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Resumo

Resumo

Neste trabalho foi realizada a caracterizacdo de metabolitos primarios e
secundarios (acidos organicos e compostos fendlicos, respectivamente) e a avaliagdo da
actividade antioxidante do extracto aquoso obtido das folhas de Rumex induratus. Foram
analisadas amostras provenientes de plantas de cultivo em estufa e de crescimento
espontaneo, que foram colhidas em diferentes locais, épocas e estados de
desenvolvimento.

Os compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD foram: cafeoil-hexésido, p-
cumaroil-hexosido,  feruloil-hexésido,  sinapoil-hexdsido,  quercetina-6-C-hexdsido,
luteolina-8-C-hexdsido, luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido, luteolina-6-C-hexdsido,
apigenina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido, apigenina-6-C-hexdsido, quercetina-3-O-
hexdsido, quercetina-3-O-rutindésido, diosmetina-7-O-hexdsido e isorramnetina-3-O-
rutinésido.

De modo geral, as amostras de crescimento espontaneo exibiram maior teor de
compostos fendlicos do que as desenvolvidas em estufa. A analise do perfil fendlico do
conjunto das amostras de campo permitiu verificar que na fase inicial do desenvolvimento
o0 composto mais abundante é a apigenina-6-C-hexdésido. No final do ciclo vegetativo a
luteolina-6-C-hexdsido torna-se o composto presente em maior percentagem. O
composto maioritario nas amostras de cultivo em estufa, para todos os estados de
desenvolvimento, € a apigenina-6-C-hexdsido.

No extracto aquoso das folhas de R. induratus foram identificados e quantificados
por HPLC-UV os acidos oxalico, citrico, malico, ascérbico e chiquimico. O acido oxalico é
0 composto mais abundante, facto que € caracteristico do género.

Na segunda parte deste trabalho foi avaliada a actividade sequestrante do
extracto das folhas de R. induratus face ao radical DPPH, uma espécie reactiva de
oxigénio, o acido hipocloroso (HOCI), e uma espécie reactiva de azoto, o éxido nitrico
(NO). O extracto demonstrou possuir actividade antioxidante contra as espécies
reactivas testadas, sendo essa capacidade dependente da concentragéo.

Os resultados obtidos sugerem que as folhas de R. induratus poderao constituir
uma interessante fonte de compostos antioxidantes sobretudo fendis, com utilidade a

nivel da industria alimentar ou farmacéutica.

Palavras-chave: Rumex induratus; compostos fendlicos; acidos organicos; actividade

antioxidante.
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Abstract

Abstract

In this work targeted metabolite analysis of the aqueous extract of Rumex
induratus leaves, in terms of phenolic compounds and organic acids, and the study of its
antioxidant activity were performed. The analysed samples were collected in various
locations, spontaneously occurring or from greenhouse culture, in different seasons and at
several stages of development.

The phenolic compounds identified by HPLC-DAD were: caffeoyl-hexoside, p-
coumaroyl-hexoside, feruloyl-hexoside, sinapoyl-hexoside, 6-C-hexosyl-quercetin, 8-C-
hexosyl-luteolin, 2”-O-pentosyl-8-C-hexosyl-luteolin, 6-C-hexosyl-luteolin, 2”-O-pentosyl-8-
C-hexosyl-apigenin, 6-C-hexosyl-apigenin, 3-O-hexosyl-quercetin, 3-O-rutinosyl-
quercetin, 7-O-hexosyl-diosmetin and 3-O-rutinosyl-isorhamnetin.

In general, spontaneously occurring samples showed higher amounts of phenolic
compounds than greenhouse ones. Phenolic profile analysis of field samples showed that
6-C-hexosyl-apigenin is the most abundant compound in the first stage of plant
development. 6-C-hexosyl-luteolin becomes the prevalent compound at the end of the
vegetative cycle. The major compound in greenhouse samples during the whole cycle of
plant growth is 6-C-hexosyl-apigenin.

In the aqueous extract of R. induratus leaves were identified and quantified, by
HPLC-UV, five organic acids: oxalic, citric, malic, ascorbic and shikimic. Oxalic acid is the
most abundant compound and high amounts of this acid characterize Rumex genus.

In the second part of this work it was evaluated the scavenging capacity of
aqueous extract of R. induratus leaves against DPPH radical, a reactive oxygen species,
hypochlorous acid (HOCI), and a reactive nitrogen species, nitric oxide (‘NO). The extract
showed antioxidant capacity against all reactive species tested, in a concentration-
dependent way.

The results obtained in the present work provide evidence that R. induratus leaves
are an interesting source of antioxidant compounds, namely phenolics, which may be

useful in food or pharmaceutical industries.

Keywords: Rumex induratus; phenolic compounds; organic acids; antioxidant activity.
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Introducao

A alimentagao constitui um factor relevante para a promog¢ao e manutencéo da
saude. Os dados epidemioldgicos evidenciam o importante papel da dieta na prevengao e
controlo da morbilidade e mortalidade prematuras, resultantes de doencas crénicas nao
transmissiveis.

Neste contexto, a tradicional dieta mediterranea é reconhecida como uma das
mais saudaveis (Lairon, 2007; Barbaste et al., 2002). Trata-se de uma dieta composta por
alimentos frescos (nomeadamente fruta e vegetais), cereais, leguminosas, peixe, ervas
aromaticas, leite e derivados, azeite e vinho em quantidades moderadas.

O crescimento exponencial da industrializagdo, o desenvolvimento econdémico e a
globalizagdo dos mercados tém um impacto significativo no estado nutricional e de saude
das populacdes. De facto, as alteragdes nos padroes alimentares, reflectidas num
aumento da ingestdo de alimentos altamente caléricos, ricos em gorduras, sobretudo
saturadas, em sal e agucares refinados, e na diminuicdo do consumo fruta e vegetais,
associadas a um estilo de vida sedentario, aumentam o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e de cancro.

As estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam que o baixo
consumo de fruta, legumes e vegetais apresenta-se entre os cinco factores de risco para
o desenvolvimento de doenga. Na verdade, os alimentos de origem vegetal constituem-se
como componentes importantes de uma dieta saudavel, pois contém alto teor de
micronutrientes e fibras, uma grande variedade de metabolitos secundarios
biologicamente activos e apresentam baixo teor energético (WHO, 2004).

Diversas evidéncias cientificas e epidemioldgicas (Tapsell et al., 2006; Arts e
Hollman, 2005) tém revelado a associagao inversa entre o consumo de fruta e legumes e
o risco de doengas cardiovasculares e determinados tipos de cancro, principalmente no
sistema digestivo. Este efeito benéfico e protector € mediado por diversos mecanismos,
envolvendo antioxidantes e micronutrientes, tais como flavondides, carotendides,
tocoferodis, vitamina C, minerais, entre outros. Estas substancias diminuem o nivel de
stress oxidativo no organismo, prevenindo a peroxidacéao lipidica e o dano oxidativo de
macromoléulas como o DNA e proteinas (Liu, 2004; Barbaste et al., 2002; WHO, 2002;
Urquiaga e Leighton, 2000).

Desta forma, a OMS, num relatério publicado em conjunto com a Organizagao
para a Agricultura e a Alimentacao (FAO) sobre dieta, nutricao e a prevengao de doencas
cronicas nao transmissiveis, recomenda o consumo minimo de 400 g/dia de fruta e
hortalicas para a prevengdo de doengas como obesidade, diabetes, doencas

cardiovasculares e cancro (WHO, 2003).
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Varios estudos utilizando diferentes componentes presentes nos alimentos
vegetais, tais como flavondides e outros compostos fendlicos e &cidos orgénicos,
demonstram que estes sao antioxidantes efectivos (Silva et al., 2004; Pulido et al., 2000;
Tseng et al., 1997). Por esta razdo, estes constituintes desempenham um papel
importante tanto na prépria planta, como na dieta da qual esta faz parte, funcionando
também como compostos bioactivos para o consumidor (Heinrich et al., 2006; Barbaste et
al., 2002; Urquiaga e Leighton, 2000). Além disto, é sabido que substincias como os
compostos fenodlicos e os acidos organicos influenciam as propriedades organolépticas
de frutos e vegetais (Vaughan e Geissler, 1997) e tém sido utilizados no seu controlo de
qualidade e autenticidade (Sousa et al., 2005; Valentao et al., 2005a e 2005b).

O género Rumex L. pertence a familia Polygonaceae e compreende cerca de 200
espécies e subespécies de crescimento anual, bienal ou perene. Encontra-se largamente
distribuido, principalmente no hemisfério norte, sobretudo em solos acidicos (Plantamed,
2005). Em Portugal, o género Rumex é frequente em quase todo o pais, sendo de
crescimento espontaneo ou cultivo.

Vulgarmente conhecidas por azedas, as folhas e raizes de algumas espécies de
Rumex, nomeadamente a Rumex acetosa, a Rumex crispus, a Rumex patientia e a
Rumex aquaticus, sdo usadas na medicina tradicional no tratamento de inflamacéo do
tracto respiratério, obstipagcédo, doengas de pele (eczema e psoriase) e desintoxicagcao
hepatica. Estas indicagbes resultam das suas propriedades diurética, purgativa,
depurativa, mucolitica, antianémica e antibacteriana (Cunha et al., 2003; DerMarderosian
e Bentler, 2002; PDR for Herbal Medicines, 1998; Newall et al., 1996; Hellemont, 1986).

As espécies do género Rumex contém na sua composigdo antraquinonas,
compostos fendlicos, vitamina C, sais de ferro e acido oxalico, livre ou sob a forma de
oxalato de calcio ou de potassio (Cunha et al., 2003; DerMarderosian e Bentler, 2002;
Fitoterapia, 1998; PDR for Herbal Medicines, 1998; Newall et al., 1996; Hellemont, 1986).

Para além da sua utilizacdo em fitoterapia, algumas espécies, como a R. acetosa,
a Rumex acetosella, a Rumex alpinus, a R. crispus, a R. patientia e a Rumex induratus
sdo comestiveis, sendo consumidas cruas em saladas ou cozinhadas sob a forma de
puré, ou ainda como ervas aromaticas em sopas e temperos (Plants For A Future, 1996-
2003).

A espécie R. induratus é endémica da Peninsula Ibérica e de crescimento

espontaneo no Nordeste de Portugal. Apesar de n&do possuir indicagdo medicinal, esta
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planta & muito utilizada na alimentacdo. As suas folhas possuem um sabor refrescante e

sao muito apreciadas em saladas.

A utilizacdo da R. induratus na alimentacéo e o interesse continuo na pesquisa e
identificacdo dos diferentes compostos quimicos presentes nas variadissimas espécies
vegetais usadas na alimentagao, das actividades bioldgicas que |he estdo associadas e
do conhecimento dos beneficios que dai possam advir, justificam o estudo da

composigao quimica e do potencial antioxidante desta espécie.
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2. Objectivos
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2.1. Gerais

O trabalho desenvolvido nesta Dissertacdo de Mestrado em Controlo de
Qualidade, Especializagdo em Agua e Alimentos, visa a determinagdo do perfil
metabdlico, a avaliagdo da actividade antioxidante e a valorizag&do nutricional da espécie

R. induratus.

2.2. Especificos

» Determinar o perfil de compostos fendlicos de folhas de R. induratus por

cromatografia liquida de alta pressdo com detector de diodos (HPLC-DAD);

* Determinar o perfil de acidos organicos de folhas de R. induratus por

cromatografia liquida de alta press&o com detector de ultravioleta (HPLC-UV);

* Estabelecer associagdes entre os perfis fendlico e de acidos organicos, o estado

de desenvolvimento e a origem geografica de R. induratus;

+ Avaliar a actividade anti-radicalar do extracto aquoso das folhas de R. induratus

face ao radical DPPH;

» Avaliar o potencial antioxidante do extracto aquoso das folhas de R. induratus

face a espécies reactivas de oxigénio (acido hipocloroso) e de azoto (6xido nitrico);

» Estabelecer correlagdes entre a actividade antioxidante e a composi¢ao quimica.
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3. Fundamentos teodricos
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3.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo presentes em todos os frutos e vegetais. Devido a
sua ampla distribuicdo na natureza, constituem um dos grupos mais numerosos de
metabolitos. Pela sua ubiquidade e simultaneamente pela sua presenga caracteristica
dentro de grupos botanicos, alguns deles podem ser considerados marcadores quimicos
em sistemas taxonomicos, sendo muitas vezes utilizados no controlo de qualidade e na
avaliagdo da autenticidade de produtos naturais (Valentdo et al., 2005a; Sousa et al.,
2005; Merken e Beecher, 2000; Ribéreau-Gayon, 1968).

Resultantes do metabolismo secundario das plantas, os compostos fendlicos
compreendem um grupo heterogéneo de substancias, umas com estruturas relativamente
simples e outras mais complexas. Estes compostos caracterizam-se pela existéncia de
um anel aromatico, ao qual esta ligado um ou mais grupos hidroxilo, livres ou envolvidos
numa ligagdo éter, éster ou heterosidica. Sdo também definidos como compostos n&o
azotados com um ciclo aromatico, que derivam do metabolismo do acido chiquimico e/ou
de um poliacetato. Esta definicdo resulta da sua origem biossintética em que se
distinguem duas vias anabdlicas (Bruneton, 1999):

— a via do acido chiquimico (mais comum), que resulta da condensacdo do
fosfoenolpiruvato com a eritrose-4-fosfato e da origem aos aminonacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina. Estes aminoacidos, por desaminagao, originam acidos cinamicos
que entram na via fenilpropandide.

— a via do acetato, em que os compostos fendlicos se formam por ciclizagdo de

um poli-p-cetoéster.

Habitualmente, os compostos fendlicos encontram-se na natureza na forma
conjugada, principalmente com moléculas de agucar ligadas ao hidroxilo fenélico (O-
heterésidos) ou, mais raramente, ao anel benzénico (C-heterdsidos). Os
monossacarideos mais frequentemente envolvidos sdo a glucose, a galactose, a
ramnose e a apiose e os acidos glucurénico e galacturénico; porém, também é possivel
encontrar di-, tri-, ou tetrassacarideos. (Cunha, 2005; Bruneton, 1999).

Nas plantas, os compostos fendlicos desempenham funcbes essenciais na
reproducéo e no crescimento (sdo fundamentais no processo de polinizagao), funcionam

como mecanismos de proteccdo e defesa contra radiagbes ultravioleta (UV), agentes
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patogénicos, parasitas e predadores, e contribuem para a coloragao e o sabor (Naczk e
Shahidi, 2006; Liu, 2004).

Os niveis de compostos fendlicos nos alimentos de origem vegetal dependem de
diversos factores, entre eles a exposicdo a radiagao UV, a temperatura, a poluicéo, a
infeccao por agentes patogénicos, as técnicas de cultivo, as condi¢des de crescimento, o
processo de amadurecimento e as condigdes de processamento e armazenamento
(Naczk e Shahidi, 2006).

Em adicao as fungbes exercidas nas plantas, os compostos fendlicos fazem parte
da dieta e parecem estar associados a beneficios para a saiude humana, nomeadamente
no tratamento e prevencdo do cancro, doencas cardiovasculares e outras patologias,
devido sobretudo a sua capacidade antioxidante (Barbaste et al., 2002; Urquiaga e
Leighton, 2000; Bravo, 1998).

Além das propriedades antioxidantes, os polifendis demonstram outros efeitos,
quer em modelos animais, quer em sistemas in vitro: regulagdo do 6xido nitrico, indugao
da expressdo genética na proliferacdo celular e na apoptose, inibicdo da proliferagao
celular e angiogénese, modulacdo da actividade enzimatica, estimulacdo do sistema
imunitario, regulagdo do metabolismo hormonal, actividade anti-inflamatéria e accéo
antibacteriana e antiviral. Estes efeitos parecem também contribuir para o papel protector
dos polifendis no cancro e em doengas cardiovasculares (Arts e Hollman, 2005; Liu,
2004; Ross e Kasum, 2002).

Os potenciais efeitos benéficos para a salude dos compostos fendlicos dependem
da quantidade consumida, da matriz alimentar, do tipo de glicosido e respectiva
biodisponibilidade. A biodisponibilidade sofre influéncia de diversas variaveis,
nomeadamente a absorgao intestinal, o metabolismo pela microflora intestinal e hepatico,
a cinética dos compostos no plasma, a actividade relativa, a acumulacéo nos tecidos e a
eliminagdo dos metabolitos. Por outro lado, a natureza e distribuicao dos polifendis na
dieta podem ser também muito diversas. Dai que seja muito importante determinar como
os antioxidantes da alimentacdo sdo metabolizados in vivo e de que forma os seus
metabolitos actuam nos sistemas vivos. Neste contexto, os estudos clinicos e
epidemiolégicos sao extremamente importantes para avaliar a relagdo entre 0 consumo
destes compostos na alimentagdo ou em suplementos nutricionais e os potenciais efeitos
benéficos para a saude (Arts e Hollman, 2005; Manach et al., 2004; Ross e Kasum,
2002).
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O grupo dos compostos fendlicos compreende diversas classes de compostos,
nomeadamente fendis simples, benzoquinonas, acidos fendlicos, flavondides, estilbenos,
cumarinas, taninos, lenhanas e lenhinas. As estimativas apontam para que os flavonéides
correspondam a aproximadamente 2/3 dos compostos fendlicos que fazem parte da dieta

humana e os acidos fendlicos ao restante 1/3 (Liu, 2004).

