanol aquando da sua utilizagdo.

7. Extracdo com hidrolise dcida

Esta extracgao foi realizada de acordo com o método de Licodiedoff et al. (2013).

Pesou-se 30g de physalis fruto e triturou-se com 0,02g de 4cido ascorbico, adicionando-

se posteriormente 10 ml de 4cido cloridrico (HCI) 4M.

Para uma outra extragdo repetiu-se o procedimento, mas no fim adicionou-se 10 ml de

HCl 8M.

Ambos os extratos foram submetidos a refluxo a temperatura de 74°C durante uma hora
e trinta minutos, seguindo-se a sua filtracdo sob vacuo.
Ap0s filtragdo o solvente foi evaporado até a secura, de modo a remover parte do acido,

reconstituindo com 25 ml de metanol e guardado a temperatura de -20°C.
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Antes da inje¢do em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) os extratos foram

filtrados com filtros Millipore de poro 0,45 um.

8. Determinagdo de fenois totais

A determinacdo de fenois totais foi feita com base no método de Prabha & Vasantha

(2011), utilizando o extrato metanol:dgua e o extrato de metanol de physalis.

A reta de calibracdo foi contruida com as seguintes concentracdes de acido galico padrao,

em metanol:agua (50:50, v/v): 50, 100, 150, 200 e 250 mg/L.

A 500 ul de amostra adicionou-se 5 ml de uma solugdo aquosa de Folin-Ciocalteu (1:10
em agua destilada) e 4 ml de carbonato de calcio (NaxCO3) 1M. Este procedimento foi

repetido para os padrdes e o branco metanol:agua.

Colocou-se os tubos em repouso durante 15 minutos, a temperatura ambiente e procedeu-

se a leitura das absorvancias, em espetrofotometro UV-visivel a 765nm.

O ensaio foi realizado em triplicado e os resultados expressos em mg equivalentes de

acido galico/g de physalis.

9. Determinagao de flavonoides totais

A quantificagdo de flavonoides totais realizou-se segundo o método descrito por Praba &

Vasantha (2011).

Utilizou-se 1,5 ml de extrato metandlico nas diluicoes de 1:5 e 1:10, respetivamente, as
quais se adicionou 75ul de cloreto de aluminio anidro 10%, 75ul de acetato de potéssio
IM e 2,1ml de 4gua destilada e deixou-se repousar 30 minutos, apOs os quais se procedeu

a leitura das absorvancias a 415 nm..
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Dado que a amostra era corada, foi necessario fazer brancos em que o cloreto de aluminio
foi substituido por dgua destilada, evitando a formag¢do do complexo.
Foi tragada uma reta de calibragdo com quercitina em metanol, nas seguintes

concentragoes: 10, 30, 50 e 70mg/L.

O ensaio foi realizado em triplicado e os resultados expressos em mg de equivalentes de

quercitina/g de physalis.

10. Quantifica¢do de [-caroteno

A quantificagdo de B-caroteno em extrato de hexano de physalis fez-se segundo o método

de Briones-Labarca et al. (2013), ao comprimento de onda 450 nm.

Contruiu-se uma curva de calibragdo com padrdo de B-caroteno em hexano, cujo valor

das concentragdes foi de 0,0175; 0,035; 0,051; 0,068 e 0,085 g/L.

Os resultados sdo apresentados em mg equivalentes de B-caroteno/g de physalis.

11. Condigoes cromatogrdficas para identificagdo de acidos fendlicos e catequina

Para se proceder a identificacdo de acidos fendlicos, a separacdo dos constituintes foi
realizada em uma coluna de fase reversa Merck Licrospher® 100 250RP-C18 (250mm x
4mm, Sum), com um volume de inje¢do de 10 pl e um fluxo de 0,6 ml/min, a temperatura

de 40°C.

Este método ¢ uma adaptagdo do método descrito por Nogata, Ohta, Yoza, Berhow e
Hasegawa (1994), pelo que se utilizou como fase moével acido trifluoroacético (300
pl/L):metanol e cujo gradiente utilizado para separacdo dos varios constituintes se

encontra descrito na tabela 4.

Com este método foram injetadas as duas amostras sujeitas a hidrélise acida (4M e 8M)

e um padrio de catequina 9,26x10™* M.
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Tabela 4. Gradiente de separacdo dos compostos em HPLC

Acido trifluoroacético (300p1/L)
Tempo (min) (%) Metanol (%) Fluxo (ml/min)
0 95 5 0.6
5 95 5 0.6
10 70 30 0.6
25 64 36 0.6

12. Condig¢oes cromatograficas para identificagdo de flavonoides

O equipamento utilizado para proceder a identificagdo dos flavonoides presentes na
physalis foi o mesmo que para a identificacdo dos acidos fendlicos e catequina, mantendo-

se também o fluxo e o volume de injecao.

No entanto, o método utilizado resultou de altera¢des feitas ao método de Nuutila,
Kammiovirta & Oksman-Caldentey (2002), a temperatura de 38°C, e o gradiente

encontra-se descrito na tabela 5.
Também neste método se injetaram as duas amostras sujeitas a hidrolise acida (4M e 8M)
e padrdes de rutina, miricetina, quercitina e kaempferol, cujas concentragdes sao

respetivamente 3,37x10* M, 5,38x10“ M, 7,51x10* M e 6,49x10™* M.

Tabela 5. Gradiente de separacdo dos flavonoides em HPLC

Acido trifluoroacético (300pl/L)
Tempo (min) (%) Metanol (%) Fluxo (ml/min)
0 80 20 0.6
40 40 60 0.6
45 0 100 0.6
50 0 100 0.6
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13. Poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

O teste da capacidade redutora do extrato metanol:dgua e do extrato em hexano de
physalis foi realizado segundo o método de Thaipong, Cisneros-Zevallos, Boonprakob,

Crosby & Byrne (2006).