3.1.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos estao divididos em dois grupos: os derivados hidroxilados do
acido benzdico e os derivados hidroxilados do acido cindmico, cujas principais estruturas

estao representadas na figura 1.

Derivados do acido benzédico Derivados do acido cinamico
=4 =4
Y ZOOH
HO COOH HO
R' R’
R = R’ = H; acido p-hidroxibenzéico R =R’ = H; acido p-cumarico
R = OH, R’ = H; acido protocatéquico R = OH, R’ = H; acido cafeico
R = OCHs;, R’ = H; acido vanilico R = OCHs;, R’ = H; acido ferulico
R =R’ = OH; acido galhico R = R’ = OCHj3; acido sinapico

R = R’ = OCHg; acido siringico

Figura 1. Estruturas dos acidos fendlicos mais frequentes.
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Os acidos hidroxibenzoéicos sdo compostos abundantes na natureza, que
possuem a fungao carboxilica ligada ao anel aromatico hidroxilado (Ce-C1). Os acidos p-
hidroxibenzadico, salicilico (acido o-hidroxibenzdico), vanilico, siringico, elagico e galhico
sdo exemplos deste grupo (Bruneton, 1999).

Os derivados do acido cinamico sao compostos fendlicos que possuem um anel
aromatico ao qual esta ligada uma cadeia propandide (Cs-C3). Os acidos p-cumarico,
ferdlico, cafeico e sinapico sdo os acidos hidroxicindmicos mais comuns na natureza.

Devido a existéncia de uma dupla ligagédo na cadeia lateral dos acidos cinamicos,
estes podem existir nas formas cis ou trans. Na natureza ocorrem os isémeros trans;
porém, quando em solugado e por influéncia da luz, os dois isémeros interconvertem-se
facilmente até atingirem o equilibrio (Ribéreau-Gayon, 1968).

Estes acidos existem nas plantas, usualmente sob a forma de ésteres, como por
exemplo o acido clorogénico, ou acido 5-O-cafeoilquinico (figura 2). Também sao
encontrados na forma de glicésidos, ligados a proteinas e a outros polimeros da parede

celular e na forma livre (Bruneton, 1999).

HO_  cooH

HO o]
OH 0]

OH

OH

Figura 2. Estrutura do acido clorogénico.

Os &acidos fendlicos sao sollveis nos solventes organicos em meio acido e
soluveis na agua e nos solventes organicos polares (metanol e etanol), quando se
encontram na forma de ésteres ou de heterdsidos (Cunha, 2005).

Estes dois grupos de acidos fendlicos apresentam propriedades antioxidantes e
os seus derivados sdo também conhecidos pelas propriedades colerética e
hipocolesterolemiante e pela actividade anti-inflamatéria dos derivados do acido salicilico
(Bruneton, 1999).
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3.1.2. Flavonoides

Os flavondides constituem a maior classe de compostos fendlicos (mais de 4000)
e ocorrem naturalmente em frutos e vegetais, sendo responsaveis pela coloragdo de
folhas, flores e frutos. Estando presentes em todas as plantas, fazem parte da dieta
humana: encontram-se no cha, na cebola, na maga, no vinho tinto, etc. Podem também
ser encontrados em extractos de muitas plantas medicinais, nomeadamente ginkgo
(Ginkgo biloba) e passiflora (Passiflora incarnata), podendo o seu consumo variar entre
50 a 800 mg/dia (Seabra et al., 2006; Bruneton, 1999).

A estrutura basica dos flavondides (Cs-C3-Cs) € 0 nucleo benzopirano ligado a um
anel aromatico (figura 3). Assim, dois anéis aromaticos (A e B) estao ligados por uma
cadeia alifatica com trés carbonos, que normalmente condensa sob a forma de anel
pirano (anel C) (Seabra et al., 2006; Ross e Kasum, 2002).

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides.

Os flavonédides sdo compostos com origem biossintética mista, isto €, o anel A
resulta da via do acetato e, por isso, tem um esquema de substituicdo alternado
caracteristico, com hidroxilos nas posicdes 5 e 7; os anéis B e C sio provenientes da via
do chiquimato, sendo habitualmente hidroxilados nas posi¢des 3’, 4’ e 5’ (Ross e Kasum,
2002; Bruneton, 1999).

Os flavonodides sao classificados com base no grau de oxidacido e no padrao de
substituicdo do anel central C (Seabra et al., 2006; Manach et al., 2004; Markham, 1989).
Deste modo, os flavondides podem ser divididos em classes: flavonas, flavondis,
flavanonas, flavanodis (ou flavan-3-6is), antocianidinas e isoflavonas, cujas estruturas

estao representadas na figura 4.
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Flavonas

0

cH O

R1=H; R,=0OH; apigenina
R1=R,=0H; luteolina

Flavonoides

Flavonois

R>=0OH; R1=R3=H; campferol
R1=R2=0H;R3=H; quercetina

R1=R>=R3=0H; miricetina

Flavanona

R,

I,
A

o 0O

R1=H; R,=0H; narigenina
R4=R2=0H; eriodictiol
R1=0OH; R,=0OCHj3; hesperetina

Flavanoéis Antocianidinas Isoflavonas
R, R,
g% g
O T " )
OH = 0H
OH OH

R4=0H; Ry=H; cianidina
R1=R,=0CH3; malvidina

R4=H; daidzeina

R1=0OH; genisteina

R1=R»=0H; R3=H; catequina
R1=R»=R3=0H; galhocatequina

Figura 4. Estruturas das principais classes de flavondides (adaptado de Manach et al.,
2004).

Estes compostos podem ocorrer na forma livre ou em formas hidrossoluveis (C-
e/ou O-heterdsidos), armazenadas nos vacuolos celulares. Embora n&o tdo frequentes,
podem também ocorrer outras modificacbes, como metilagao, metoxilagao, acilacdo dos
hidroxilos, dimerizagao, entre outras. Geralmente, a ligagdo entre a genina e o agucar é
feita através dos hidroxilos nas posi¢oes 3 e 7 dos flavondis e na posi¢cao 7 das flavonas.
No caso dos C-heterdsidos, a ligagdo faz-se habitualmente aos carbonos situados na

posicao 6 ou 8 das flavonas (Cunha 2005; Bruneton, 1999).
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O interesse do estudo dos flavonodides resulta das suas potenciais actividades
biolégicas. Estes polifendis apresentam propriedades vasoactivas (aumento da
resisténcia e diminuicdo da permeabilidade capilar), actividades antioxidante, antialérgica,
antidiarreica, antibacteriana e antiviral, estrogénica, “tipo benzodiazepina”, inibem a
proliferagao celular anormal, possuem efeito cardioprotector e inibidor da carcinogénese
pulmonar e actividade antitumoral (Cunha, 2005; Liu, 2004; Ross e Kasum, 2002;
Bruneton, 1999).

Alguns trabalhos parecem demonstrar actividade antiproliferativa e auséncia de
citotoxicidade dos flavondides, sobretudo da classe das flavonas (Ross e Kasum, 2002).

Em conjunto, as actividades antioxidante, estrogénica e antiproliferativa poderao
explicar os potenciais beneficios dos flavondéides na reducédo da ocorréncia das doencas

cardiovasculares (efeito cardioprotector) e cancro (Ross e Kasum, 2002).

3.1.3. Extracgao e analise

A analise de compostos fendlicos em materiais vegetais & influenciada pelas
caracteristicas quimicas do composto, 0 método de extraccao utilizado, a natureza e o
tamanho da amostra, o tempo e as condi¢gdes de armazenamento, a metodologia do
ensaio, o padrao utilizado e a presenca de substancias interferentes, tais como ceras,
gorduras, terpenos e clorofilas (Naczk e Shahidi, 2006).

O procedimento mais apropriado para a extracgcdo dos compostos fendlicos
depende da natureza da amostra, do seu estado fisico e do tipo de fendis que se
pretende extrair. A solubilidade dos polifendis varia de acordo com a polaridade do
solvente utilizado, o grau de polimerizacdo destes compostos e suas interac¢gdes com
outros componentes da planta, como hidratos de carbono e proteinas. Os solventes mais
utilizados para a extraccao dos compostos fendlicos sao agua, metanol, etanol, acetona,
acetato de etilo, propanol, dimetilformaldeido e misturas hidroalcodlicas. Para além da
solubilidade, este processo é também influenciado pelo tempo de extraccao, temperatura,
tamanho das particulas da amostra e racio entre a quantidade de solvente e a quantidade
de amostra (Naczk e Shahidi, 2006; Andrade e Seabra, 2005).
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Outro aspecto importante no desenvolvimento de métodos de analise de
compostos fendlicos é a dificuldade em encontrar um padrao especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fendlicas presentes nos alimentos e as
diferengas de reactividade entre estas substancias e os reagentes. Por isto, a identidade
de um composto deve ser estabelecida com base em variados critérios, incluindo dados
das analises cromatograficas e determinagdes espectrofotométricas e espectrométricas.
Tendo em consideragdo os estudos ja desenvolvidos nestas areas e a disponibilidade
comercial de substancias de referéncia, a identificacdo dos compostos pode ser
estabelecida por comparacéo entre os resultados obtidos com estas substancias e os
compostos a determinar, por diferentes métodos.

Da variedade de métodos existentes para a determinacdo de compostos fendlicos

em matrizes vegetais sera dado especial destaque ao HPLC.

A HPLC é a técnica de eleicao utilizada na separacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos, devido ao elevado nivel de resolugcdo, reprodutibilidade,
sensibilidade e rapidez da mesma (Harborne, 1989).

De uma forma geral, a cromatografia é feita em fase reversa (RP — reversed
phase), pois obtém-se uma melhor resolugdo na separagdo de compostos polares. Em
RP-HPLC séo utilizadas fases estacionarias constituidas por microparticulas de silica (3 a
10 um de didmetro), covalentemente ligadas a cadeias hidrocarbonadas com 8 ou 18
atomos de carbono, normalmente designadas por RP8 ou C8, RP18 ou C18 ou ODS
(octadecilsilano). A dimenséao das particulas e da coluna (100 a 250 mm de comprimento
e 4 a 6 mm de didmetro interno) condicionam a pressado desenvolvida. Os fluxos mais
usados variam entre 1 € 2 ml/minuto e o volume de amostra injectada entre 1 e 100 ul
(Stalikas, 2007; Andrade e Seabra, 2005; Merken e Beecher, 2000).

A sequéncia da eluicdo dos compostos € determinada pelo grau de adsorgdo na
fase estacionaria hidrofoébica e subsequente eluicdo com a fase madvel polar, em funcéo
da extensado da formacao de pontes de hidrogénio. A eluigcdo pode ser desenvolvida em
modo isocratico ou em gradiente. A fase mével é constituida por misturas de agua e
solventes organicos, sendo os mais frequentes o metanol e o acetonitriio. O pH do
eluente deve ser sempre acido, de modo a evitar a ionizagdo de grupos acidicos dos
compostos presentes na amostra e melhorar a simetria dos picos, minimizando o risco de
tailing. Para este efeito, os acidos mais utilizados s&o os acético, formico, fosférico ou
trifluoracético (Stalikas, 2007; Andrade e Seabra, 2005).
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Utilizando a RP-HPLC os compostos polares sao os primeiros a eluirem, evitando-
se que estes fiquem irreversivelmente retidos na coluna. Desta forma, os tempos de
retencdo sao inversamente relacionados com o aumento da glicosilagéo, eluindo primeiro
os diglucésidos, depois os monoglicosidos e finalmente os compostos nao glicosilados
(Markham, 1989; van Sumere, 1989).

Os compostos fendlicos sdo habitualmente detectados recorrendo ao detector de
UV, uma vez que, devido a existéncia de anéis aromaticos e ligagdes duplas conjugadas,
todos os compostos fendlicos absorvem radiagcao nesta zona do espectro. A utilizagao de
detectores de diodos (DAD) facilita a correcta identificacdo dos compostos, uma vez que
permite o registo do espectro de absor¢cdo em funcdo do comprimento de onda. O
espectro UV do composto eluido, o tempo de retengédo e a comparagdo com substancias
de referéncia sao parametros importantes para o processo de identificacdo dos

compostos (Andrade e Seabra, 2005; van Sumere, 1989).

Os acidos benzoicos apresentam o maximo de absorgdo na regido dos 200 a 290
nm e os seus espectros sao influenciados pelo padrao de hidroxilagcdo do anel benzénico.
Os derivados do acido cindmico absorvem em duas zonas do espectro de UV: possuem
um maximo de absorgao a 225-235 nm e dois a 290-330 nm. Esta dupla absorgéo a 290-
330 nm resulta da existéncia de isdbmeros cis e trans, sendo que a absorvancia relativa de
cada pico depende da proporcdo dos isébmeros. A presenca de moléculas de acucar
modifica os espectros de absor¢do em fungao da natureza da ligagdo. Os ésteres de um
mesmo acido cindmico apresentam espectros de absor¢cdo semelhantes,

independentemente da sua estrutura (van Sumere, 1989; Ribéreau-Gayon 1968).

Um espectro com duas bandas de absorgcédo é caracteristico dos flavondides. A
banda Il, com o maximo de absorg&o no intervalo de 240-285 nm, esta relacionada com o
anel A (figura 3), enquanto a banda I, com o maximo situado entre 300-550 nm esta
associada aos anéis B e C e aos seus padroes de substituicdo e conjugacao (Stalikas,
2007; Merken e Beecher, 2000; Markham, 1989).

A localizagao e intensidade relativa destas bandas fornecem informagodes sobre a
classe do flavonoide e o seu padrao de oxigenacgdo. Assim (Markham, 1989; Markham,
1982; Mabry et al., 1970):

- 0 aumento da oxigenacdo causa geralmente um desvio batocromico da banda

respectiva, isto €, um desvio das bandas de absor¢do para maiores comprimentos

de onda;
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- a metilagdo e a glicosilagdo (especialmente nos hidroxilos em 3, 5, 7 e 4')
originam desvios hipsocrémicos;

- a natureza do agucar nos glicésidos nao provoca qualquer alteragao;

- a existéncia de acidos cindmicos a acilar flavonoides origina um maximo de
absorcao a 320 nm;

- a existéncia de um segundo pico ou inflexdo na banda Il é, de uma forma geral,

o resultado da presenca do sistema 3’,4’-di-hidroxilo nas flavonas e nos flavonais.

Para além da HPLC-DAD, a adicdo de reagentes de deslocamento fornece
informacoes adicionais sobre a classe da aglicona e o seu padrao de substituicao. Estes
reagentes especificos, ionizantes e quelantes, induzem desvios nos maximos de
absorcao, através dos quais é possivel identificar a posigdo dos hidroxilos livres e as
suas substituicdes. Hidroxido de sédio, acetato de sédio, cloreto de aluminio, acetato de
sodio com adicdo de acido bérico e cloreto de aluminio com adigdo de acido cloridrico

sdo exemplos de reagentes de deslocamento (Stalikas, 2007; Markham, 1982).

O acoplamento da HPLC a outros métodos de deteccao e identificacdo, como a
deteccdo electroquimica, a voltametria, a espectrometria de massa (MS) ou a
ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN 'H) e de carbono (RMN '*C) permite
obter informacao estrutural mais detalhada sobre as moléculas analisadas. A analise
pode ainda estar associada a uma hidrélise prévia dos heterdsidos (Naczk e Shahidi,
2006; Andrade et al., 2003; Merken e Beecher, 2000; Markham, 1989).
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3.2. Acidos organicos

Os acidos organicos sado acidos fracos, soluveis em agua e etanol, que se
encontram nos vacuolos celulares de varias plantas (Dashek e Micales, 1997).

O tipo de acidos organicos e a sua concentracao sao factores importantes, pois
influenciam as caracteristicas organolépticas de frutos e vegetais, nomeadamente o seu
sabor (Vaughan e Geissler, 1997).

Os acidos organicos apresentam-se como liquidos incolores com elevado ponto
de ebulicdo, devido a facilidade que tém em estabelecer pontes de hidrogénio. A nivel
quimico, estes compostos sao classificados em fungdo do nimero de grupos carboxilo
que possuem e de acordo com outros grupos funcionais que possam existir (Lopez-Bucio
et al., 2000; Dashek e Micales, 1997).