Procedeu-se a preparagdo da solucdo stock, constituida por 100ml de tampao acetato
300mM, a pH 3,6, com 10ml de TPTZ 10mM em HCIl 40mM e 10ml de cloreto de ferro
hexa-hidratado 20mM (FeCl3.6H>0), mantida a 37°C até a altura da sua utilizagao.

A curva de calibragao foi construida com as seguintes concentragdes de trolox em agua:

20, 50, 200, 400, 600 e 800uM.

Juntou-se 2850ul da solugdo stock a 150ul de cada extrato e procedeu-se da mesma forma
com 0s padrdes e os respetivos brancos: um branco metanol:agua (50/50, v/v) e um branco
hexano. Por fim, deixou-se repousar no escuro, durante 30 minutos e procedeu-se a leitura

das absorvancias no comprimento de onda de 593 nm.

O ensaio foi realizado em triplicado e os resultados expressos em pmoles de trolox/g de

physalis.

14. ABTS

A realizacdo do teste de captacdo do radical ABTS seguiu o método de Zulueta, Esteve

& Frigola (2009) ajustado.
Primeiramente preparou-se a solu¢do mae adicionando 10ml de ABTS 7mM a 176ul de
persulfato de potassio 140mM, cujo tempo de incubagdo foi de 12 horas, a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.

Apos o tempo de incubagdo, diluiu-se a solugdo em etanol até atingir uma absorvancia de

0,7 a 734 nm.
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Adicionou-se 2850 pl desta solucdo a 150 pl de amostra de extrato metanol:agua e de
extrato em hexano, nas diluigdes 1:1,5; 1:2 e 1:3. Procedeu-se de igual modo para os

brancos etanol:agua (50/50, v/v) e hexano e para os padrdes.

A curva de calibracao foi construida com padrdes de trolox com concentragdes de 20, 50,

200, 400, 600 e 800 puM.

Por fim efetuou-se a leitura em espetrofotometro de UV-visivel a 734 nm. O ensaio foi
realizado em triplicado, os resultados estdo expressos em pumoles de trolox/g de physalis

e a percentagem de inibi¢ao do radical ¢ dada pela equagao 1:

Abranco - Aamostra

%I = x 100

Abranco

15. Teste do radical oxido nitrico (NO")

Este teste foi aplicado com base no método descrito por Nikkhah, Khayami & Heidari
(2008).

Colocou-se 2ml de nitroprussiato de sédio 10mM, juntamente com 0,5ml de PBS e 0,5ml
de amostra. Foram feitas trés dilui¢cdes, quer do extrato metanol:agua, quer do extrato de

hexano. Essas dilui¢des foram respetivamente 1:1,5; 1:2 e 1:3.

De seguida, colocaram-se os tubos a incubar durante 150 minutos, a temperatura de 25°C.
Apbs o periodo de incubagdo, transferiu-se 0,5ml da solucdo para novos tubos e
adicionou-se 1 ml de acido sulfanilico (0,33% em acido acético glacial 20%), deixando

os tubos novamente em repouso, durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

Por ultimo adicionou-se 1 ml de NED 0,1% (m/v) e incubou-se novamente a 25°C por 30

minutos.

Aquando do fim da incubacdo, seguiu-se a leitura em espetrofotdmetro UV-visivel do
cromoforo rosa formado, a 540 nm. Procedeu-se da mesma forma para realizagdo de

brancos ou controlos etanol:agua (50/50, v/v) e hexano.
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O ensaio foi realizado em triplicado e a percentagem de inibi¢do do radical 6xido nitrico

determinou-se utilizando a equagdo 1.

16. Teste do radical superoxido (O:™)

O teste de inibicao do radical O>™ foi realizado segundo o método de Yu et al. (2009).
Para realizacdo do teste de inibigdo do radical superéxido colocou-se 0,5ml de amostra
num tubo de vidro, ao qual se adicionou 2 ml da solugdo NADH 189uM e NBT 120uM
em tris-HCI1 (40mM, pH 8). Para iniciar a reagdo adicionou-se 0,5ml de PMS 60uM.

As amostras utilizadas foram o extrato metanol:agua de physalis e o extrato de hexano,
ambos nas diluigdes de 1:1,5; 1:2 e 1:3. O mesmo procedimento foi utilizado para os dois

brancos ou controlos: de etanol:dgua (50:50, v/v) e hexano.

Apds um periodo de incubacgao de 5 minutos a temperatura ambiente seguiu-se a leitura
das respetivas absorvancias em espetrofotometro de UV-visivel a 560 nm. O ensaio foi
realizado em triplicado e a percentagem de inibi¢do do radical superdxido determinou-se

utilizando a equacao 1.

48



Resultados e Discussdo

Resultados e Discussao

A realizagdo de diferentes extragdes a partir do fruto de physalis permitiu quantificar

diferentes grupos de fitoquimicos, que se encontram descritos na Tabela 6, com os

respetivos valores de concentragao.

Tabela 6. Resumo da quantificagdo de diferentes fitoquimicos (mg/g) em extratos de physalis

Teste Concentracdo no extrato (mg/g de physalis)
Metanol:agua Metanol Hexano
Determinagdo de fendis totais 0,56 0,36 -
Determinagdo de flavonoides totais - 0,32 -
Quantificacdo de B-caroteno - - 0,4

1. Quantificagdo de fendis totais

A leitura das absorvancias dos tubos que continham o padrao de 4cido galico permitiu a
constru¢do de uma reta de calibracdo, com as absorvancias em fungdo das respetivas

concentracgdes (Figura 1).

Através da aplicagdo da regressao linear ao grafico tragado com essas mesmas
concentragdes e absorvancias, obteve-se a equagio y = 0,0056x + 0,0187 ¢ um R? =

0,9985.