O metabolismo dos acidos organicos parece estar directamente associado com a
capacidade da planta para se adaptar ao stress provocado por diferentes condi¢des
ambientais. Os acidos orgénicos actuam n&o s6 como intermediarios no metabolismo do
carbono, mas também nos mecanismos que algumas plantas utilizam para se adaptarem
as deficiéncias nutricionais, a diversas ecologias dos solos ou as interac¢gdes com
diferentes microrganismos. Possuem ainda um papel importante nos mecanismos de
destoxificagao interna de metais pesados existentes nos solos, através da formagao de
complexos (por exemplo citrato ou oxalato de aluminio) que se acumulam nos vacuolos
das plantas (Lopez-Bucio et al., 2000).

O perfil de acidos organicos de vegetais, frutos e seus derivados podera ser
igualmente utilizado em estudos taxonémicos, pois & caracteristico da espécie (Valentao
et al., 2005b), e no controlo de qualidade, porque sao compostos relativamente estaveis
durante o armazenamento e o processamento deste tipo de alimentos (Camera et al.,
1994 citado por Valentao et al., 2005b; Silva et al., 2002).

Além destas propriedades, os acidos organicos poderdao exercer um efeito
protector contra diversas doencas, nomeadamente aterosclerose e cancro, devido a sua
actividade antioxidante, que esta relacionada com a sua capacidade para interceptarem

radicais livres e quelatarem ides metalicos (Seabra et al., 2006; Silva et al., 2004).
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Na figura 5 estdo representados os principais acidos organicos que ocorrem na
natureza: oxalico, ascérbico, tartarico, malico, citrico, succinico, a-cetoglutarico, quinico,

chiquimico, fumarico, pirtvico, malénico e lactico.

Acido Oxdlico  Acido Tartérico Acido Malico Acido Citrico Acido Succinico Acido Chiguimico
CO0OH f|3OOH (|3OOH (|3OOH (|:O OH CO0OH
CO0OH HO—f|3—H HO—C—H H—(_|,“—H H—C—H yc\\

| C C

HO—(|3—H H—(|:—H HO—C—COOH  H—C—H | |

| C
COCH COCH H—C—H c|300H Ho™ ™~ C\.OH
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Acido o-Cetoglutérico  Acido Fumarico  Acido Pindvico  Acido Maldnico  Acido Lactico Acido Quirico
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Figura 5. Estruturas dos principais acidos organicos presentes nas plantas.

O Aacido oxalico ¢ um acido dicarboxilico que exerce diversas fungdes
importantes nas plantas. Este acido pode estar presente na forma livre ou sob a forma de
oxalato de calcio insoluvel, cristalizado no interior das células vegetais. Niveis elevados
de acido oxalico poderao constituir um factor de protecc¢ao das plantas contra herbivoros,
insectos e outros microrganismos patogénicos, porque influenciam o gosto, a textura, a
acidez e a disponibilidade e o metabolismo do calcio. Este acido pode ainda actuar na

planta como regulador do pH e da osmolaridade (Libert e Franceschi, 1987).
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O acido oxalico tem sido considerado como um antinutriente devido a sua
capacidade para quelatar catibes multivalentes, interferindo com a absor¢do e o
metabolismo do calcio, ferro, magnésio e cobre. Esta situagdo ocorre quando este acido
€ consumido em quantidades consideraveis por longos periodos (Libert e Franceschi,
1987).

Além disso, quando ingerido em grandes quantidades, este composto exerce
efeitos toxicos agudos, pois ¢ irritante para o estdmago e intestino, causando disturbios
gastrointestinais, como vomitos, célicas e diarreia. O acido absorvido reage com o calcio
sérico, provocando hipocalcémia e, consequentemente, efeitos nocivos graves nos
sistemas nervoso, cardiovascular, hepatico e renal, levando mesmo a insuficiéncia renal
devido a deposicao de cristais de oxalato de calcio nos nefrénios. A DLsq estimada para o
acido oxalico é de 375 mg/kg de peso corporal (Libert e Franceschi, 1987).

Mas, para além dos efeitos téxicos, o acido oxalico, nas concentracoes
habitualmente encontradas nas plantas comestiveis, parece possuir efeitos antioxidantes
e podera exercer efeitos benéficos, devido a sua capacidade para quelatar metais como

aluminio, ferro ou cobre (Seabra et al., 2006; Kayashima e Katayama, 2002).

Outro composto importante na natureza é o acido ascorbico, também conhecido
como vitamina C, em conjunto com a sua forma oxidada, o acido desidroascorbico.

O acido ascorbico é um antioxidante hidrossoluvel muito importante na
alimentagdo, uma vez que o organismo humano nao tem capacidade para o sintetizar.
Actua através da intercepgao e neutralizagcado de espécies reactivas de oxigénio e azoto,
estando também envolvido na regeneragao de outros antioxidantes, como o a-tocoferol e
o acido urico. Esta actividade antioxidante podera estar na base dos efeitos benéficos
que este acido parece exercer na prevengao da aterosclerose, do cancro e outras
doencas degenerativas, embora alguns estudos reclamem uma accgido pro-oxidante,
quando presente em baixas concentragdes. Adicionalmente, a vitamina C esta envolvida
na sintese de neurotransmissores, hormonas esterdides e colagénio, na conversao do

colesterol a acidos biliares e na absor¢éo do ferro e do calcio (Seabra et al., 2006).

O Aacido citrico é um acido tricarboxilico presente na maioria dos frutos,
particularmente abundante nos diferentes frutos do género Citrus, sendo responsavel
pelo seu sabor acido e refrescante. E usado como conservante natural e na preservagéo

dos alimentos, sob a forma de citrato de calcio. Tal como o acido citrico, outros acidos
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como o malico, o tartarico, o succinico e o chiquimico comportam-se como antioxidantes
preventivos ou sinergisticos, devido a sua capacidade para quelatar metais (Seabra et al.,
2006).

3.2.1. Extracc¢ao e analise

Os acidos organicos sao analisados por HPLC em fase reversa, com fases
estacionarias semelhantes as citadas para os compostos fendlicos, ou com colunas de
troca ionica. Neste ultimo caso, o principal mecanismo de separagédo dos acidos consiste
na exclusao idnica. Para tal, a fase estacionaria é constituida por silica ou polimeros de
celulose sintéticos, revestidos por substituintes com carga, com os quais ocorre a troca
iénica. E comum executar-se esta analise em colunas termostatadas com temperaturas
iguais ou superiores a 30°C. A deteccao é realizada com base no indice de refrac¢ao dos
compostos ou por espectrofotometria, uma vez que o grupo carboxilico € um cromaéforo
fraco (Masson, 2000).
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3.3. Oxidantes e antioxidantes

O oxigénio é um dos principais elementos da crosta terrestre e constitui cerca de
21% da composicdo do ar atmosférico. Esta molécula é indispensavel para a producéo
de energia, pois a oxidacdo constitui a parte fundamental do metabolismo aerébio.
Porém, embora seja indispensavel, este processo conduz a formagido de espécies
reactivas de oxigénio (ERO) e de espécies reactivas de azoto (ERA). A acumulagéo
destas espécies reactivas pode resultar em danos reversiveis ou mesmo irreversiveis e
dai a necessidade da sua inactivacdo permanente para manutencdo da homeostasia. A
inactivacdo das espécies reactivas e o combate aos seus efeitos deletérios sdo o
resultado do envolvimento de mecanismos antioxidantes, enzimaticos ou nao
enzimaticos. Um desequilibrio entre a producdo de espécies reactivas e a defesa
antioxidante, com um aumento da capacidade pré-oxidante, conduz a uma situagdo de

stress oxidativo e, por consequéncia, ao dano oxidativo. (Kohen e Nyska, 2002).

Os sistemas vivos estao expostos a uma variedade destas espécies reactivas, de
origem enddgena e exégena. As fontes exdégenas incluem a propria molécula de oxigénio
(O,) e 0 ozono (O3), a exposicao a radiagdes ionizantes e ndo-ionizantes (radiagcao UV), a
poluicdo atmosférica, o fumo do cigarro, os farmacos, uma grande variedade de
xenobidticos com actividade pré-oxidante (toxinas, pesticidas, herbicidas e outros
quimicos), as infeccbes microbianas e os alimentos (Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska,
2002).

Contudo, a exposicédo a espécies reactivas de origem enddgena, provenientes do
proprio metabolismo, € muito mais importante. A mitocondria é a principal fonte de ERO,
na reducéo do oxigénio a agua para produgéo de energia ao nivel da cadeia respiratéria,
seguida das reacgbes de destoxificagdo de farmacos e outros xenobidticos, que
envolvem o sistema enzimatico citocromo P450. Enzimas como a xantina oxidase ou a
oxido nitrico sintetase estdo também envolvidas na formagéo endégena de ERO (Kohen
e Nyska, 2002).

A produgdo endogena de espécies reactivas é, todavia, essencial para a
existéncia e desenvolvimento da célula, pois cria condi¢bes para humerosos processos
bioquimicos. As ERO e ERA tém um papel fundamental na activagdo de genes, no

crescimento celular e na modulagao de reacg¢des quimicas. Sao os principais agentes de

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 22



Fundamentos tedricos

defesa libertados pelos neutréfilos (fagécitos) contra virus e bactérias durante a
fagocitose e sdo agentes responsaveis pela dilatacdo dos vasos sanguineos. Participam
na regulacao do tonus do musculo liso, no controlo da pressao arterial e no metabolismo
dos xenobiodticos. Sdo mediadores na biossintese de outras moléculas, como por
exemplo prostaglandinas, e funcionam como moléculas sinalizadoras de processos
celulares (Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska, 2002).

Embora possam exercer efeitos benéficos para o organismo, o excesso de
espécies oxidantes reactivas apresenta efeitos prejudiciais. Os alvos biolégicos mais
sensiveis ao dano oxidativo sdo as proteinas (incluindo enzimas), os lipidos, os hidratos
de carbono e o DNA.

Nas proteinas, as interaccbes com as ERO podem provocar peroxidacao,
alteracdo na estrutura terciaria, degradacao, alteracdo da funcionalidade e perda da
actividade enzimatica.

A peroxidagéo lipidica danifica sobretudo os lipidos membranares devido ao seu
elevado teor em acidos gordos insaturados, propagando-se habitualmente através de um
conjunto de reac¢des em cadeia.

Ao nivel da molécula de DNA podem ocorrer varios danos: modificagdo de bases,
perda de purinas, alteracdo da molécula do agucar, quebra da dupla cadeia ou dano no
sistema reparador do DNA (Kohen e Nyska, 2002).

Desta forma, o stress oxidativo pode estar relacionado com um conjunto de
fendmenos bioldgicos variados e numerosas patologias (tabela 1), nomeadamente
processos inflamatdrios, mutagcdo, envelhecimento, carcinogénese, doencas
cardiovasculares, disfungao endotelial, aterosclerose, doencgas do tracto intestinal, artrite
reumatoide, diabetes, doengas oculares e doeng¢as neurodegenerativas, como por
exemplo a doenca de Alzheimer ou de Parkinson (Kohen e Nyska, 2002; Pulido et al.,
2000; Sies 1993).
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Tabela 1. Doencas associadas ao stress oxidativo.

Alvo Patologias
Tracto gastrointestinal Diabetes; Pancreatite; Dano hepatico
Cérebro e Sistema Nervoso Doenca de Parkinson; Doencga de Alzheimer;

Hipertensao; Esclerose multipla

Coragao e vasos sanguineos Aterosclerose; Trombose coronaria
Pulmao Asma; Enfisema pulmonar
Olho Cataratas; Retinopatia
Articulagdes Artrite reumatoide
Rim Glomerolonefrite
Pele Manchas de envelhecimento; Rugas
Diversos Envelhecimento; Cancro; Doencas auto-imunes;

Estados inflamatdrios; SIDA; Lupus.

Para evitar estes efeitos nocivos, a produgido constante de espécies reactivas
oxidantes é contrabalangada pela presenca de antioxidantes endégenos (produzidos pelo
organismo) ou exégenos (fornecidos pela dieta).

Neste contexto, os antioxidantes presentes em frutos e espécies vegetais
desempenham um papel fundamental no sistema de proteccdo do organismo contra
espécies oxidantes, resultantes de processos patoldgicos e fisioldgicos. Além disso, os
antioxidantes exercem igualmente um efeito protector, quando presentes ou adicionados
a alimentos, porque preservam as suas qualidades organolépticas e nutricionais,
prolongando o seu prazo de validade e prevenindo a formagdo de produtos de
decomposicao oxidativa pela acg¢ao da luz, temperatura e humidade.

Paralelamente, existe um interesse crescente na descoberta de novos
antioxidantes de origem natural, que substituam antioxidantes sintéticos como o butil-
hidroxianisol (BHA) e o butil-hidroxitolueno (BHT), utilizados na preservagao da qualidade
e seguranca de alimentos, cosméticos e medicamentos. Esta procura deve-se ao facto

destes antioxidantes sintéticos possuirem uma grande volatilidade e instabilidade a
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temperaturas elevadas, apresentarem alguma toxicidade e serem menos potentes que os
agentes antioxidantes naturais (Seabra et al., 2006; Shi et al., 2001).

Entre as diversas classes de compostos com actividade antioxidante, a dos
compostos fenolicos representa uma das de maior interesse, porque para além de se
encontrarem amplamente distribuidos na natureza, estes compostos apresentam
actividade anti-radicalar, capacidade para quelatar metais e inibir a produgéo de radicais
livres (Shi et al., 2001; Rice-Evans et al., 1997; Halliwell et al., 1995; Sies, 1993).

3.3.1. Espécies Reactivas de Oxigénio e Azoto

Alguns exemplos de ERO potencialmente téxicas estao representados na tabela 2.

Tabela 2. Espécies reactivas de oxigénio.

Nome Simbolo

Radical superéxido 0,
Radical hidroxilo HO*
Radical peroxilo ROO*
Radical alcoxilo RO*
Oxigénio 0,
Peréxido de hidrogénio H,O,
Radical hidroperoxilo HO,'
Oxigénio singleto '0,
Acido hipocloroso HOCI

As espécies reactivas podem ser classificadas em dois grupos: radicalares e nao
radicares. Um radical livre é definido como qualquer espécie quimica com existéncia
independente que contém um ou mais electrbes desemparelhados. A ocorréncia de um
electrdo desemparelhado resulta numa grande reactividade e num tempo de semi-vida

curto, isto porque estas espécies tém afinidade para doar ou obter um electrdo de modo a

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 25



Fundamentos tedricos

se tornarem estaveis. Dentro das espécies radicalares incluem-se os radicais superéxido
(O27), peroxilo (ROQ®), alcoxilo (RO®), hidroxilo (HO®) e a prépria molécula de oxigénio
(0,™), que tem uma natureza bi-radicalar. O oxigénio singleto ('O,), o peréxido de
hidrogénio (H>O,) e os hidroperdxidos lipidicos ndo sao radicalares, embora sejam

também espécies muito reactivas (Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska, 2002).

Devido a sua configuracao electrénica, o oxigénio tende a receber electrbes na
sua reducdo a agua ao nivel da mitocbndria, formando compostos intermediarios

altamente reactivos, como ilustra o esquema da figura 6.

.. Radical
superoxldo ) OH- -
\ / . S
' H +
Peroxldo de / 2H
. hidrogénio \ __d
[ X ] Radical hidroxilo

Oxigénio molecular

Figura 6. Reducao univalente do oxigénio a agua (adaptado de Ferreira et al., 2007).

A adicdo de um electrdo a molécula de oxigénio no estado fundamental leva a
producao do radical superéxido. Da adi¢do de um segundo electrdo a este radical resulta
o peréxido de hidrogénio. Da adicdo de mais um electrdo forma-se o radical hidroxilo.
Assim, a reducdo do oxigénio molecular por adigdo de quatro electrdes da origem a

moléculas de agua.

O fornecimento de electrbes pode ser feito por metais de transigao,

nomeadamente o ferro e o cobre:

3+ - 2+
Fe" +e ——> Fe

Cu®+e P a— cu*
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Os metais de transigdo estdo envolvidos na conversao de espécies relativamente
estaveis noutras mais reactivas e, por isso, actuam como promotores das reaccdes que

envolvem os radicais livres, como ilustram as reacc¢des de Fenton (1) e Haber-Weiss (2):

Fe *" + H,0, — Fe * + HO" + OH" (1)
H,0, + 05" ——» HO® + OH™ + O, 2)

O radical superéxido (O,") resulta da redugédo da molécula de oxigénio por um
unico electrao e pode ser formado in vivo por trés vias metabdlicas principais:

- via cadeia respiratéria na mitocéndria (a reducdo completa da ubiquinona ou
coenzima Q requer dois electrbes e dois protdes e ocorre em duas etapas por
meio de um intermediario radicalar semiquinona, que pode ser oxidado pelo
oxigénio molecular, dando origem ao radical O,");

- via xantina oxidase, na conversdo de hipoxantina em xantina e da xantina em
acido urico, no catabolismo das purinas (figura 7);

- via da NADPH (nicotinamida adenina dinucledétido fosfato hidrogenado) oxidase

em fagadcitos activados.