Aquando da substituicdo da absorvancia da amostra de extrato metanol:agua de physalis
na equacao da reta, o valor de concentracao de fendis na amostra foi de 10,11mg/L, o que
equivale a 0,56 mg de equivalentes de acido galico/g de physalis (SEM = 0,06). J& no
extracto metanolico os resultados para o mesmo teste sdo de 0,36mg de equivalentes de

acido gélico/g de physalis (SEM = 0,003) (Tabela 6).
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Reta de calibracao com acido galico
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Figura 1. Reta de calibraggo de acido galico para determinagdo da concentragdo de fendis presentes no

extrato metanol:agua e metanolico de physalis

Estes resultados estdo de acordo com Vasco et al (2008), cujo modo de extragdo
corresponde ao do extrato metanol:agua utilizado neste trabalho experimental e que
obeteve um valor de 0,87mg de equivalentes de acido gélico/g de physalis. O mesmo
acontece com o estudo de Silva et al. (2016), cujo valor de fenois na Physalis peruviana
foi de 0,93mg de equivalentes de acido galico/g de physalis, embora outras espécies de

physalis apresentassem valores mais baixos.

Contudo, este valor de fenois € bastante inferior ao valor encontrado no estudo Namiesnik
et al. (2014), que encontrou uma concentracdo de 6,24mg de equivalentes de 4cido
galico/g de physalis em extrato metanolico. Os mesmos autores relacionam esta

quantidade de fendis com o poder antioxidante determinado no seu extrato metanolico.

Os resultados destes investigadores vieram confirmar o trabalho de Rop et al. (2012), que
determinou uma concentragdo 8,24mg de equivalentes de 4cido gélico/g de physalis,

também em extrato metanolico.

Estudos ainda mais recentes, realizados em extratos etanolicos do fruto de physalis
indicam que € possivel obter concentragdes de fendis de 166,25 mg/g (Zawawy, 2015) ou
de 76.84 mg/g de massa seca de fendis, que ¢ justificavel pelo fato da concentracao de

fenois no fruto estar dependente da fase de maturagdo. Esta concentragdo ¢ inferior nas
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fases iniciais de maturagao e aumenta exponencialmente, até estabilizar, nas tltimas fases
(Sthayadevi & Subramanian, 2015), o que indica que a baixa concentracdo de fendis pode
ser explicada pelo facto da physalis utilizada no presente estudo se encontrar numa fase
de maturacao precoce.

Nestas fases prematuras, a baixa concentracdo deve-se a menor aderéncia dos fendis as
células da parede celular, que desempenham a dupla funcdo de agentes protetores contra
os patogénios e de fortificagdo da parede celular (Sthayadevi & Subramanian, 2015).
Como consequéncia da dependéncia da fase de maturagdo, a Physalis peruviana apresenta
uma concentragao mais baixa de fenois do que muitas outras plantas, conhecidas pela sua

capacidade antioxidante (Bravo, Alzate e Osorio, in press).

No entanto, ndo deve ser negligenciado o solvente extrator, tal como verifica o estudo de
Ramadan, El-Ghorab & Ghanem (2016), em que a variacdo de fenois do extrato de

hexano para o extrato etandlico foi de 30 para 89,9 mg/ml.

Estas mesmas variagdes também podem ser explicadas pela diferenca de altitude entre os
locais da colheita, como demonstra o estudo de Medina-Medrano et al. (2015), cuja
concentracdo de fendis totais da Physalis solanaceae apresenta uma variacao de 46,29

mg/g para 53,14 mg/g, devido a diferenca de local de colheita.

Concomitantemente com o local de colheita, a parte da planta de onde se obtém o extrato
tem também influéncia, uma vez que ja se verificou que tanto o fruto como o calice sdo
os locais de maior acumulagdo de fendis, sendo a acumula¢do mais proeminente neste
ultimo (Medina-Medrano et al., 2015). Desta forma, seria pertinente que a extragdo
efetuada no presente estudo tivesse incluido o calice de physalis, tendo em vista o

aumento da concentragao de fendis no extrato.

Por outro lado, a temperatura ¢ um fator crucial para a preservagdo dos fendis, cuja
concentragdo diminui com o aumento de temperatura. Para esta temperatura ocorre um
aumento da concentragdo, que sugere a interconversao dos varios compostos fenolicos
em outros mais resistentes, impedindo assim que se perca a sua estrutura (Lopez et al.,

2013).
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Concordantemente, as experiéncias de Susanti e os seus colaboradores (2015) evidenciam
que a concentragdo de fendis passa de 80,62 para 113,18 mg de acido gélico/g de extrato,
ha medida que se aumenta a temperatura de extragdo numa extragdo supercritica, para um
mesmo valor de pressdo. As temperaturas elevadas favorecem a extragao dos fendis, pois
reduzem a sua afinidade com a 4gua e promovem a sua ligagao aos solventes organicos.
Nesta perspetiva, as temperaturas a que o extrato foi submetido deveriam suficientemente

altas, juntamente com uma pressdo controlada, de modo a obter uma extracdo mais

eficiente.

Estes resultados refletem assim, que a concentragdo de fendis encontrada mostra-se
dependente de varios fatores, tais como o solvente de extragdo, embora deva salientar-se

a fase de maturacao do fruto e o tipo de extragdo utilizado como fatores principais.

2. Quantificagdo de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides foi obtida a custa da reta de calibracdo com quercitina,

cuja equacdo é y = 0,0197x — 0,0067 e cujo R? é de 0,9996 (Figura 2).

Reta de calibracdo com quercitina
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Figura 2. Reta de calibragdo de quercitina para determinagdo da concentracéo de flavonoides presentes

no extrato metanodlico de physalis

A partir da substituicdo das absorvancias obtidas para as amostras na respetiva reta

obteve-se um valor de concentragdo de flavonoides de 0,32mg equivalentes de
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quercitina/g de physalis (SEM + 0,003) (Tabela 6), o que representa mais de metade dos

fenois encontrados no extrato metanol:agua.

Esta representatividade dos flavonoides poderd indicar que estas moléculas sao
maioritariamente responsaveis pelo poder antioxidante apresentado pelos fenois

existentes na physalis (Rop et al., 2012).