Guanosina Adenosina
Guanina antina Hipoxantina
\\- )o(;idtns; / p
\ H,0 + O,

Xantina Co"
2
Xantina (:H3O T O:
oxidase i~
02

Acido Urico

Figura 7. Representagdo da metabolizagdo de nucledticos a acido urico com produgao

do radical superéxido.
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Embora tenha importancia vital para as células de defesa, o radical superéxido
nao é muito reactivo. Em meio aquoso sofre dismutagido, dando origem a perdxido de
hidrogénio e oxigénio. O seu acido conjugado, o radical hidroperéoxido (HO,®), € mais
reactivo.

A toxicidade do radical superdoxido deve-se a sua participagdo em processos
quimicos importantes no contexto biolégico, nomeadamente ao seu envolvimento na
formacao de outras ERO extremamente reactivas. Esta espécie intervem na formagao do
radical hidroxilo (HO®), através da reacgao de Haber-Weiss (2), e do peroxinitrito

(ONOO") por reacgéo com o radical 6xido nitrico ("NO) (3).

0, + 'NO ——> ONOO" (3)

O superdxido possui a capacidade de libertar ferro das proteinas de
armazenamento e transporte, tais como a ferritina e a transferrina, e de o reduzir de ido
férrico (Fe®*) a ido ferroso (Fe?*) (Kohen e Nyska, 2002; Halliwell et al., 1995).

O radical hidroxilo (HO®) é o mais reactivo e 0 mais deletério para o organismo:
possui um tempo de semi-vida curto (10 segundos) e n3o se difunde para longe do local
onde é produzido. Esta ERO pode atacar o DNA, hidroxilar as suas bases, provocar
modificagbes nos agucares, quebrar cadeias, dar origem a ligagdes cruzadas, conduzindo
a morte celular ou a fendmenos de mutagénese. Pode também causar danos nas
proteinas e esta envolvido na peroxidacéo lipidica, provocando a ruptura e perda de

funcionalidade das membranas celulares (Kohen e Nyska, 2002; Halliwell et al., 1995).

A formagdo do HO® in vivo deve-se maioritariamente a redugdo do peroxido de
hidrogénio por um metal de transicdo, através da reacgdo de Fenton, em que o H,0,
reage com a forma reduzida do metal dando origem ao radical hidroxilo, a um ido

hidroxilo e a forma oxidada do metal:

MO 4+ 0 ———> M™ + O,

M™ + H,0, ——> M™"V* + OH™+ HO" (Reacgdo de Fenton)

H,O, + O — M S HO" +OH + 0, (Reaccgéo de Haber-Weiss)
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Nesta reacgdo catalitica estdo habitualmente envolvidos os metais (M) ferro
(Fe**/Fe*") e cobre (Cu*/Cu®"); porém o ferro é mais importante devido & sua maior
biodisponibilidade.

O radical hidroxilo pode também resultar da homdlise da agua, por exposi¢ao a

radiagdo ionizante (Halliwell et al., 1995):

HO0 —LzlWV 5 HO® +H°

O peroéxido de hidrogénio (H>O,) é pouco reactivo na auséncia de metais de
transicao; no entanto, exerce um papel importante no stress oxidativo por ser capaz de
atravessar facilmente as membranas celulares e gerar o radical hidroxilo.

O H,0, é gerado in vivo pela dismutagdo do radical superdxido. Esta converséo

pode ser espontanea ou catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD):

202'_ + 2H" %SOD H,O, + O,

Nos neutréfilos 0 H,O, é utilizado pelas mieloperoxidases para oxidar ides cloreto

a acido hipocloroso (HOCI):

H,O, + CI ~ ——> HOCI + OH"~

O acido hipocloroso possui actividade antibacteriana e € um oxidante forte, que
pode danificar os tecidos se produzido fora dos fagossomas. Mesmo em baixas
concentragdes, é capaz de danificar as células: concentragdes de 10-20 yM de HOCI
oxidam grupos SH das proteinas da membrana plasmatica, provocando alteragdes nas
suas fungoes.

O HOCI pode ser formado em alimentos irradiados (Halliwell et al., 1995).

A formagdo de radicais peroxilo (ROO®) constitui 0 passo mais importante na
propagacado da cadeia de radicais, que ocorre no processo de peroxidagao lipidica.
Contudo, esta espécie forma-se também em sistemas néo lipidicos, como as proteinas. A
decomposicdo de peroxidos, por aquecimento ou catalisada por ides metalicos, pode

gerar radicais peroxilo e alcoxilo (Halliwell et al., 1995):
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ROOH + Fe?* ———> RO+ OH + Fe**

ROOH + Fe** —> ROO® + H" + Fe?*

O oxigénio singleto ('O,) corresponde ao primeiro estado excitado do oxigénio
molecular e é a causa da toxicidade fotoinduzida do O,, podendo reagir com lipidos
membranares, proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos e hidratos de carbono.

Esta espécie pode ser produzida em alimentos ou na pele, como resultado de
reaccbes de fotossensibilizagdo, podendo também ser gerada na peroxidacao lipidica,
durante a fagocitose e nas lentes do olho, contribuindo para o desenvolvimento de

cataratas (Halliwell et al., 1995).

Relativamente a espécies reactivas de azoto biologicamente importantes sao

apresentados alguns exemplos na tabela 3.

Tabela 3. Espécies reactivas de azoto.

Nome Simbolo
Oxido nitrico '‘NO
Peroxinitrito ONOO™

Nitrito NO,”

Nitrato NOs~
Acido nitroso HNO,
Oxido nitroso N,O,

O radical éxido nitrico (NO) pode ser produzido no organismo pela acgédo de
oxido nitrico sintetases (em células endoteliais e neuronais) a partir de arginina, oxigénio
e NADPH (figura 8), e por reducgéo de nitratos inorganicos. Este radical pode também ser

gerado em maiores quantidades em macrofagos e neutrofilos humanos estimulados.
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Apesar de possuir um papel essencial, controlando a vasodilatacdo, a
neurotransmissdo e participando na actividade citostatica e citotéxica de macréfagos
activados, a produgao de 6xido nitrico, em excesso, pode contribuir para a evolugao de
doengas neurodegenerativas, inflamagao crénica, arterioesclerose, choque séptico,
hipertensao arterial, faléncia renal, broncoespasmo, enfarte do miocardio e impoténcia
masculina (Pacher et al., 2007; Kohen e Nyska, 2002; Burney et al., 1999).

O oxido nitrico € muito instavel em atmosfera aerdbia, pois reage com oxigénio

formando diéxido de azoto (NO;) e 6xido nitroso (N2Os3).

O peroxinitrito (ONOQO") (figura 8) é formado in vivo pela reac¢do entre os

radicais superoxido e oxido nitrico (Kohen e Nyska, 2002):

0, + NO ——> ONOO

A forma protonada de peroxinitrio (ONOOH) é um agente oxidante potente que
pode causar deplec¢ao de grupos sulfidrilo (-SH) e oxidar diversas moléculas, provocando
um dano semelhante ao originado pelo HO®. Esta presente nas células endoteliais,
células de Kupffer, neutrofilos e macréfagos.

O peroxinitrito e seus derivados induzem a peroxidagao lipidica e sao capazes de
nitrar aminoacidos aromaticos e as bases do DNA, estando implicados no
desenvolvimento das doencgas de Alzheimer e Parkinson (Pacher et al., 2007; Kohen e
Nyska, 2002).

O nitrato pode transformar-se em nitrito, que em pH acido da origem ao acido
nitroso (HNO,). O 6éxido nitroso (N2O3;) também é precursor do HNO, através da sua
reacgdo com a agua. O HNO, promove a desaminacéo das bases do DNA que contém
grupo —NH; livre (citosina, adenina e guanina), formando-se uracilo, hipoxantina e xantina
(Pacher et al., 2007; Burney et al., 1999).

O o6xido nitroso (N.O3), formado pela reacgéo entre ‘'NO e oxigénio (figura 8), é
capaz de desaminar bases azotadas, transformando a guanina em xantina, a adenina em
hipoxantina, a citosina em uracilo e a 5-metil-citosina em timina. Reage ainda com
aminas secundarias, formando N-nitrosaminas que podem danificar o DNA por alquilacéo
(Pacher et al., 2007).
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r. NO5
L-Arginina Nos,. . NO A’ ONOO™ = "NO, + "OH
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N,O4 -J ; CO3™+'NO,
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Figura 8. Formacao de espécies reactivas de azoto (adaptado de Burney et al., 1999).

Os acidos gordos poli-insaturados (LH), como os que estdo presentes nas
membranas bioldgicas, sdo particularmente susceptiveis ao ataque por radicais (*R). A
remogdo de um atomo de hidrogénio da origem a um radical lipidico (L*), que reage
facilmente com o oxigénio para formar um radical peroxilo lipidico (LOO®).

Os radicais peroxilo lipidicos sdao muito reactivos: tém capacidade para remover
hidrogénio de acidos gordos poli-insaturados vizinhos, formando-se hidroperoxidos
lipidicos (LOOH) e outro radical lipidico, dando-se inicio a uma reac¢gdo em cadeia que se
propaga de forma descontrolada — a peroxidagao lipidica (Kohen e Nyska, 2000;
Halliwell e Chirico, 1993):

LH+°*R—>L*® (Iniciagao)
S 02—> LOO® (Propagagéo)

LOO®* + LH — LOOH +L* —

Na presenga de metais de transigdo, como o ferro, o cobre e o manganés, os
hidroperéxidos podem-se decompor originando novos radicais livres que voltam a etapa
de propagacéo:

LOOH + Fe** —— LO"+Fe* + OH™

LOOH + Fe** —— LOO" + Fe*" + H*

A cascata de reacgbes em cadeia termina quando dois radicais interagem e

formam uma espécie nao radicalar estavel:
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LO®*+ LO®* —— polimero nao radical

LOO* + LOO® —— polimero nao radical

A fase de terminacao depende de factores como a composi¢cao em acidos gordos
do sistema, a concentracdo de oxigénio e a presenga de metais e substancias
antioxidantes.

A peroxidacao lipidica afecta a integridade estrutural e funcional da membrana,
alterando a sua fluidez e permeabilidade. Este processo tem como consequéncia a
activacao de fosfolipases, intumescimento de mitocondrias, inactivagdo de receptores,
formacao de outras espécies reactivas e, em casos extremos, pode provocar ruptura

membranar, com libertagdo de produtos toxicos (Halliwell e Chirico, 1993).

O esquema da figura 9 resume as interacgbes entre as espécies reactivas de

oxigénio e azoto e o seu envolvimento no dano oxidativo.

DANO OXIDATIVO

Mn'™
NO 0,” {HU-:’} Metais de tranzigio
Orido nitrico Radical superdiido (Fe™, Cu')

Dismutagéo
enuzithatica efon
¥ czpontinea

)y =
ONOO" (ONOOH), , H20: ?

Peromimitrito Perduwido de hidrogénio

Mn—{n-l'ﬂ
Mielnpem:{id&% | - Pf::{t;;ao de ]i?;t;nH {_Fe'z, Cu_])
C
N

. . !
, Cl10° fHClU‘] UH | Rad.mal peroxlo
i Acido hipocloroso  Radical hidraxilo

Redugio

* S . RO .
i l +  Radical alcoxilo
h 4
DNA L. Proteinas
Lipidos
(ex peroxidacdo lipidics,
perda de deidos gordog)

*

(ex. degradacio,
’_~ fragmentacio, peroxidagio,

(ex. modificagdes de bases,
gquebra da dupla cadeis,
perda de puritiasg)

modificagio, inactivagdo)

Figura 9. Dano oxidativo induzido por espécies reactivas de oxigénio e azoto (adaptado
de Kohen et al., 2002).
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3.3.2. Defesas antioxidantes

A exposicao continua a diferentes tipos de espécies oxidantes conduziu ao
desenvolvimento, por parte dos organismos aerébios, de uma gama de mecanismos de
defesa antioxidante, enzimatica e ndo enzimatica, de modo a neutralizar as espécies
reactivas e evitar os seus danos.

Os antioxidantes podem ser definidos como substincias que, presentes em
baixas concentragbes, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de substratos
oxidaveis, tais como proteinas (incluindo enzimas), lipidos, hidratos de carbono ou DNA.
Esta acgao pode ser exercida in vivo ou nos alimentos, inibindo a produgao de espécies
reactivas ou interceptando-as. In vivo os antioxidantes podem também exercer a sua
accao indirectamente, estimulando a expressado de antioxidantes enddgenos (Seabra et
al., 2006; Halliwell et al., 1995).

Integram o sistema de defesa antioxidante enzimatico a superoxido dismutase, a
glutationa peroxidase, a glutationa redutase e a catalase. Os antioxidantes de baixo peso
molecular, como a glutationa reduzida (GSH) e o acido urico, actuam directamente,
interceptando os radicais de oxigénio e evitando que estes exercam os seus efeitos
nefastos, sendo habitualmente designados por scavengers. Como os scavengers sao
pequenas moléculas, tém a capacidade de atravessar as membranas celulares, podendo
exercer a sua acgao protectora junto do alvo biolégico. Além disso, possuem uma ampla
accao contra uma grande variedade de espécies reactivas e podem ser regenerados pela
prépria célula, que possui também a capacidade para regular a sua concentracao
(Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska, 2002).

No entanto, a maior parte dos antioxidantes sdo provenientes da dieta,
nomeadamente o acido ascérbico, o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno e alguns
minerais, como o selénio, o cobre e o zinco, que sdo determinantes na ac¢éo catalitica de
enzimas antioxidantes (Seabra et al., 2006).

Para além destes antioxidantes “tradicionais”, os compostos fendlicos presentes
em frutos e vegetais tém demonstrado possuir clara actividade antioxidante e tém sido
associados a uma menor incidéncia de doencas relacionadas com o stress oxidativo
(Silva et al., 2004; Pulido et al., 2000; Urquiaga e Leighton, 2000).

Os antioxidantes podem exercer a sua accao de trés formas: preventivamente,
directamente (interceptando espécies reactivas oxidantes) e indirectamente (estimulando

as defesas antioxidantes e os mecanismos de reparacao do dano oxidativo).
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Os antioxidantes preventivos constituem a primeira linha de defesa e actuam
inibindo a formacéo de espécies oxidantes (glutationa peroxidase, catalase e superdxido
dismutase) ou complexando metais envolvidos na sua formagao (apoferritina,
transferrina, ceruloplasmina).

Os antioxidantes com actividade anti-radicalar possuem capacidade para
sequestrar os radicais livres impedindo o inicio do processo de peroxidagéo lipidica e a
sua propagacao, sendo exemplos o a-tocoferol, o acido ascoérbico e a glutationa.

Indirectamente, um antioxidante pode actuar por reparagdo do dano oxidativo,
reconstituindo a membrana, degradando proteinas danificadas, metabolizando
hidroperdéxidos lipidicos e reparando o DNA, de que sao exemplo proteases, fosfolipases,
transferases. Pode ainda induzir outras enzimas como a glutationa-S-transferase ou a
heme oxigenase (Seabra et al., 2006; Huang et al., 2005; Kohen e Nyska, 2002; Sies,
1993).

A tabela 4 resume os principais antioxidantes presentes no organismo.

Tabela 4. Origem, localizagdo e mecanismos de acg¢do dos principais
antioxidantes organicos (adaptado de Ferreira et al., 2007).

Antioxidantes

Antioxidantes Enddgenos

Ex6genos
Prevencgao Extracelulares Intracelulares
Zinco Prevengao Prevencao
Selénio Albumina Glutationa peroxidase
Bilirrubina Superoéxido dismutase
Ceruloplasmina Catalase
Intercepgao Ferritina Glutationa redutase
Acido Ascérbico Mioglobina Intercepgao
a-tocoferol Metalotioneina Glutationa
Carotendides Haptoglobina Acido urico
Compostos fendlicos Coenzima Q
Reparagao
Proteases
Fofolipases
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Devido a diversidade de componentes antioxidantes presentes em vegetais e
outros alimentos, torna-se dificil medir a ac¢gado de cada composto separadamente. Além
disso, os diferentes compostos antioxidantes presentes no material a estudar podem
interagir, ocorrendo efeitos quer sinérgicos, quer antagonicos (Seabra et al., 2006; Huang
et al., 2005).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a actividade antioxidante
total de alimentos, ndo existindo um método universal através do qual a actividade
antioxidante possa ser mensurada qualitativa e quantitativamente. As metodologias para
determinar a actividade antioxidante podem envolver sistemas in vitro nao-celulares e
celulares, ou fazendo uso de ensaios in vivo (Seabra et al., 2006; Pellegrini et al., 2003).

Por estas razdes, a avaliagdo da actividade antioxidante total, utilizando diferentes
meétodos, torna-se cada vez mais importante do que determinar a concentracdo de cada
antioxidante individualmente e podera ser um dos parametros na investigacao dos efeitos
protectores relacionados com a ingestao de fruta e vegetais.

Paralelamente a determinacdo da actividade antioxidante total, é importante
avaliar como os antioxidantes presentes nos alimentos sdo metabolizados in vivo, o grau
de absorgao, distribuicdo e eliminagcdo e como actuam os seus metabolitos. De igual
forma, sdo também necessarias informagdes sobre a sua ingestdo para que seja possivel
definir correctamente quais os beneficios para a saude relacionados com o consumo de

fruta e vegetais (Seabra et al., 2006).

3.3.2.1. Sistema antioxidante enzimatico

A superéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase s&o as enzimas que
desempenham o papel principal como reguladoras da “homeostasia redox” das células.
Existem também outras enzimas envolvidas na redugéo de formas oxidadas de pequenos
antioxidantes moleculares, também consideradas antioxidantes de prevencéo, tais como
a glutationa redutase (GR), a desidroascorbato redutase (DR) ou aquelas que sao
responsaveis pela manutengdo dos grupos tiol das proteinas, como a tioredoxina
redutase e a xantina desidrogenase (catalisadora da producédo de acido Urico); existem
ainda enzimas responsaveis por mecanismos celulares que mantém um meio reduzido,
nomeadamente a glucose-6-fosfato desidrogenase, que catalisa a produgdo de NADPH
(Kohen e Nyska, 2002; Sies, 1993).
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A enzima superoéxido dismutase (SOD) tem como fungéo principal catalisar a
reacgao de dismutagdo do radical superdxido, gerando oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio:

20, +2H" —S9D 5 H,0,+ O,

Existem trés tipos de SOD que variam no iao metalico que possuem. A forma
predominante encontra-se no citosol e 0 seu nucleo é composto por cobre e zinco
(Cu/Zn-SOD). Existe também Cu/Zn-SOD no compartimento extracelular. Na mitocdndria
encontra-se um tipo de SOD que contém o ido metalico manganés (Mn-SOD). O terceiro
tipo tem como ido metalico o ferro (Fe-SOD) e é encontrado apenas em algumas
bactérias. A actividade da SOD é mais elevada no figado, rim e eritrécitos e a sua
actividade € aumentada por indugdo enzimatica ou em situagdes que aumentem a

concentracao de superoxido (Kohen e Nyska, 2002; Liebler e Reed, 1997).

A catalase (CAT) cataliza a decomposi¢ao do perdxido de hidrogénio em agua e

oxigénio molecular:

2H,0, %CAT 2H,0 + O,

Esta enzima tem também uma accdo peroxidica, sendo responsavel pela
oxidagao de dadores de hidrogénio com consumo de perodxido.

A catalase € uma enzima homotetramérica amplamente distribuida nos tecidos,
embora exista em maior quantidade nos peroxissomas do figado e do rim (Kohen e
Nyska, 2002).

O peroxido de hidrogénio pode também ser destoxificado por acgdo de outra
enzima presente no citoplasma e na matriz mitocondrial, a glutationa peroxidase (GPx).
A GPx dos mamiferos tem uma maior afinidade para o H,O, do que a CAT, o que
significa que em concentragdes baixas de H,O,, a GPx apresenta um papel muito mais
activo na sua remocao celular.

A GPx cataliza a reducdo de peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos
organicos a agua, através da oxidacao da glutationa reduzida (GSH), que actua como co-

substrato da enzima:
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2GSH + H,0, —SPX§ GSSG +2 H,0
2GSH + ROOH 8™ 5 GSSG + H,0 + ROH

Esta enzima ocorre geralmente associada ao selénio, dai a importancia deste

metal como antioxidante, mas também pode ser independente deste.

A glutationa peroxidase opera em conjunto com a glutationa redutase (GR)
(figura 10), que catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) pelo NADPH

transformando-a novamente em GSH:

GSSG + NADPH + H* _CGR s 2GSH + NADP*

H20: N
2GSH NADP
ROOH
GPx GR
2H,0 GSSG NADPH+H"
ROH + H,O

Figura 10. Actividade da glutationa peroxidase (GPx) e da glutationa redutase (GR).

A relacdo GR/GPx é importante pois evidencia se o sistema de reciclagem da
GSH funciona correctamente. Se esta razdo diminui, significa que a célula nao produz
GSH suficiente para destoxificar o H,O, e os hidroperdxidos, aumentando a probabilidade

de ocorrer dano oxidativo (Kohen e Nyska, 2002; Liebler e Reed, 1997).

Para além da GPx, a reducao dos hidroperoxidos organicos com recurso a GSH
pode também ser catalisada por uma enzima independente do selénio, a glutationa-S-
transferase (GST), a qual pode actuar quer como uma peroxidase, quer como uma
transferase. A actividade da GPx parece ser particularmente importante na redugao de

hidroperéxidos organicos, enquanto a actividade da GST parece amplamente envolvida
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na eliminacdo de xenobidticos, particularmente a nivel hepatico, através da conjugagao
com a glutationa (Kohen e Nyska, 2002; Liebler e Reed, 1997):

RX + GSH __GST 5 RSG + HX

3.3.2.2. Sistema antioxidante nao enzimatico

Conforme ja foi referido, para além das enzimas antioxidantes, os organismos
aerobios possuem outros antioxidantes n&o enzimaticos, de baixo peso molecular, uns
com caracteristicas lipofilicas (a-tocoferol e B-caroteno) e outros hidrofilicos (acido
ascorbico e GSH). Estas substancias actuam por intercep¢cdo das ERO (tabela 4),
convertendo-as em espécies menos reactivas, por supressao da formacgao de radicais e
participam na reparacdo das alteragbes estruturais da célula iniciadas pelas ERO,
contribuindo, em conjunto com os outros agentes antioxidantes, para a manuten¢éao do
equilibrio do estado redox da célula.

Face as enzimas, estes antioxidantes tém capacidade para penetrar as
membranas atingindo mais facilmente o alvo, podem ser regenerados, a sua
concentracao € regulada pela propria célula e possuem actividade contra varias espécies
reactivas.

Os antioxidantes exdgenos, componentes da dieta, constituem o principal

mecanismo antioxidante ndo enzimatico do organismo (Kohen e Nyska, 2002).

A glutationa (y-glutamilcisteinilglicina) (figura 11) € um antioxidante hidrossollvel,
reconhecido como o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas vivos. Trata-se de um
tripéptido linear, sintetizado no organismo e constituido por trés aminoacidos, glicina,
acido glutdmico e cisteina, sendo o grupo tiol deste ultimo o local activo responsavel
pelas propriedades bioquimicas da molécula. Nas células do organismo a sua
concentracdo pode atingir os 12 mM, sendo o figado o 6rgdo onde esta presente em
maior quantidade. A nivel extracelular a concentragao de GSH é da ordem de 5-50 uM
(Kohen e Nyska, 2002; Dringen, 2000).

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 39



Fundamentos tedricos

SH
(@) O O
H
N\)k
HO H OH
NH, o)

Figura 11. Estrutura da glutationa na forma reduzida (GSH).

A glutationa pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou dimerizada (GSSG,

forma oxidada da glutationa).

glutamilcisteina

A GSH ¢é sintetizada em dois passos (figura 12),

sintetase e pela glutationa sintetase.

catalisados pela y-

Este processo ocorre

essencialmente no figado, sendo a GSH exportada, através da circulagdo sanguinea,

para todos os tecidos (Dringen, 2000).

MH,  y-glutamilcisteina
fg: sintetase
H= i
+ HO r i
ATP ADP + Pi

glutamato cisteina

glutationa

sintetase

glutationa

Figura 12. Sintese da glutationa.
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A degradacdo da glutationa nos seus aminoacidos ocorre a nivel extracelular,
especialmente a nivel renal, numa reacgado catalisada pela y-glutamiltranspeptidase e
pela cisteinil-glicinadipeptidase (Dringen, 2000).

Em situacdes normais a GSSG representa apenas uma pequena frac¢do da
glutationa total (menos de 10%). A GSH pode também formar dissulfuretos, do tipo
GSSR, com o grupo tiol da cisteina presente em proteinas.

A glutationa possui um papel crucial (Kohen e Nyska, 2002; Dringen, 2000):

- como cofactor da GPx na metabolizagao do H,O, e outros hidroperéxidos;

- na intercepcdo de radicais (HO®°, ROO®, RO®* e HOCI), formando o radical

glutationilo (GS®), que posteriormente podera dimerizar e formar GSSG;

- como agente quelante de ides ferro e cobre, prevenindo as reacgdes de Haber-

Weiss e de Fenton;

- na manutencao do oa-tocoferol e do acido ascérbico no estado reduzido;

- na metabolizagdo de xenobidticos como cofactor da GST;

- € no co-transporte de xenobidticos para o exterior da célula.

O acido urico (figura 13) € um produto resultante do metabolismo celular (resulta
da oxidagado da hipoxantina e da xantina) que possui actividade antioxidante. O urato
(estado fisiologico do acido urico) reage com radicais hidroxilo dando origem ao radical
urato, que é regenerado pelo ascorbato ao estado original. Este composto pode também
interceptar radicais peroxilo e 6xido nitrico, quelatar ides metalicos, como o cobre e o

ferro, impedindo-os de participar em ciclos redox (Kohen e Nyska, 2002).

@]
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Figura 13. Estrutura do acido urico.

O acido ascoérbico é um antioxidante hidrossolivel fornecido exclusivamente pela

dieta, uma vez que o organismo humano nao tem capacidade para o sintetizar.
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A pH fisioldgico, o ascorbato pode actuar como sequestrador de radicais livres ou
agente redutor, capaz de doar os seus electrdoes as ERO e ERA, como os radicais
superoxido, hidroxilo e peroxilo, acido hipocloroso, peroxinitrito, entre outros. A oxidacao
do ascorbato da origem ao radical ascorbilo e ao acido desidroascérbico (figura 14), que

pode posteriormente ser regenerado por agentes redutores como a GSH ou o NADH.

ascorbato radical ascorbilo acido desidroascorbico

Figura 14. Oxidagao do ascorbato a radical ascorbilo e acido desidroascérbico (adaptado
de Seabra et al., 2006).

O ascorbato actua em parceria com outros antioxidantes, estando envolvido na
manutencao do a-tocoferol, do urato e do B-caroteno nas suas formas reduzidas.

Porém, em determinadas condigdes (em baixas concentragdes e na presencga de
metais de transi¢ao), o acido ascérbico pode actuar como pré-oxidante, pois reduz o Fe®'
e o Cu*, que reagem com o perdxido de hidrogénio, dando origem a radicais hidroxilo
(reaccao de Fenton) (Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska, 2002).

O a-tocoferol (figura 15) € uma molécula lipofilica presente nas membranas

celulares e lipoproteinas plasmaticas.

Figura 15. Estrutura do a-tocoferol.
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Juntamente com outros tocoferdis constitui a chamada vitamina E, que é inibidora
da peroxidacao lipidica in vivo. Estas substadncias agem como doadores de H para o

radical peroxilo, interrompendo a reacgao radicalar em cadeia:

a-tocoferol-OH + ROO®* ——— a-tocoferol-O* + ROOH

O radical a-tocoferilo formado € pouco reactivo, sendo regenerado a a-tocoferol
pelo ascorbato, junto as membranas celulares (figura 16); o acido ascoérbico, por sua vez,
€ mantido no seu estado reduzido por acgcdo da glutationa, como foi atras referido
(Seabra et al., 2006; Kohen e Nyska, 2002).

Membrana citoplasmatica

NADP* 2 GSH Acido desidroascorbico \ o-tocoferol LOO-
<Gutatona r% Xﬁtona peroxidase /
NADPH GSSG Acido ascorbico

a-tocoferol- LOOH

Figura 16. Interacgdo entre o a-tocoferol, o acido ascérbico e a glutationa (adaptado de
Valentao, 2003).

O B-caroteno (figura 17) é uma substancia lipossoluvel, precursora da vitamina A,
com capacidade antioxidante.

A actividade antioxidante é exercida in vivo através de dois mecanismos:
desactivacao de oxigénio singleto e sequestro de radicais peroxilo e alcoxilo formados

durante a peroxidagéo lipidica (Seabra et al., 2006).

Figura 17. Estrutura do -caroteno.
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A figura 18 resume a acg¢dao integrada de varios mecanismos (enzimaticos e nao

enzimaticos) envolvidos na protecg¢ao contra o stress oxidativo.

Peroxidagédo
lipldica

P - Oxidagéo do
(20, ¥’ (OH DNA & RNA
Oxidacao
proteica
GSSG
H,0 + O,
2H.0O
‘ Vitamina E, A & C
GSH, Acido drico

Figura 18. Representacdo esquematica da acgédo das defesas antioxidantes (adaptado
de Ferreira et al., 2007).

3.3.2.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, em particular os flavonoides, possuem uma estrutura
ideal para o sequestro de radicais livres e tém demonstrado serem antioxidantes
efectivos. A actividade antioxidante destes compostos depende da sua estrutura e pode
ser determinada por diversos factores: reactividade como agentes doadores de
hidrogénio e electrbes, estabilidade do radical fenoxilo formado, reactividade com outros
antioxidantes, capacidade para quelatar metais de transicdo, interacgdo com enzimas
envolvidas na producdo de espécies reactivas e solubilidade e interaccdo com as
membranas (Seabra et al., 2006; Rice-Evans et al., 1997).

O potencial de sequestro de radicais livres esta directamente ligado ao potencial

de oxidagao dos polifendis. Estes compostos apresentam elevada facilidade em doar
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hidrogénio do grupo hidroxilo fendélico, dando origem a um radical fenoxilo (figura 19),

cuja estabilidade depende da deslocalizagao do electrdo desemparelhado.

OH Or
OH OH

Figura 19. Sequestro de radicais livres por compostos fendlicos (adaptado de Seabra et
al., 2006).

Deste modo, os compostos fendlicos podem exercer a sua acgdo antioxidante
sequestrando radicais superéxido, hidroxilo, peroxilo e 6xido nitrico, peroxinitrito e acido
hipocloroso, gerados in vivo ou nos alimentos (Seabra et al., 2006; Heim et al., 2002;
Rice-Evans et al., 1997; van Acker et al., 1995).

Adicionalmente, a capacidade para quelatar ides metalicos envolvidos na
producao de radicais livres, particularmente ferro e cobre, justifica a acgao dos polifendis
como antioxidantes preventivos. No entanto, compostos com menor potencial de
oxidacdo do que o Fe*" e o Cu? podem reduzir esses metais funcionando como pro-
oxidantes (Seabra et al., 2006; Heim et al., 2002; Rice-Evans et al., 1997; van Acker et
al., 1995).

Devido a capacidade que possuem para interagir com proteinas, através da
formacgédo de pontes de hidrogénio, a actividade antioxidante destes compostos pode
também resultar da inibicdo de enzimas, nomeadamente xantina oxidase, lipoxigenases,
cicloxigenase e enzimas do complexo citocromo P450. Contudo, esta capacidade para
formar complexos com proteinas podera afectar a biodisponibilidade e eficacia
antioxidante dos compostos (Seabra et al., 2006).

Os compostos fendlicos podem ainda exercer acgbes sinérgicas com outros
antioxidantes, tais como acido ascorbico, B-caroteno e a-tocoferol, e induzir antioxidantes
enddgenos, como por exemplo a glutationa (Seabra et al., 2006).

Finalmente, as caracteristicas de solubilidade e a interacgdo com as membranas
constituem factores importantes que influenciam a actividade antioxidante dos

compostos. Compostos com coeficientes de partilha 6leo/agua elevados conseguem
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maior interaccdo com as membranas, membranas essas que sao alvos preferenciais da
maioria das ERO e ERA. Porém, possuem um menor efeito antioxidante face a radicais

livres hidrossoluveis (Seabra et al., 2006; Rice-Evans et al., 1996).

A actividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres é geralmente
determinada pelo numero e posigdo dos grupos hidroxilo presentes na molécula. Por
exemplo, o grupo hidroxilo do acido ferulico (figura 1) existente na posi¢cao orto
relativamente ao grupo metoxilo, doador de electrdes, € um factor que aumenta a
estabilidade do radical fenoxilo e a eficiéncia antioxidante do composto. A presenca de
um segundo hidroxilo na posi¢cdo orto ou para aumenta a actividade antioxidante do
composto, como no caso do acido cafeico. Grupos doadores de electrbes, como é o caso
dos grupos metilo ou alquilo em posicdo orto aumentam a estabilidade do radical
formado, aumentando a capacidade antioxidante.

Os acidos hidroxicinamicos tém maior capacidade antioxidante que os derivados
do acido benzdico correspondente. Isto deve-se ao facto de a dupla ligagdo presente na
cadeia lateral das moléculas dos derivados do acido cindmico (-HC=CHCOOH) participar,
por ressonancia, na estabilizacdo do radical fenoxilo, aumentando a actividade

antioxidante do anel aromatico (Seabra et al., 2006; Rice-Evans et al., 1996).