De um modo geral, verificou-se que os flavonoides representam cerca de 16,91% dos
fenois do fruto de physalis e 30,43% dos fenois do célice, sendo que esta variagdo nao
depende apenas da parte da planta, mas também da espécie testada (Medina-Medrano et

al., 2015).

Em termos de valor de concentragdao de flavonoides encontrado, este ¢ similar ao que
outros investigadores tém identificado, variando entre 0,29 e 0,45 mg de equivalentes de
quercitina/g de physalis em extrato metanolico (Namiesnik et al., 2014) e atingindo um
valor de 0,64 mg de equivalentes de quercitina/g de physalis em extrato etanolico

(Zawawy, 2015).

Tal como esperado, a concentragdo estd dependente do solvente extrator, pelo que se
verifica que a utilizagdo de acetona no processo de extragdo podera ter interferido com o
valor encontrado, uma vez que o metanol apresenta maior capacidade de extragdo de

flavonoides abundantes na physalis quando sozinho (Licodiedoff et al., 2013).

Porém, ¢ de referir que a quantidade de flavonoides determinada no extrato metanolico
do fruto de physalis ¢ inferior ao encontrado para outros frutos considerados como

potentes antioxidantes, tais como as amoras e os mirtilos (Namiesnik et al., 2014).

No entanto, a extracdo podera ser rentabilizada até atingir 0,99 mg de equivalentes de
quercitina/g de physalis consoante a temperatura aplicada durante a extragdo, tal como
acontece com todos os fenodis. Ao submeter o extrato a temperaturas superiores a 50°C
podera estar em risco a integridade dos flavonoides (Lopez et al., 2013).

Do mesmo modo como acontece com os fenois, esta concentragao podera ainda ser

superior quando se analisam extratos liofilizados, cujos valores atingem 241 mg de
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equivalentes de quercitina/g de massa seca de physalis (Sathyadevi & Subramanian,

2015), ou quando a extragdo ¢ feita com didéxido de carbono supercritico (Hassanien,

2011).

3. Quantificagdo de p-caroteno

Apos a leitura das absorvancias a 450 nm, obteve-se a seguinte equagao da reta, em funcao

das varias concentragdes de B-caroteno utilizadas: y = 18,528x — 0,0089, e um R? de

0,9998 (Figura 3).
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Figura 3. Reta de calibrag@o de B-caroteno para determinagdo da concentragdo de carotenoides presentes

no extrato de hexano de physalis

Utilizando a equacdo da reta ja referida, determinou-se que a concentragdo de
carotenoides presentes no extrato de hexano da physalis € de 0.4 mg/g de physalis (Tabela

6).

Estes resultados sdo inferiores ao que tem sido apresentado por outros estudos, como o
de Briones-Labarca et al. (2013), cuja concentracdo de B-caroteno determinada foi de
10,75 mg/g de physalis em extrato de hexano. Concordantemente com os resultados
destes autores, Lopez et al. (2013) determinaram uma concentragdo semelhante, de

7,22mg/g de physalis num extrato de hexano/acetona/etanol (50:25:25, v/v/v).
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Contudo, os mesmos autores apontam uma possibilidade para a baixa concentracao de -
caroteno encontrada na presente investigagdo, mostrando que o aumento de temperatura
¢ responsavel pela degradacdo de pigmentos, como o B-caroteno, e por outras reagdes
nao-enzimaticas, tendo como consequéncia o escurecimento do extrato (Lopez et al.,

2013).

Nao obstante, esta decomposi¢ao do pigmento € mais evidente a 50°C (Lopez et al., 2013),
temperatura a qual foi submetida o extrato de hexano utilizado nesta investigagcdo. No
entanto, foi j& demonstrado, por HPLC-DAD-MS, que o -caroteno ¢ o carotenoide mais
abundante na physalis e, consequentemente representa 76.8% da capacidade antioxidante

deste fruto (Hassanien, 2011).

Estes dados sao também suportados pelo estudo de Briones-Labarca et al. (2013), que
apresenta a contribui¢cdo do B-caroteno em associacdo com a do acido ascorbico, como

sendo a principal fonte da atividade antioxidante da physalis.

4. Identificacdo de constituintes da physalis por HPLC-DAD

De modo a perceber que constituintes poderiam estar presentes no extrato metanolico de
physalis, procedeu-se a injecao do extrato metanolico, rico em flavonoides. No entanto,
como nao foram obtidos picos a 365 nm, comprimento de onda correspondente 0 maximo
de absorcdo de alguns dos flavonoides, verificou-se uma desconcordancia com o

resultado do teste de flavonoides totais.

No entanto, apds pesquisa sobre identificacdo de flavonoides em HPLC conclui-se que
devido a altera¢des de temperatura os flavonoides podem sofrer polimerizagdo, pelo que
dessa forma deixam de ser detetados no seu comprimento de onda (Licodiedoffet al.,
2013). Por este motivo procedeu-se a hidrolise acida com HCl 4M e 8M para testar esta

hipdtese, verificando-se a existéncia ou ndo da presenca de picos.

Primeiramente suspeitou-se da presenca de catequina, aplicando o método de Nogata et

al. (1994), uma vez que o tempo de retengao do pico na amostra sujeita a hidrélise acida
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4M, cujo valor foi de 18,17 minutos (Figura 4B), coincide com o do padrao puro, que

corresponde a 18,12 minutos.

Para confirmar estes resultados, procedeu-se a recolha dos respetivos espetros, em cujo
maximo de absor¢ao do padrao de catequina foi de 284,32 nm (Anexo 1) e o do pico
correspondente na amostra tem o sue maximo a 287,99 nm (Anexo 2), pelo que a sua

grande semelhanga identifica a catequina no extrato de metanol hidrolisado.

Para além da identificagdo de catequina utilizou-se a altura dos picos cromatograficos e
a sua relacdo com a concentragdo em catequina padrdo para estimar a possivel

concentragdo de catequina na physalis, como mostra a Tabela 7.

Tabela 7. Relag@o entre as alturas dos picos cromatograficos e a concentragdo de catequina no padrdo e

na amostra sujeita a hidrolise acida 4M

Altura (AU) Concentragdo
Catequina padrio 0,18 9,26x10* M
Pico correspondente ao tempo de
reten¢do da catequina (3”) na amostra 0,11 5,66x10* M
4M (18,17min) (0,27 mg/g de physalis)

A quantificagdo de catequina por grama de physalis sugere, quando comparada com a
quantificagdo de flavonoides totais, que este composto representa quase a totalidade de
flavonoides existentes na physalis. Como descrito por Kumar & Pandey (2013), a
catequina ¢ um flavon-3-ol, subgrupo de flavonoides que ¢ caracterizado pelas posi¢des

em que se encontram os seus grupos hidroxilo.

No entanto, estes estudos sdo ainda preliminares, pelo que € necessario construir uma
curva de calibragdo com catequina padrdo, de modo a fazer uma determinagdo mais

precisa da concentracdo deste composto na physalis.
Relativamente aos picos 1 € 3 no cromatograma A, estes correspondem a acidos fenolicos

desconhecidos, uma vez que se procedeu a sua comparagdo com espetros de acidos

fenolicos obtidos por Kowalski & Wolski (2003) (Anexo 3). Os espetros usados para
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comparagdo com o0s espetros dos picos 1 (Anexo 4) e 3 (Anexo 5) foram os de acido

cafeico, acido cumarico e acido ferrulico.

Embora ndo se tenha verificado uma coincidéncia nos maximos obtidos, existe uma
proximidade entre eles e o perfil do espetro ¢ bastante semelhante, demonstrando a
presenca de acidos fendlicos, mesmo ndo sendo possivel atribuir-lhes a respetiva

denominacao.

Quando comparada a amostra com hidrolise acida a 8M com 4M verificou-se um aumento
da area do pico 1 do cromatograma A para o cromatograma B (1”) e que os tempos de
retengdo ndo sdo coincidentes (Figura 4). Estes resultados indicam que o composto nao €
0 mesmo para a hidrolise 4cida 4M e 8M, pelo que o pico 3 no cromtograma A ou 4’ no
cromatograma B podera ter dado origem a diferentes acidos fenolicos mediante o tipo de

hidrolise.
Por outro lado, uma hidrélise excessivamente dcida podera ndo ser a mais adequada para

os acidos fenolicos, pois podera ocorrer alguma degradagdo dependendo da planta em si

e do tipo de molécula (Nuutila, Kammiovirta e Oksman-Kaldentey, 2002).
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Figura 4. Cromatograma para detecdo de catequina e acidos fenolicos obtido com hidrélise acida 8M a
285nm (A) e 0 mesmo cromatograma, mas obtido com hidrolise acida 4M (B). Identificagdo dos picos (A):
1) Acido fenélico desconhecido (8,73 min); 2) Catequina (17,95 min); 3) Acido fendlico desconhecido
(19,4 min). Identificagdo dos picos (B): 17) Acido fendlico desconhecido (10,37 min); 2°) Desconhecido
(17,61 min); 3°) Catequina (18,17 min); 4°) Acido fen6lico desconhecido (19,9 min).

Posteriormente, com o método alterado de Nuutila et al., (2002) injetou-se novamente as
amostras sujeitas a hidrolise acida 8M e 4M, verificando-se que com a hidrdlise acida 4M

havia uma reducao da area dos picos.

Contrariamente ao que parece acontecer com os acidos fenolicos, quanto maior a hidrdlise
maior a area dos picos dos flavonoides, o que confirma os dados de Licoidiedoff et al.
(2013) por demonstrar que apos hidrélise 4cida, os flavonoides se apresentam sob a forma

de aglicona, libertando a parte glicosidica.
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Deste modo, a Figura 5 mostra o cromatograma obtido apos hidrolise 4cida com HC1 8M

e a partir do qual se fez a identificacdo de flavonoides.
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Figura 5. Cromatograma da amostra com hidrélise acida 8M com método de separag@o de flavonoides.
Identificagdo dos picos: 1) Rutina (24,96 min); 2) Flavonoide desconhecido (26,6 min); 3) Flavonoide

desconhecido (29,6 min).

De modo a perceber quais poderiam ser os flavonoides presentes na amostra, procedeu-
se a injecao de padrdes de rutina, miricetina, quercitina ¢ kaempferol, de modo a
determinar os respetivos tempos de retengao e a recolher os seus espetros (Figura 6). Apos
injecdo, os tempos de retengdo registados foram respetivamente 24,62; 28,50; 34,93 e

39,66 minutos.

Contudo, ¢ preciso ter em conta que os espetros dos flavonoides podem variar mediante
os grupos funcionais, pois o seu comportamento pode alterar-se em meio acido e isso tem

consequéncias para os maximos de absor¢do (Kumar & Pandey, 2013).
Como se pode verificar pela Figura 5, existem picos correspondentes aos tempos de

retencao dos padroes testados, embora apenas o espetro do pico 1 (Anexo 6) se assemelhe

ao do padrao rutina.
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No entanto, embora os tempos de retengdo sejam coincidentes, o espetro do pico 1
aparenta ter sofrido uma alteracdo e uma deslocagdo do espetro, diferindo sensivelmente

do espetro apresentado pelo padrdo de rutina.

A rutina ¢ um flavonoide sensivel e que podera sofrer degradacao da sua estrutura caso
as condi¢des ndo sejam favoraveis (Carniel et al., 2016), pelo que a hidrolise acida podera
ter levado a sua degradacdo (Licodiedoff et al., 2013) e o pico 1 representara apenas uma

fracdo da rutina.
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Figura 6. Obten¢ao de espetros de uma mistura de padrdes por DAD, respetivamente a rutina (A), miricetina (B), quercitina (C) e kaempferol (D)
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No caso dos picos 2 e 3 da Figura 5, os tempos ndo coincidem com nenhum dos padrdes,
mas os espetros por ambos apresentados (Anexo 7 e 8, respetivamente) possuem maximos

de absor¢do na gama de comprimentos de onda a que os flavonoides absorvem.