A actividade antioxidante dos flavondides é determinada pela sua estrutura, em
particular pelo numero e arranjo dos grupos funcionais em torno do esqueleto base
destas moléculas. Assim, (Seabra et al., 2006 ; Heim et al., 2002; Rice-Evans et al., 1997
e 1996):

- a configuragao dos grupos hidroxilo do anel B (substituicdo orto 3’,4’-di-hidroxi) é

a principal responsavel pelo sequestro de espécies reactivas de oxigénio e azoto

(figura 20A);

- a existéncia da dupla ligagcédo entre C2 e C3 em combinagdo com grupo carbonilo

na posi¢cao 4 do anel C contribui também para o potencial antioxidante destes

compostos (figura 20B);

- a presenca de grupos hidroxilo na posi¢cao 3 do anel C e na posi¢ao 5 do anel A

facilita a deslocacdo de electrdes entre os anéis A e B e a estabilizacdo por

ressonancia (figura 20C).
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Figura 20. Relagdo estrutura/actividade antioxidante dos flavondides (adaptado de
Valentao, 2003).

A (dlicosilacdo e a metilagdo dos flavondides reduzem a sua capacidade
antioxidante, quando comparada com as respectivas agliconas, devido a obstrucéo
estérica, a diminuicdo da coplanaridade entre o anel B e a restante estrutura e ao
aumento da hidrofilia que influencia o acesso do antioxidante a fase lipidica (Seabra et
al., 2006; Heim et al., 2002; Ross e Kasum, 2002).

Os flavondides exercem a sua accado antioxidante também de forma indirecta,
quelatando metais de transicdo, envolvidos na geragdo de radicais livres através da
reaccdo de Fenton. Para esta acgdo € fundamental a presengca de grupos orto
difendlicos, nomeadamente os sistemas 3’,4’-dihidroxi, 4-ceto-3-hidroxi e 4-ceto-5-hidroxi
(figura 21) (Seabra et al., 2006; Heim et al., 2002; Rice-Evans et al., 1997).

Figura 21. Locais de quelatacdo de idbes metalicos pelos flavondides (adaptado de
Seabra et al., 2006).
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4. Rumex induratus
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A espécie R. induratus Boiss. & Reuter (figura 22) é uma planta herbacea, perene,
com caules aéreos muito ramificados que podem medir entre 35 a 65 cm. As suas folhas
sdo alternadas e ovadas ou lanceoladas, as flores hermafroditas ou unisexuais e os
frutos tém a forma de uma pequena noz. A época de floragao ocorre de Maio a Agosto.

Esta espécie, endémica na Peninsula Ibérica e Noroeste de Africa, tem como
habitats preferenciais fissuras das rochas e muros e terrenos pedregosos em meio seco
(Universidad de Extremadura, 2000-2008; Jardim Botanico da UTAD, 2007; Valdés et al.,
1987; Franco, 1971).

Figura 22. Rumex induratus (adaptado de Jardim Boténico da UTAD, 2007 e Universidad
de Extremadura, 2000-2008).
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Apesar de nao estar descrita a sua utilizagdo em fitoterapia, a R. induratus é
frequentemente utilizada na alimentacao, sobretudo na regido do Nordeste de Portugal.
As suas folhas sao preferencialmente consumidas em saladas, temperadas com azeite
para atenuar a sua acidez (Ferreres et al.,, 2006a). Devido ao seu sabor acidico
caracteristico, esta espécie é vulgarmente conhecida como “azeda-das-paredes”, “azeda-
romana” ou “azedao” (Jardim Botanico da UTAD, 2007).

Embora seja vulgarmente usada na alimentagdo, sdo poucos os estudos
envolvendo esta espécie, nhomeadamente a sua caracterizacdo quimica e potencial
biolégico.

Tem sido demonstrado o interesse ecoldgico da R. induratus, resultante da sua
capacidade para bioacumular mercurio, podendo assim ser utilizada na fitorremediagao
de solos contaminados (Moreno-Jiménez et al.,, 2005). O seu podlen é referido como

alergénico (Garcia Gonzalez, 2002).

Ferreres et al. (2006a) identificaram no extracto hidrometandlico das folhas varios
compostos com espectro de UV caracteristico de derivados do acido hidroxicindmico. Por
HPLC-DAD-MS foram identificados e quantificados derivados glicosilados dos acidos
cafeico, p-cumarico, ferulico e sinapico.

Foi também verificada a ocorréncia de diversos compostos com espectro de UV
caracteristico de polihidroxiflavonas, nomeadamente derivados C-glicosilados de
quercetina, luteolina, apigenina e genkwanina, e O-heterésidos de quercetina, diosmetina
e isorramnetina.

Além destes, foram detectados quatro compostos considerados C-glicosil-flavonas
O-glicosiladas, dois dos quais foram identificados como derivados de luteolina e

apigenina (Ferreres et al., 2007).

Neste estudo verificou-se que os acidos fendlicos correspondiam a cerca de 21%
dos compostos fendlicos totais existentes no extracto aquoso liofilizado das folhas de R.
induratus e que a luteolina 6-C-hexdsido era o composto presente em maior quantidade,

representando cerca de 40,8% dos compostos fendlicos totais (Ferreres et al., 2006a).

Relativamente aos acidos organicos, foi descrita a presencga de grande quantidade
de acido oxalico no extracto aquoso liofilizado das folhas de R. induratus (Ferreres et al.,
2006a).
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Ferreres et al. (2006a) avaliaram também o potencial antioxidante das folhas de
R. induratus. O extracto aquoso das folhas exibiu actividade anti-radicalar face ao radical
2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de modo dependente da concentragdo, com um valor

de ICspigual a 149,9 ug/ml.

Foi também demonstrado que tinha capacidade para interceptar o radical
superoxido e para impedir a sua producéo por inibigao da xantina oxidase, sendo estas
actividades dependentes da concentragao do extracto.

Os valores da ICsq encontrados relativamente ao sequestro do radical superéxido
gerado em sistema quimico e enzimatico e para a inibicdo da xantina oxidase foram

336,9 wg/ml, 67,5 ug/ml e 708,8 1g/ml, respectivamente.

Foi sugerido que os derivados de acidos hidoxicindmicos, as polihidroxiflavonas e
o acido oxalico presentes no extracto das folhas de R. induratus sio contribuintes

importantes para a capacidade antioxidante observada (Ferreres et al., 2006a).
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5. Materiais e Métodos
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5.1. Substancias de referéncia e reagentes

Os acidos cafeico, p-cumarico, ferulico e sinapico, a luteolina-7-O-glucésido, a
apigenina-7-O-glucésido, a diosmetina-7-O-rutindsido, a isorramnetina-3-O-glucdsido, a
quercetina-3-O-galactésido e a quercetina-3-O-rutinésido foram  adquiridos a
Extrasynthése (Genay, Franga). Os acidos oxalico, citrico, malico, ascorbico,
cetoglutarico, quinico, chiquimico, fumarico e a sulfanilamida foram fornecidos pela
Sigma (St. Louis, MO, EUA).

A naftiletilenodiamina foi adquirida a Merck (Darmstadt, Alemanha) e o
nitroprussiato de sddio (SNP) a Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha). O DPPH, o acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), a solu¢do de hipoclorito de sédio (NaOCI) contendo
4% de cloro, o borohidreto de sédio e a sulfanilamida foram obtidos da Sigma Chemical
Co (St. Louis, MO, EUA).

O metanol e o acido férmico usados na analise por HPLC tinham grau de pureza
“Lichrosolv” e foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os acidos sulfurico e orto-
fosférico, assim como os restantes reagentes tinham qualidade “Pro analysis” e foram

adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha).

A agua usada nas fases moéveis foi tratada num sistema de purificagdo de agua
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Para as diversas determinacdes foi utilizada agua

destilada.

5.2. Amostras

As amostras de R. induratus (tabela 5) pertenciam a dois grupos: amostras de
crescimento espontaneo, colhidas em diferentes locais da provincia de Tras-os-Montes
(Nordeste de Portugal), e amostras cultivadas em estufa na Escola Superior Agraria do
Instituto Politécnico de Braganga (ESA/IPB). A identidade das amostras foi assegurada

pelo Professor Doutor Manuel Angelo Rodrigues (ESA/IPB).

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 53



Materiais e Métodos

Tabela 5. Caracterizacdo das amostras de R. induratus em estudo.

Data da
Amostra Proveniéncia colheita Estado de desenvolvimento

1 Estufa (cultivo de Outono) 23-11-2005 Plantulas

2 Estufa (cultivo de Inverno) 22-12-2005 Planta’

3 Estufa (cultivo de Inverno) 02-02-2006 Escarpo’

4 Estufa (cultivo de Inverno) 03-03-2006 Limite de utilizagdo na alimentagéo
5 Estufa (cultivo de Primavera) 11-04-2006 Plantulas

6 Estufa (cultivo de Primavera) 23-04-2006 Planta’

7 Estufa (cultivo de Primavera) 09-05-2006 Escarpo”

8 Estufa (cultivo de Primavera) 25-05-2006 Limite de utilizacao na alimentacéo
9 Fervenca 01-02-2006 Planta’

10 Fervenca 02-04-2006 Escarpo®

1 Fervenga 23-04-2006 Limite de utilizacdo na alimentagao
12 Pombares 20-01-2006 Planta’

13 Pombares 02-04-2006 Escarpo®

14 Pombares 24-04-2006 Limite de utilizacdo na alimentagao
15 Macedo 04-02-2006 Planta’

16 Macedo 02-04-2006 Escarpo”

17 Macedo 25-04-2006 Limite de utilizagdo na alimentagéo
18 Romeu 04-02-2006 Planta’

19 Romeu 02-04-2006 Escarpo®

20 Romeu 26-04-2006 Limite de utilizacdo na alimentagao
21 Sra. das Neves 04-02-2006 Planta’

22 Sra. das Neves 02-04-2006 Escarpo®

23 Sra. das Neves 27-04-2006 Limite de utilizacdo na alimentagao
24 Cerejais 04-02-2006 Planta’

25 Cerejais 02-04-2006 Escarpo”

26 Cerejais 28-04-2006 Limite de utilizagdo na alimentagéo
27 Chas 04-02-2006 Planta’

28 Chas 02-04-2006 Escarpo”

29 Chas 29-04-2006 Limite de utilizacdo na alimentacao

" O estado de planta corresponde ao desenvolvimento vegetativo intermédio.
20 escarpo corresponde ao ponto éptimo para alimentagao.

As amostras de campo, das quais sdo exemplos as apresentadas na figura 23,

foram colhidas entre Janeiro e Abril, em diferentes locais tendo como principais factores

de variacao o solo e as condi¢des climaticas.
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Figura 23. Amostras de R. induratus de crescimento esponténeo (fotografias gentiimente

cedida pelo Professor Doutor Manuel Angelo Rodrigues (ESA/IPB)).
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As amostras de estufa foram cultivadas numa estufa de parede de policarbonato
dupla. O solo era constituido por uma mistura de substrato organico, areia e vermiculite
(3:1:1), a qual foi adicionado um fertilizante rico em N:P:K (15:10:20) e outros

micronutrientes.

Tendo por referéncia o estado fenolégico ou de desenvolvimento da planta foi
possivel classificar as amostras de R. induratus em quatro grupos distintos. Assim, as
plantulas representam o primeiro estado de desenvolvimento e dizem respeito a plantas
muito jovens, colhidas 15 dias apdés a emergéncia. As plantas correspondem a fase de
desenvolvimento vegetativo e no caso das amostras de campo representam colheitas de
Inverno. O escarpo refere-se ao inicio da saida da inflorescéncia, sendo nesta fase do
crescimento que as azedas sao mais apreciadas e o seu consumo na alimentacao
aumenta. O ultimo grupo inclui as amostras em estado de desenvolvimento avangado,

plantas mais fibrosas e espigadas, que representam o limite de utilizagao na alimentagao.

Ap6s a colheita, as partes aéreas das plantas foram transferidas para o
laboratorio, congeladas a -20°C e depois liofilizadas ao abrigo da luz. Posteriormente, as
folhas secas foram separadas dos caules, pulverizadas (1600 ym) e conservadas em

frascos hermeticamente fechados, ao abrigo da luz e da humidade.

5.3. Aparelhagem

HPLC-DAD

O sistema cromatografico utilizado na analise dos compostos fendlicos (figura 24)
apresentava as seguintes caracteristicas:
» Cromatografo marca Gilson, equipado com duas bombas, modelo 321
Modulo manométrico Gilson (modelo 802C)
Céamara misturadora Gilson (modelo 811)

Injector Rheodyne (modelo 7125), com um loop de 20 ul

Y V VYV V

Coluna de fase reversa Spherisorb ODS2 (5 um de tamanho de particula,
25,0 x 0,46 cm)

» Detector de matriz de diodos Gilson (modelo 170)
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Figura 24. Sistema de HPLC-DAD usado na separagéo e identificagcdo de compostos

fendlicos.

Figura 25. Sistema de HPLC-UV usado na separacdo e identificagcdo de acidos

organicos.
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HPLC-UV

O sistema cromatografico utilizado na andlise dos &cidos orgéanicos (figura 25)
apresentava as seguintes caracteristicas:

» Cromatografo marca Gilson, equipado com duas bombas 302 e 305

» Coluna de exclusao iénica Nucleogel lon 300 AO (300 x 7,7 mm) inserida
num dispositivo de aquecimento da coluna (Jones Chromatography)
ajustado a 30°C

» Injector Rheodyne (modelo 7125) provido de loop de 20 pl

» Detector UV Gilson (Holochrome)

Outros equipamentos

Liofilizador Labconco Freezone 4.5 (Kansas City, MO, EUA)
Banho de ultra sons Bandelin Sonorex RK100H

Leitor de placas Multiskan Ascent (Thermo Lab Systems)

vV V V VY

Espectrofotometro de feixe duplo HeAios a (Unicam)

5.4. Extraccdo dos compostos fendlicos e acidos organicos

Para a caracterizagdo quimica e avaliagdo do potencial oxidante das folhas de R.
induratus foi preparado um extracto aquoso. Para tal, 3 g de amostra pulverizada foram
extraidos com 500 ml de agua, durante 30 minutos, a ebulicdo. O extracto aquoso obtido
foi filtrado por Blchner n® 3, com o auxilio de um sistema de vacuo, congelado a -20 °C e
liofilizado. Os extractos liofilizados foram conservados em frascos hermeticamente

fechados, ao abrigo da luz e da humidade.
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5.5. Anélise dos compostos fendlicos por HPLC-DAD

Para identificacdao e quantificacdo dos compostos fendlicos, cerca de 20 mg de
extracto liofilizado foram redissolvidos em 1 ml de agua para HPLC.

Apos filtracao por membranas filtrantes (0,2 um), 20 pl de extracto foram
analisados por HPLC-DAD'. As condicdes cromatograficas utilizadas foram (Ferreres et
al., 2006a):

a) Sistema eluente constituido por uma mistura de agua:acido formico (19:1)
(A) e metanol (B);

b) Eluicdo em gradiente: 0’ — 5% B, 3’ — 15% B, 13’ — 25% B, 25’ — 30% B, 3%’
—35% B, 39 — 45% B, 42’ — 45% B, 44’ — 50% B, 47’ — 55% B, 50’ — 70%
B, 56’ — 75% B, 60’ — 80% B (figura 26);

c) Fluxo de eluigdo de 0,9 ml/min;

d) Registo dos cromatogramas a 280, 320 e 350 nm.

Os dados foram processados pelo software Unipoint (Gilson Medical Electronics,

Villiers le Bel, France).
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Figura 26. Gradiente de elui¢do utilizado na analise dos compostos fendlicos por HPLC-
DAD.

' Ver 5.3. Aparelhagem

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 59



Materiais e Métodos

Os diferentes compostos fendlicos foram identificados por comparacdo dos seus
tempos de retencao e espectros de UV-Vis, na gama de comprimento de onda de 200 -
400 nm, com os obtidos por Ferreres et al. (2006a e 2007). Os cromatogramas foram
analisados a 320 nm para derivados de acidos fendlicos e a 350 nm para flavonadides.

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método do padrao
externo, com base na absorvancia registada nos cromatogramas, utilizando a area do
pico correspondente.

Devido a inexisténcia no mercado de padroes dos compostos identificados nas
folhas de R. induratus, os derivados dos acidos cafeico, p-cumarico, ferulico e sinapico
foram quantificados como 4acidos cafeico, p-cumarico, ferdlico e sinapico,
respectivamente; os derivados da luteolina como luteolina-7-O-glucdsido, os derivados da
apigenina como apigenina-7-O-glucoésido, a quercetina-6-C-hexdsido como quercetina-3-
O-galactésido, o derivado da diosmetina como diosmetina-7-O-rutinésido e o derivado da
isorramnetina como isorramnetina-3-O-glucdsido. A quercetina-3-O-hexésido e a
quercetina-3-O-rutindésido foram quantificadas conjuntamente como quercetina-3-O-

rutinésido.