Estes comprimentos de onda sdo divididos em dois intervalos onde surgem os dois
maximos dos flavonoides. Um dos intervalos situa-se entre os 320 e os 385 nm, surgindo
ai um maximo que se deve a presenga de um anel benzénico, e o segundo intervalo entre
0s 250 e os 285 nm, consequéncia também de um outro anel benzénico (Kumar & Pandey,

2013).

O méaximo de absorc¢ao do pico 2 ¢ de 334,32 nm (Anexo 7), enquanto o pico 3 apresenta
dois maximos de absor¢ao pouco definidos, nos 289,2 nm e nos 343,01 nm, concluindo-

se assim que estao presentes flavonoides no extrato metandlico de Physalis peruviana.

Apbs a identificagdo dos constituintes procedeu-se ao estudo das capacidades
antioxidantes dos extratos metanol:dgua e de hexano e obtiveram-se os valores

sintetizados na Tabela .

Tabela 8. Concentragdes de antioxidante responsaveis pelo poder redutor e inibigdo de radicais pelos

extratos de physalis e respetivas percentagens de inibigdo

Teste Concentragdo de antioxidante (umoles de trolox/g de | Percentagem de inibig¢do (%)
antioxidante physalis)
Fenois Carotenoides Fenois Carotenoides
FRAP 7,35 (SEM =+ 0,09) 0,84 (SEM + 0,01)
ABTS 4,5 (SEM =+ 1,3) 0,672 (SEM + 0,03) 14,3% 11,9%
Concentragdo de antioxidante (ug/ml) Percentagem de inibicdo (%)
NO* 10,11 13,3 12,8% 33,2%
0, 10,11 40 13,1% 42,4%

62



Resultados e Discussdo

5. FRAP

A Figura 7 apresenta a reta de calibracdo obtida pelas absorvancias do padrao trolox em
funcdo das suas concentragdes. Com a aplicagdo da regressdo linear, obteve-se a equagao

daretay = 0,0017x + 0,0139, com R?=0,9985.

Reta de calibra¢ao com trolox
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Figura 7. Reta de calibragao de trolox para determinag@o do poder redutor do extrato aquoso e de hexano

de physalis

Os resultados obtidos para o extrato metanol:dgua e o extrato de hexano foram,
respetivamente, 7,35 umoles de trolox/g de physalis (SEM + 0,09) e 0,84 pumoles de
trolox/g de physalis (SEM + 0,01) (Tabela 8).

Estes valores representam as concentracdes de antioxidantes que foram capazes de
reduzir o complexo de tripiridiltriazina férrico [(Felll)-TPTZ] ao complexo

tripiridiltriazina ferroso [(Fell)-TPTZ] (Karadag et al., 2009).

Deste modo, os resultados sugerem que o poder redutor ¢ mais elevado por parte do
extrato fendlico, uma vez que a concentracdo determinada ¢ superior a do extrato

contendo carotenoides.

Relativamente ao extrato metanol:agua, os valores estdo de acordo com o que Vasco et

al. (2008) encontraram, pois para um extrato igual ao preparado neste trabalho, o valor de
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fendis € também inferior a 1 mg de equivalentes de acido galico/g de physalis e o valor

de FRAP encontrado ¢ de 7 umoles de trolox/g de physalis.

Este valor estd, tal como na determinacdo de fendis, dependente da temperatura, ou seja,
quanto mais elevada a temperatura menor a concentracdo de antioxidantes no extrato
metanol:agua (Lopez et al., 2013). Este facto corrobora os resultados obtidos, uma vez
que indica que os fendis serdo os principais responsaveis pela reducdo do complexo

utilizado no FRAP.

Contudo, a concentragdo podera ser otimizada quando calculada em funcdo da massa seca
de extrato uma vez que, com o mesmo método de extracdo, Narvaez-Cuenca, Mateus-
Goméz & Restrepo-Sanchez (2014) obtiveram uma concentragdo que varia entre 82,9
umoles de trolox/g de physalis e 153,9 umoles de trolox/g de physalis, sendo que este

aumento acompanha o processo de maturagao da planta.

Comparativamente aos extratos utilizados neste método, o extrato metanélico atinge um
valor de concentragdo de 3,9 pumoles de trolox/g de physalis, representando uma
concentracao inferior ao do extrato metanol:agua. Porém, independentemente do extrato,
o poder antioxidante da physalis ¢ inferior ao de outros frutos, como a manga, roma,

goiaba e tomate (Stangeland, Temberg & Lye, 2009).

Em suma, o poder redutor da physalis parece estar fortemente ligado a presenca de fendis
e ligeiramente a presenga de carotenoides, sendo ambos os grupos de moléculas

conhecidos pela sua capacidade de combater o stress oxidativo.

6. ABTS

O teste de inibi¢ao do radical ABTS foi realizado com o intuito de perceber a capacidade
de inibi¢do das amostras estudadas sobre este catido. Na presenca de peroxido de
hidrogénio ocorre a oxidagdo desta molécula, formando-se o catido ABTS®" (Karadag et
al., 2009) e por isso pretendeu-se verificar se os extratos testados sdo capazes de reverter

0 processo oxidativo.
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A Figura 8 representa a curva de calibragdo construida com os varios padroes de trolox e

a respetiva equacgdo: y = 7 X 10~7x2 — 0,0015x — 0,7773, com R? = 0,9997.
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Figura 8. Curva de calibracdo de trolox para determinacdo do poder de inibi¢dao do extrato aquoso e de

hexano de physalis sobre o radical ABTS

Os resultados demonstram que o extrato em hexano possui uma concentrac¢ao de 0,672
umoles de trolox/g de physalis (SEM =+ 0,03), correspondente a uma percentagem de
inibi¢do do radical ABTS de 11,9%. Ja o extrato metanol:dgua, numa concentragdo de 4,5
umoles de trolox/g de physalis (SEM =+ 1,3) chega aos 14,3% de inibi¢do do radical ABTS
(Tabela 8).