5.6. Analise dos &acidos organicos por HPLC-UV

Para identificacdo e quantificagcdo dos acidos organicos, cerca de 5 mg de
extracto liofilizado foram redissolvidos em 1 ml de acido sulfarico 0,01 N.

Apo6s filtragdo por membranas filtrantes (0,2 pym), 20 pl de extracto foram
analisados por HPLC-UV?. As condigcdes cromatograficas utilizadas foram (Ferreres et al.,
2006a):

a) Eluigao isocratica, utilizando como eluente acido sulfurico 0,01 N;
b) Fluxo de eluigdo de 0,2 ml/min;

c) Registo dos cromatogramas a 214 nm.

A identificacdo destes compostos foi realizada comparando os tempos de

retencdo com os obtidos com padrdes externos. A quantificacao foi obtida pela

2 Ver 5.3. Aparelhagem
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absorvancia registada nos cromatogramas relativamente aos padrées, utilizando a area

do pico correspondente.

5.7. Avaliacéo da actividade antioxidante

A intercepcdo de radicais livres é um dos mecanismos reconhecidos como
estando envolvido na actividade antioxidante®. Assim, foi avaliada a actividade anti-
radicalar e a capacidade de intercepgdo de uma espécie reactiva de oxigénio (acido

hipocloroso) e de uma espécie reactiva de azoto (6xido nitrico).

5.7.1. Avaliagao da actividade anti-radicalar

A actividade anti-radicalar do extracto aquoso das folhas de R. induratus foi
determinada por espectrofotometria de UV-Vis, monitorizando o desaparecimento do
radical DPPH a 515 nm, de acordo com Silva et al. (2004).

Esta metodologia baseia-se na ac¢do de compostos antioxidantes sobre o DPPH
(figura 27), uma espécie radicalar estavel de cor violeta que apresenta uma forte
absorvancia a 515 nm. A actividade anti-radicalar corresponde a redu¢do do DPPH e

consequente diminuigdo da absorvancia.

Figura 27. Estrutura do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

3 Ver 3.3.2. Defesas antioxidantes
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Os resultados sado expressos na forma de percentagem de intercepgao (redugao)

do DPPH relativamente ao controlo, calculada da seguinte forma:

|ntercepgé0 dO DPPH (%) = [(AbScontrok)_ AbSamostra) /AbScontrok)] X 100

Para este estudo recorreu-se a um microensaio: numa placa de 96 pocos foi
avaliada uma série de concentracdes de extracto liofilizado redissolvido em agua, tendo
sido realizados trés ensaios, em triplicado. A mistura reaccional em cada po¢o continha
25 ul de amostra e 200 pl de solugdo metandlica de DPPH (150 uM). As placas foram
incubadas a temperatura ambiente (22-25°C) durante 20 minutos e as absorvancias lidas
a 515 nm num leitor de placas Multiskan Ascent.

Para cada ensaio efectuou-se um controlo, no qual foi usada agua destilada em
vez de amostra, e um ensaio em branco para cada concentracdo de amostra,
substituindo o DPPH por metanol.

Foi calculada a concentragdo de extracto capaz de interceptar 50% do DPPH
(ICs0).

5.7.2. Avaliacdao da actividade sequestrante para o acido

hipocloroso

O poder oxidante do &acido hipocloroso induz a conversdo do acido 5-tio-2-
nitrobenzéico (TNB), que apresenta um maximo de absor¢cdo a 412 nm, em acido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), cujo maximo de absorc¢ao ocorre a 325 nm (Kiinzel et al.,
1996). Assim, a actividade sequestradora para o acido hipocloroso foi determinada
espectrofotometricamente através do aumento da absorvancia a 412 nm, que traduz a
inibicdo da conversao do TNB em DTNB (Valentao et al., 2002).

Sintese do acido hipocloroso (HOCI)
Neste trabalho foi preparada uma solugdo extemporanea de HOCI (75 uM),
ajustando uma solucdo de NaOCIl a 1% com acido sulfurico diluido, até pH 6,2. A

concentragao da solucdo de HOCI foi determinada espectrofotometricamente a 235 nm,
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usando o coeficiente de extingdo de 100 M cm™. A solugao foi depois diluida com agua,

de modo a que a oxidagao posterior do TNB né&o fosse superior a 50%.

Sintese do &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB)

Para obter o TNB preparou-se uma mistura de DTNB 1 mM em tampao de
fosfatos (KH,PO4-KOH 50 mM com EDTA 5 mM, pH 6,6) com borohidreto de sédio 20
mM. A solucédo resultante foi incubada a 37 °C durante 30 minutos. A concentracido de
TNB foi determinada medindo a absorvancia da solucédo a 412 nm, usando um coeficiente
de extingdo de 13 600 M cm™.

Ensaio da reactividade com o HOCI

Foram realizados trés ensaios, em triplicado, para uma série de diluicdes da
amostra, medindo a absorvancia a 412 nm, num espectrofotometro de feixe duplo HeAios
a. A mistura reaccional continha 250 ul de TNB, 225 ul de amostra e 250 pul de solugdo de
HOCI (75 uM).

Para cada ensaio efectuou-se um controlo, no qual foi utilizado tampéao de fosfatos
em vez de amostra e um ensaio em branco para cada concentracdo de amostra,
substituindo a solugéo de TNB por tampéo.

Os ensaios foram conduzidos a temperatura ambiente, sendo a absorvancia a 412
nm lida 5 min apos a adicdo de HOCI.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da oxidagao do TNB
a DTNB, que representam a percentagem de intercepg¢ao do HOCI.

Foi calculada a concentragédo de extracto capaz de interceptar 20% de HOCI
(IC20).

5.7.3. Avaliagao da actividade sequestrante para o 6xido nitrico

O nitroprussiato de sodio (SNP) gera espontaneamente o radical 6xido nitrico
('NO) em solugédo aquosa, a pH fisiolégico. Na presenca de oxigénio, este radical da
origem a nitrito, que pode ser determinado através da reacg¢ao de Griess (Griess, 1879)
modificada (Tsikas, 2007): o cromoforo formado pela diazotacdo do nitrito com a
sulfanilamida e subsequente ligacdo a naftiletilenodiamina pode ser determinado a 562
nm (figura 28). Na presencga de substancias sequestradoras do ‘NO a produgao de nitrito

é reduzida e a absorvancia diminui.
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Figura 28. Reaccao de Griess modificada (adaptado de Tsikas, 2007).

Para esta determinacao foi preparada, numa placa de 96 pocos, uma série de
diluicdes, tendo-se efectuado trés ensaios, em ftriplicado (Vrchovska et al., 2007). A
mistura reaccional em cada pogo consistiu em 100 yL de SNP (20 mM) e 100 pL de
extracto dissolvido em tampao de fosfatos (100 mM, pH=7,4).

As placas foram colocadas a temperatura ambiente sob a luz, durante 60 minutos.
De seguida, adicionou-se 100 pL de Reagente de Griess (1% sulfanilamida e 0.1%
naftiletiienodiamina em acido fosforico a 2%). Apdés 10 minutos de incubagao a
temperatura ambiente, foram lidas as absorvancias a 562 nm, num leitor de placas
Multiskan Ascent.

Para cada ensaio efectuou-se um controlo, no qual foi utilizado tampao de fosfatos
em vez de amostra, e um ensaio em branco para cada concentragdo de amostra,
substituindo o reagente de Griess por acido fosforico a 2%.

Os resultados foram expressos em percentagem de intercepgdo de radical ‘NO

relativamente ao controlo.
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5.8. Andlise estatistica

Os resultados apresentam-se sob a forma de média * erro padrao, para trés
ensaios efectuados em cada determinacao.

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada utilizando o software
XLSTAT 2008.5. Esta analise permitiu identificar semelhangas entre as amostras, quais
as variaveis ou componentes que as explicam e se existe um pequeno numero de
componentes principais que seja responsavel por uma propor¢ao elevada da variagao

total associada ao conjunto original.
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6. Resultados e Discussao
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6.1. Compostos fendlicos em R. induratus

A analise por HPLC-DAD do extracto aquoso das folhas de R. induratus, realizada
de acordo com as condigbes descritas em 5.5., revelou um perfil tipico, composto por

derivados de acidos hidroxicinamicos e de flavondides (figura 29).

Os compostos identificados foram: cafeoil-hexdsido, p-cumaroil-hexésido, feruloil-
hexdsido, sinapoil-hexdsido, quercetina-6-C-hexdsido, luteolina-8-C-hexdsido, luteolina-
2”-0O-pentésido-8-C-hexdsido, luteolina-6-C-hexdsido, apigenina-2”-O-pentésido-8-C-
hexdsido, apigenina-6-C-hexdésido, quercetina-3-O-hexdsido, quercetina-3-O-rutindsido,

diosmetina-7-O-hexdsido e isorramnetina-3-O-rutindsido.

A identidade dos compostos foi estabelecida por comparagdo do seu
comportamento cromatografico e espectros de UV-Vis com os ja descritos para esta
espécie (Ferreres et al., 2006a e 2007), alguns dos quais estdo representados na figura
30.

A quantificacdo dos compostos fendlicos identificados revelou diferengas entre as
amostras analisadas, quer a nivel da quantidade de composto, quer na evolugéo do perfil

fendlico ao longo do ciclo fenoldgico da planta (tabela 6).

Rumex induratus: Caracterizagao Quimica e Potencial Antioxidante 67



Resultados e Discussao

1
320 nm
0.5
3
o)
<C
2
0.0——A-—hL—J
T T ]
0 20 A 40 60
Minutos
8 350 nm
0.507
2
<
0.00
T T ]

Minutos

Figura 29. Perfil cromatografico do extracto aquoso das folhas de R. induratus (amostra
22) obtido por HPLC-DAD.

(1) cafeoil-hexdsido; (2) p-cumaroil-hexdsido; (3) feruloil-hexdsido; (4) sinapoil-hexdsido; (5)
quercetina 6-C-hexosido; (6) luteolina-8-C-hexdsido; (7) luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido; (8)
luteolina-6-C-hexdsido; (9) apigenina-2”-O-pentésido-8-C-hexodsido; (10) apigenina-6-C-hexosido;
(11) quercetina-3-0O-hexdsido; (12) quercetina-3-O-rutindsido; (13) diosmetina-7-O-hexosido; (14)

isorramnetina-3-O-rutindsido.
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Figura 30. Espectros de UV-Vis dos acidos fendlicos identificados e dos flavondides mais

representativos.
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Tabela 6. Composig&o fendlica das amostras de R. induratus (mg de compostos fendlicos/kg de extracto liofilizado)?.

Amostra Compostos" Total
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11412 13 14
1 2309,50,9 159,2+0,3  1747,6+18,4 623,413 - 198,5+3,7 419,64,7 787,9%2,1 2784,4+65,9  48852+11,4 - - - 13914,1
2 2554,7+659  156,9+10,0 1677,1450,7 207,4+7,3 - 290,0+1,1 408,7+10,0 1257,4+35,0 2609,1+82,5  5235,5+52,8 119,3+16,6 - - 14516,3
3 1683,915,8 359,2+3,3  2538,7+9,7 70,410,3 nq 976,5£20,4  1475,9+3,2 4820,3+7,9 5608,0+27,6 ~ 8821,3+338,5  466,4+10,3 89,411,3 nq 26910,1
4 1503,6+43,8  427,3+10,2 2654,1+106,3 102,7+4,1 - 1381,3+15,4 3772,2+9,9 9448,7+54,5 7576,5+54,2  10340,5£366,6 618,6+113,4  291,9+76,9 57,246,6 38174,6
5 2161,1+1,2 188,0+0,7  1485,0+7,6 218,6+2,1 - 374,9+2,1 1000,2+2,8 1275,9+5,7 3116,8197,4  6715,2£19,8 - - - 16535,6
6 3037,1£129,4 196,344  2034,5#88,2  270,5+2,3 - 457,1£2,0 809,8+12,8 1794,5+5,0 4163,2+45,4  8957,8+171,4 - - - 21720,7
7 4256,0+39,7 355,117  2677,7+3,4 390,1£7,6 - 484,610,9 665,216,0 2491,2+23,1 4583,0+21,5  9159,9+63,5 - - - 25062.9
8 3922,9+10,1  242,9+0,7 2999,6+2,9 310,440,7 - 286,33,6 343,4+1,8 1203,6+3,3 3735,8+5,7 6598,5+32,0 - - - 19643,3
9 3017,6+128,5 219,8+0,6  2318,8+41,9  270,9+0,7  32,9%3,2 1712,2+27,2  1365,249,8 6224,6151,0 5537,1+21,4  9113,9+250,2  394,9+8,4 58,9+1,0 46,210,4 30313,0
10 2703,5¢26,1  559,3+2,1 2645,5+2,8 36,7+1,7 52,8+0,9 3018,142,7  1913,4+14,2  8769,2+122,4  5926,8+117,7 8974,9+138,7  252,7+11,9 117,5467,2 434,5+3,9 35404,9
1 2905,6+12,4  742,1+7,3  3268,2+4,7 51,2+1,1 151,951  3824,9+98,6 5346,1£36,9  16204,4+187,2 8693,5t72,5 10700,9+653  712,74+55,7 33,544,7 456,0+11,7  53091,1
12 1147,1£20,8  278,7¢5,0  2003,5+52,1  500,8+6,1  34,50,2 1741,7+47,4  667,4+17,1 5776,3+137,4  4317,5¢171,2 8112,9+30,9 403,0+14,7 - 19,5+0,6 25002,9
13 3702,845,6 292,2+1,4  3765,8+22,6  230,1434  111,6£0,8  1819,2+44,3 4506,1+9,5 14087,6+240,3 8633,7+135,3 12648,9+40,2  745,2+36,6 348,5+1,7  994,4+356  47962,9
14 2932,015,3 356,2+12,7 3742,5%952  132,0+2,2 166,2+11,0 2712,7#3,5 4215,2+160,7 17208,1+130,0 8225,7+26,5 17152,8+234,7 1819,8+161,1 - 1127,2+77,8 59790,5
15 2971,9+22,1  401,1#0,1  3526,1+54 331,0+¢3,4 48,8409 1676,8+16,5 1607,4+62,9 6258,4+48,3 6148,1£61,2  10688,74225,2 446,0+50,3 124,241 287,0¢7,5 345157
16 3959,9+10,6  322,0+7,3  4287,1+3,4 189,9+0,8  86,1+9,0 1026,4+18,8 3731,5¢59,6  9249,4+27,4 7438,8+35,3  10723,2£26,7  981,6+2,0 671,2426,4 761,6£10,7  43428,7
17 3278,8+14,0 438,7+3,6  2904,4+14,0 35,3%1,1 121,8+35,2 1315,1+£72,2 5653,24234,1 15472,3+297,4 8814,7+130,8 11734,0+226,0 1711,247,1 562,145,8  861,1£70,1 52902,8
18 3970,7+3,1 283,4+2,0 3171,0892,3  207,2+1,5 - 1107,8+72,1 449,2+1,3 3229,0+43,4 2170,3+30,0  4549,2+105,6  574,3+22,1 179,710,1 143,210,8 20035,0
19 4489,8+43,6  439,8+1,3  4177,4452 105,9+20,8 133,0+34,5 2862,7+22,9 3002,0+41,4  13388,9+51,0 5910,5+92,8  14202,3+9,7 1016,2441,3  118,0+20,0 741,0+47,1 50587,6
20 2969,5+52,4  293,416,9 3064,7+58,8  86,2+4,9 41,03,6 2475,0+89,8 4325,7+8,9 15080,6+158,9 6402,2+38,4  9972,2+225,3  841,4+20,5 375,4129,4 437,7+48,2  46364,9
21 3257,0+1,3 275,5+0,8  2595,8+41,5  344,4+7,7 51,0+0,4 1414,2+253 1073,7¢+11,4  7152,2+30,3 5284,9+43,0  9935,1+65,5 670,3+22,0 129,416,2  49,2+0,5 32232,8
22 6418169,6 862,3+7,8  5163,9+33,1 104,7¢3,0  107,6+4,0 2029,1+2,5 4590,9+453  17687,7+14,6  7689,1+231,3 14703,7+52,9  2494,7+855  747,1+59,8 389,7+0,1 62988,6
23 5991,3+44,9  607,7+11,8 5012,1£90,6  217,8%0,4  136,5+152 1479,5+25,0 4170,7+99,1 18600,4+21,5  5587,3+239,1 13067,7+461,9 2466,0+150,3 689,6+31,5 371,7+157 583984
24 3627,8+0,7 540,2+1,4  4013,8+25,7 726,714 - 1391,6+2,1  884,3+34,3 5259,6+20,8 3552,6163,1  7996,4+45,1 352,8+22,3 91,5¢10,7 nq 284374
25 3885,0+0,9 991,3£7,8  4339,3+13,0  226,4+0,3  19,9+0,7 1926,2+16,9 5109,5¢10,7  14664,3+102,0 7079,2+7,3 16374,2¢51,0  677,8+0,3 398,8+2,3  309,0+4,3 56000,8
26 2999,8+13,4  927,8+1,7 3035,2+152 157,6+0,6 86,0+1,6 1779,2¢5,5 5191,5+111,4 14924,4+40,4  6582,3%7,3 14824,3+128,5 858,7+8,3 342,0£0,2  295,9+10,9  52004,7
27 1608,5+19,3  447,0£19,9 2888,0+20,4 639,5+6,1 43,5+2,7 2152,5¢51,5 1226,8+9,2 6526,4+7,3 3486,4+2,9 8119,3+33,3 513,5+32,3 102,840,6 nq 277541
28 5233,2+63,4  913,4+10,4 5793,9+59,8 172,4+14 - 1324,0+14,0 3984,7+231,2 12652,3+460,7 5438,9+11,9  12784,41243,7 634,614,4 455,612,7  300,16,8 49687,4
29 2779,0+2,8 934,419,3  3346,1+18,7  85,9+2,0 45,7+3,7 2512,3+38,3 5572,8+9,9 16013,4+122,0 7286,1+108,9 16105,4158,1 1211,7¢356  748,8£3,0  331,0%0,3 56972,6