Estes resultados permitem perceber que os carotenoides, mesmo em menor concentragao
que os restantes fitoquimicos, possuem forte atividade antioxidante, uma vez que a
percentagem de inibicdo se assemelha a dos fenois, apresentando estes ultimos maior

concentragdo no extrato.

O estudo de Ramadan, El-Ghorab & Ghanem (2016) apresenta valores semelhantes para
o extrato metanol:dgua e para o extrato de hexano, tanto para o FRAP como para o ABTS,
corroborando a ideia de que os carotenoides serdo principais antioxidantes presentes na

P.peruviana.
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Embora ndo existam estudos que comprovem esta eficacia antioxidante dos carotenoides
presentes na physalis, ja foi demonstrado que para a concentragdo de fenois determinada
neste trabalho a concentragdo de antioxidante capaz de inibir o radical em 50% (IC50)
pode atingir os 30 umoles de trolox/g de physalis. No entanto, estes valores sdo inferiores
aos encontrados para outros frutos com potencial antioxidante, como sdo o agai, o

morango, a goiaba e a manga (Rockenbach et al., 2015).

Os resultados mostram também que existe uma correlagdo entre os valores de
concentra¢do obtidos para o FRAP e para o ABTS, uma vez que o comportamento dos
extratos foi semelhante. Este facto foi também comprovado por Vasco et al. (2008), cujo
valor de concentracdo para atingir o IC50 foi aproximadamente 8 pmoles de trolox/g de

physalis, tal como no teste FRAP (7umoles de trolox/g de physalis).

Porém, independentemente do teste realizado, os resultados estao dependentes da fase de
maturagdo, pois quanto mais maduro se encontra o fruto maior a concentragdo de fenois,
o que permite obter o IC50 com uma concentragao de 8,67 umoles de trolox/g de physalis

(Valdenegro et al., 2012).

Deste modo, mais uma vez se confirma que as physalis utilizadas ndo foram recolhidas
no seu estadio maximo de maturacdo e¢ foram armazenadas em condigdes indicadas,
embora o estudo de Valdenegro et al., (2012) demonstre que estas condi¢des apenas
garantem a qualidade do fruto, mas ndo que se conservem as suas propriedades
antioxidantes, motivo pelo qual os resultados obtidos poderdo ndo corresponder ao

potencial maximo da physalis.

A corroborar estes dados estd também o estudo de Narvaez-Cuenca et al., (2014), que
apresenta um aumento da capacidade antioxidante concordante com o estadio de
maturacao face ao radical ABTS, tendo no entanto acrescentado a contribui¢do da
temperatura na extragdo. Segundo este estudo, a inibigdo do catido ABTS*" pelos
antioxidantes da physalis ¢ favorecida pelo aumento de temperatura, que ao obrigar
determinados fendis a alterarem a sua conformacdo os tornam mais eficazes neste

Pprocesso.
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Relativamente as diluigdes que foram realizadas, as percentagens de inibi¢ao foram mais

baixas e por isso ndo apresentam relevancia face ao radical testado.

7. Teste de inibicdo do radical NO*

Na realizagao do teste de inibi¢ao do radical NO® verificou-se que, relativamente ao
extrato de carotenoides, a dilui¢do de 1:3 apresentou maior percentagem de inibi¢ao do

que a amostra original.

Esta percentagem foi de 33,2% para uma concentracdo de 13,3 pg de equivalentes de -
caroteno/ml de extrato, contrariamente ao que aconteceu com o extrato metanol:dgua,
onde uma concentracao de 10,11 pg de equivalentes de acido galico/ml de extrato atingiu

um maximo de inibi¢do de 12,8% (Tabela 8).

No entanto, uma vez que as restantes diluicdes ndo apresentaram percentagens de inibi¢ao
significativas, ndo foi possivel contruir uma curva para determinacao do 1C50.

Num estudo realizado com extrato etandlico a partir da folha de Physalis minima, cujo
objetivo primario foi o doseamento de fendis, o IC50 para o radical NO* foi obtido com

uma concentragao de 46,63 ug/ml de extrato (Karpagasundari & Kulothungan, 2014).

Uma vez que segundo os mesmos autores existird uma proporcionalidade entre a dose e
a percentagem de inibicao do radical, podera estimar-se que os dois extratos utilizados no
presente trabalho serdo capazes de atingir o IC50 com concentragdes inferiores a
apresentada por estes investigadores, o que demonstra a elevada capacidade antioxidante

da physalis.

Na sequéncia desta suposi¢dao, podemos comparar os resultados com os dos autores
Vijayalakshmi, Kumar, Priyadarsini & Meenaxshi (2013), que verificaram que o extrato
etanolico das folhas de cha verde, conhecida pelo seu elevado poder antioxidante,
apresenta um valor de IC50 de 98 pg/ml. Sendo esta uma planta de referéncia, aqui se

demonstra mais uma vez o potencial da physalis enquanto um forte antioxidante,
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sobretudo devido a percentagem de inibigdo que se consegue obter com uma concentragao

tdo baixa de carotenoides no extrato de hexano.

Embora sejam necessarios mais estudos que testem a atividade dos carotenoides da
physalis sobre este radical, sabe-se que em macrofagos produtores de 6xido nitrico
ativados, um extrato de physalis rico em withanolidos atinge o IC50 com concentragdes
muito baixas e que, contrariamente ao esperado, um aumento da concentracdo podera
levar a perda da atividade antioxidante (Guan, Shan, Zhang, Luo & Kong, 2014), tal como

se verificou para o extrato de hexano no presente estudo.

8. Teste de inibi¢do do radical O>"

Contrariamente ao que aconteceu na inibi¢do do radical NO®, a concentragdo em
equivalentes de B-caroteno que mais inibiu o radical superoxido foi a de 40 pg/ml de
extrato. Com este valor de concentragdo a inibi¢ao do radical foi de 42,4%, ou seja, foi
o valor maximo de inibi¢do conseguido. No caso do extrato metanol:dgua, os fenois 10,11
pg/ml inibiram o radical superdxido em 13,1% e as restantes diluigdes também nao

obtiveram percentagens de inibi¢do significativas (Tabela 8).

Tal como para o teste de inibi¢ao do radical NO®, ndo foi possivel calcular o IC50 para o

radical O,™, embora o extrato de hexano se tenha aproximado do valor..

Contudo, o estudo de Cheng, Li, Meng, Hon & Wu (2008) que um extrato de physalis
concebido para obter os seus polissacarideos e fendis, atingiu uma percentagem de
inibicdo do radical de 22,1%. O estudo demonstra ainda que mesmo aumentando a
concentracdo do extrato, a percentagem de inibigdo mantém-se estavel neste valor, o que

podera demonstrar as limitagdes da physalis no que respeita a inibicao do radical O*.
No entanto, um estudo realizado com mirtilos, cujo objetivo incide na capacidade de

inibicao dos flavonoides sobre este radical, verificou-se a existéncia de uma relagdo dose

dependente até as 300 pg/ml, sendo que o IC50 foi de 214,83 pg/ml (Wu et al., 2015).
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Neste sentido, os resultados deste trabalho demonstram novamente a probabilidade do
IC50 ser atingido com uma menor concentra¢ao antioxidante da P.peruviana, mostrando

o potencial desta espécie face a outras ja tdo bem estudadas.

Assim, os resultados apontam para um grande potencial antioxidante por parte dos
carotenoides, embora ndo seja tdo evidente como no caso do 6xido nitrico. Porém, os
carotenoides continuam a evidenciar-se como os principais responsaveis pela atividade

antioxidante da physalis.
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Conclusao

Com a presente monografia foi possivel integrar informagao sobre as origens da physalis,
a sua composic¢ao e os principais fatores que influenciam a sua contribui¢ao benéfica para

a saude.

Neste contexto, a pesquisa bibliografica realizada permitiu compreender os mecanismos
pelos quais a physalis beneficia a satde, destacando-se os mecanismos antioxidantes,
anti-inflamatorios e genéticos, que desenvolvem um papel importante em doengas como

o cancro, a diabetes, a hipercolesterolemia e as doengas do foro nervoso.

De acordo com esta pesquisa, os resultados desta investigagdo conduziram a conclusao
de que a physalis ¢ uma fruta rica em variados fitoquimicos, com propriedades
antioxidantes, pelo que ¢ necessario fazer uso das suas propriedades. Estas propriedades
antioxidantes sao resultado da presenga de fendis, especificamente flavonoides, e
carotenoides, cujo mecanismo se baseia sobretudo na capacidade de reduzir complexos

oxidantes ou inibir radicais livres.

Na base desta atividade estdo os acidos fendlicos, a catequina, varios flavonoides e o -
caroteno, como demonstrado neste trabalho experimental. A catequina mostrou especial
mas € necessario continuar a investigacao para identificacdo de mais constituintes e a

fazer a sua quantificacao.

No entanto, a sensibilidade da physalis as condi¢des do meio envolvente € elevada, pelo
que para obter o maximo rendimento da planta € necessario que nos proximos trabalhos
se estudem as condi¢des de desenvolvimento da planta e se definiam limites para

parametros como a temperatura, luz, altitude e humidade.

Da mesma forma, a presenca ou nao de constituintes estd dependente do solvente extrator
e do tipo de extracdo, pelo que também no decorrer destes procedimentos € necessario
perceber quais as melhores e mais potentes condi¢cdes de extracdo e posterior

conservacao.
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Apesar de terem sido identificadas as propriedades antioxidantes da physalis, ainda pouco
se sabe sobre a sua atividade farmacoldgica devido a escassez de estudos clinicos, pelo
que futuros trabalhos deverdo investir na experimentacdo de extratos da physalis em

humanos.

Contudo, ¢ importante notar que a physalis ¢ utilizada hd muito tempo pelas populagdes,
que empiricamente comprovam os seus beneficios, refor¢ando a ideia de que € necessario

investir no desenvolvimento de formas farmacéuticas que permitam usufruir desta planta.

A caraterizacdo experimental da Physalis comercializada em Portugal revelou que os
constituintes e a sua actividade antioxidante sdo consistentes com os valores apresentados

noutros trabalhos.

Assim, a physalis revelou ser uma planta com grande potencial para beneficio da saude,
tendo por base a atividade antioxidante e uma vasta constitui¢do. Por isso devera ser feito
mais investimento na investiga¢ao das suas potencialidades, de modo a poder aproveita-

las em beneficio da saide humana.
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Anexos

Anexo 1. Espetro do padrio de catequina
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Anexo 2. Espetro do pico correspondente ao tempo de retencio do padrao de catequina (18,17 min)
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Anexo 3. Espetros de padrdes de acido cafeico, 4cido cumarico e acido ferrilico (Kowalski & Wolski,

2003)
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Anexo 4. Espectro do pico 1 (8,73 min) do cromatograma referente a identificacio de acidos

fendlicos e da catequina na amostra sujeita a hidrolise acida 8M
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Anexo 5. Espectro do pico 3 (19,4 min) do cromatograma referente a identificacio de acidos

fendlicos e da catequina na amostra sujeita a hidrdlise acida 8M
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Anexo 6. Espetro do pico correspondente a rutina na amostra sujeita a hidrolise acida 8M

(24,96 min)
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Anexo 7. Espetro de flavonoide desconhecido correspondente ao tempo de reten¢do 26,6 minutos na

amostra sujeita a hidrdlise acida SM
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Anexo 8. Espetro de flavonoide desconhecido correspondente ao tempo de retencio 29,9 minutos na

amostra sujeita a hidrélise acida 8M
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