aV/alores expressos em médiatdesvio padrao de trés determinagdes para cada amostra; "Compostos: (1) cafeoil-hexdsido; (2) p-cumaroil-hexdsido; (3) feruloil-hexdsido; (4) sinapoil-hexosido; (5) quercetina-6-C-hexasido; (6)

luteolina-8-C-hexosido; (7) luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido; (8) luteolina-6-C-hexosido; (9) apigenina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido; (10) apigenina-6-C-hexdsido; (11) quercetina-3-O-hexdsido; (12) quercetina-3-O-

rutinésido; (13) diosmetina-7-O-hexdsido; (14) isorramnetina-3-O-rutinésido; nq - ndo quantificavel.
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As amostras de campo demonstraram possuir maior conteudo fenélico do que as

amostras de estufa (amostras 1-8), com excepgdo das amostras no estado de

desenvolvimento vegetativo (amostras 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 27) (figura 31).
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Figura 31. Diagrama de componentes principais do contetido fendlico das amostras

analisadas. As componentes 1 e 2 representam 74,62% da variancia total. A identidade

dos compostos (1-14) esta de acordo com a figura 29 e a das amostras (1-29) de acordo

com a tabela 5.
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A quantidade total de derivados de acidos fendlicos e flavondides identificados
nas amostras de estufa variou entre 13914,1 e 38174,6 mg/kg de extracto liofilizado. Ja
nas amostras de campo a variagao foi entre 20035,0 e 62988,6 mg/kg.

O facto de as amostras de estufa produzirem menor quantidade de compostos
fendlicos podera ser justificado pela reduzida exposicao a agressdes ambientais, pois &
sabido que os compostos fendlicos estao relacionados com a capacidade de as plantas
resistirem a essas agressdes, predacdo dos insectos ou com interac¢gdes no que toca a
estimulantes do apetite e oviposi¢do (Harbone e Williams, 2000), situacdes estas que sao

reduzidas em ambiente de estufa.

Nos primeiros estados do ciclo fenoldgico (plantula e desenvolvimento vegetativo)
a amostra cultivada na Primavera apresentava maior teor em compostos fendlicos do que
a amostra cultivada no Outono/Inverno (figura 32). Em ambas as colheitas ocorreu um
aumento na quantidade de fendis totais ao longo do ciclo até a fase de escarpo, na qual
os teores destes compostos eram semelhantes.

Porém, na fase final do ciclo vegetativo as duas colheitas tém comportamentos
distintos. Enquanto na amostra de Outono/Inverno o teor de fendis continua a aumentar,

na amostra da colheita de Primavera verificou-se um ligeiro decréscimo.

1 Outono/Inverno
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Figura 32. Variagdo da quantidade de compostos fendlicos totais em funcdo do estado
de desenvolvimento nas amostras de R. induratus de crescimento em estufa.

O limite corresponde a fase do limite de utilizagao na alimentagao.
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Os gréficos das figuras 33 e 34 representam a evolugéo relativa, ao longo do

desenvolvimento da planta, de cada um dos compostos encontrados nas amostras de

estufa.
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Figura 33. Perfil em compostos fendlicos das amostras de R. induratus de crescimento
em estufa (colheita de Outono/Inverno). A identidade dos compostos esta de acordo com

a figura 29.
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Figura 34. Perfil em compostos fendlicos das amostras de R. induratus de crescimento
em estufa (colheita de Primavera). A identidade dos compostos esta de acordo com a

figura 29.
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O composto maioritario nas duas colheitas de amostras de estufa, em todos os
estados de desenvolvimento, foi a apigenina-6-C-hexésido (10), representando entre 27,1
e 41,2% do total de compostos quantificados. A percentagem deste composto foi, de uma

forma geral, diminuindo ao longo do ciclo.

Nas amostras colhidas no Outono/Inverno os compostos encontrados em maior
quantidade foram, por ordem decrescente, a apigenina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido (9),
o cafeoil-hexdsido (1) e o feruloil-hexdsido (3). Porém, na ultima fase do ciclo vegetativo a
luteolina-6-C-hexdsido (8) torna-se o segundo composto mais abundante (figura 33).

Durante a evolugao da planta o cafeoil-hexdésido (1) e o feruloil-hexosido (3) vao
diminuindo e tornam-se muito menos importantes do que a apigenina-2”-O-pentdsido-8-
C-hexdsido (9). Tanto a luteolina-8-C-hexésido (6), como a luteolina-2”-O-pentésido-8-C-

hexdsido (7) aumentam ao longo do ciclo da planta.

No caso das amostras de Primavera (figura 34), a apigenina-2”-O-pentésido-8-C-
hexdsido (9) representa o segundo composto mais importante e os seus niveis mantém-
se estaveis ao longo crescimento da planta. O cafeoil-hexdsido (1) e o feruloil-hexdsido
(3) sdo os terceiro e quarto compostos mais abundantes, respectivamente, e vao
aumentando ligeiramente e de forma semelhante. No limite de utilizagado na alimentacao,
o cafeoil-hexdsido (1) torna-se o segundo composto mais abundante.

Ao contrario das amostras de Outono/lnverno, nas amostras colhidas na
Primavera a luteolina-6-C-hexdésido (8) ndo evolui como um dos compostos maioritarios,

enquanto a luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido (7) diminui com o desenvolvimento.

Os compostos minoritarios (quercetina-3-O-hexosido (11), quercetina-3-O-
rutinésido (12), diosmetina-7-O-hexdésido (13) e isorramnetina-3-O-rutindsido (14)) sé
foram detectados nas amostras colhidas no Outono/Inverno a partir a fase de planta, nao

tendo sido detectados no cultivo de Primavera.

De uma forma geral, a quantidade de fendis totais nas amostras de campo
aumenta ao longo do ciclo da planta (tabela 6, figura 35).

De facto, as amostras colhidas em Fervenga (9-11), Pombares (12-14), Macedo
(15-17) e Chas (27-29) apresentam uma evolugdo crescente da concentragdo de
compostos fendlicos totais ao longo das diversas fases de desenvolvimento, um

comportamento semelhante ao das amostras de estufa colhidas no Outono/Inverno (1-4).
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As amostras de Romeu (18-20), Sra. das Neves (21-23) e Cerejais (24-26)
apresentam um ligeiro decréscimo na fase final do desenvolvimento, tal como as

amostras de estufa da colheita de Primavera (5-8) (figura 35).
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Figura 35. Concentracdo de compostos fendlicos nas amostras de campo de R.

induratus de acordo com o estado de desenvolvimento.

A analise do perfil fendlico do conjunto das amostras de campo (figura 36) permite
verificar que na fase inicial (planta) o composto mais abundante é a apigenina-6-C-
hexdsido (10), correspondendo a 29,2+1,2% do total de compostos fendlicos
quantificados. O segundo composto mais abundante é a luteolina-6-C-hexdsido (8)
(20,3£1,1%), seguida da apigenina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido (9) (15,1+1,2%), do
feruloil-hexdsido (3) (10,6+1,2%), do cafeoil-hexdsido (1) (10,2+1,9%) e da luteolina-8-C-
hexosido (6) (5,7+0,5%).

Na fase de escarpo, a apigenina-6-C-hexdsido e a luteolina-6-C-hexdsido estéao

presentes em quantidades semelhantes: 25,8+0,8% e 25,6+0,8%, respectivamente.
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No final do ciclo vegetativo a relagao entre as duas flavonas glicosiladas em 6
inverte-se, tornando-se a luteolina-6-C-hexdsido (8) o composto presente em maior
percentagem (29,9+0,6%), seguido da apigenina-6-C-hexdsido (10) (24,5+1,4%).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Ferreres et al. (2006a), cuja
amostra, colhida na mesma época do ano (Primavera) e possivelmente no mesmo estado

de desenvolvimento, apresentou a luteolina-6-C-hexdsido como composto maioritario.
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Figura 36. Perfil fendlico do conjunto das amostras de campo de R. induratus
(médiaterro padrao) em fungdo do estado de desenvolvimento. A identidade dos

compostos esta de acordo com a figura 29.

Ao longo do ciclo vegetativo, a apigenina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido (9), o
feruloil-hexdsido (3), o cafeoil-hexdsido (1) e a luteolina-8-C-hexdsido (6) sofrem um

decréscimo, enquanto a luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido (7) aumenta.

Os restantes compostos (quercetina-3-O-hexdsido, quercetina-3-O-rutindsido, p-
cumaroil-hexoésido, diosmetina-7-O-hexdsido e isorramnetina-3-O-rutindsido) estao
presentes em pequenas quantidades e permanecem relativamente estaveis ao longo do

ciclo da planta.
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O sinapoil-hexdsido (4) podera representar um marcador do estado de maturacgao,

uma vez que diminui durante o desenvolvimento da planta (figuras 31 e 36, tabela 6).

Genericamente, pode dizer-se que o perfil das amostras de estufa colhidas no
Outono/Inverno apresenta maiores semelhancas com o das amostras de campo, embora
estas exibam um aumento da luteolina-6-C-hexdsido (8) e um decréscimo da apigenina-
6-C-hexoésido (10) mais pronunciado.

A figura 37 apresenta os perfis fendlicos das amostras de R. induratus

provenientes das diferentes localizagdes.
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Figura 37. Perfis fendlicos das amostras de campo de R. induratus. A identidade dos
compostos esta de acordo com a figura 29. Perfis A, B e C representam conjuntos de

amostras com evolugao semelhante da apigenina-6-C-hexdésido (10).
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Analisando a evolugéao relativa do composto maioritario, apigenina-6-C-hexdsido
(10), ao longo do desenvolvimento da planta, € possivel identificar a existéncia de trés

perfis distintos (A, B e C) nas amostras de campo estudadas.

Nas amostras de Fervenga, Macedo e Sra. das Neves (perfil A) a apigenina-6-C-
hexésido (10) vai diminuindo com a idade da planta. No caso das amostras de Pombares
e Chas (perfil B), a apigenina-6-C-hexdsido sofre um decréscimo na fase de escarpo para
depois aumentar na fase final. Ja as amostras provenientes de Romeu e Cerejais (perfil
C) apresentam um aumento deste composto na fase de escarpo e uma diminuicdo na
fase seguinte. Nestas duas amostras ocorre um decréscimo semelhante do cafeoil-

hexdsido (1) e do feruloil-hexdsido (3).

A luteolina-6-C-hexdsido (8) apresenta uma evolugdo semelhante em todas as
amostras, ocorrendo um aumento que podera ser caracteristico do crescimento e

maturagao da R. induratus.
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6.2. Acidos organicos em R. induratus

A analise cromatografica por HPLC-UV do extracto aquoso das folhas de R.
induratus, realizada de acordo com as condi¢gbes descritas em 5.6., revelou um perfil de
acido organicos composto pelos acidos oxalico, citrico, malico, ascorbico e chiquimico
(figura 38).
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Figura 38. Perfil em acidos organicos do extracto aquoso das folhas de R. induratus
(amostra 9) obtido por HPLC-UV. Deteccéo a 214 nm. (FM) fase moével; (1) acido oxalico;

(2) acido citrico; (3) acido malico; (4) acido ascérbico e (5) acido chiquimico.
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Estes compostos foram identificados pela primeira vez nesta espécie, com
excepgao do acido oxalico descrito anteriormente por Ferreres et al. (2006a). Os acidos
citrico e o malico tinham ja sido encontrados noutras espécies de Rumex, nomeadamente

R. acetosa e R. vesicarius (Alfawaz, 2006; Tolra et al., 2004).

A determinagdo do teor em acidos organicos torna-se importante nos estudos
relacionados com a utilizacdo das azedas em sopas e saladas, ou como aditivo para

modificar o sabor e aroma de alguns alimentos.

A quantificagdo dos acidos organicos identificados revelou diferencas entre as
amostras analisadas, quer a nivel do perfil de compostos, quer na sua evolug¢ao ao longo

do ciclo fenoldgico da planta (tabela 7 e figura 39).

As amostras de estufa (1 a 8) possuem um maior teor em acidos organicos do que
as amostras de campo, com excepgdo das amostras 3 e 4, que sdo as amostras da
colheita de Inverno nos estados mais avangados do desenvolvimento. O menor conteudo
em acidos organicos das amostras de campo podera dever-se ao facto de estas
amostras estarem mais envolvidas na produgdo de metabolitos secundarios, como os

compostos fendlicos, para sua defesa.
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Tabela 7. Composi¢do em acidos organicos das amostras de R. induratus (g de

acido organico/kg de extracto liofilizado).

Acido ® (g/kg)
Amostra Total
oxalico citrico malico ascorbico chiquimico
1 362,846,5 6,7+3,1 79,610,2 2,6+0,4 0,16+0,00 451,8
2 201,4+0,1 9,6%1,8  105,7+1,3 2,4+0,4 0,11+0,01 319,3
3 112,840,6 - 48,5+1,8 1,8+0,1 1,08+0,00 164,3
4 114,8+0,5 nq 12,9+0,4 1,5+0,1 1,09+0,03 130,3
5 354,1+1,4 nq 25,510,3 0,940,0 0,23+0,00 380,7
6 388,039 15414  33,2+0,1 1,01£0,0 0,14+0,00 4377
7 308,0+1,3  5,9+0,3 33,8+0,7 0,6+0,0 0,17+0,00 3484
8 293,7+0,9 5,819 46,1+3,6 2,2+0,3 0,18+0,02 3479
9 127,1£0,3  5,3+0,0 76,4+0,9 2,1+0,0 0,37+0,00 211,3
10 196,8+1,0  2,7+0,2 24,0+0,9 nq 0,68+0,00 2242
11 159,5£0,3  2,6%0,1 28,310,9 1,0+£0,6 0,95+0,01 192,4
12 72,0+0,3 7,2+1,8  125,1+0,4 nq 0,16+0,00 204,4
13 209,314 ,4 nq 39,7+3,4 2,4+0,3 0,47+0,00 251,9
14 156,2+0,5 nq 30,0+4,0 nq 3,19+0,01 189,3
15 73,4+0,5 12,9%4,7 102,7+1,3 nqg 0,29+0,03 189,3
16 205,0+1,6 - 77,612,1 nq 0,67+0,02 283,2
17 161,2+0,4 nq 39,2+1,9 1,910,5 1,30+0,02 203,6
18 96,8+0,7 17,6+4,0 189,81538 0,9+0,2 0,51+0,13 305,6
19 177,0+0,7 nq 47,912 4 nq 0,93+0,01 225,8
20 153,7+0,8 nq 49,4+1,0 nq 1,19+0,02 208,0
21 90,040,8 3,50,3 83,942,0 1,940,2 0,24+0,00 179,5
22 163,0+2,4 - 18,30,2 - 0,87+0,01 182,2
23 218,8+0,9 - 28,310,5 nq 0,91+0,00 248,5
24 160,9+3,9  9,5+0,1 109,7+2,3 ng 0,31+0,02 280,4
25 224,1+2,0 - 29,3+0,7 nq 1,02+0,11 254 .4
26 182,510,9 - 37,1£2,7 nq 0,68+0,07 220,3
27 80,7+2,0 8,2+0,9 94,9+0,2 ng 0,14+0,00 184,0
28 205,0+0,9 - 23,2431 nq 0,35+0,01 228,5
29 108,9+0,3 - 59,8+7,7 nq 0,42+0,00 169,2

@Valores expressos como a médiatdesvio padrido de trés determinacdes para cada amostra; nq -

nao quantificavel
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Variavels (eixosF1 e F2:94.79 %)
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Figura 39. Diagrama de componentes principais do conteudo em &cidos organicos das
amostras analisadas. As componentes 1 e 2 representam 94,79% da variancia total.

Identidade das amostras de acordo com a tabela 5.
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Da quantificacdo dos acidos orgénicos presentes nas amostras de campo
verificou-se que a sua concentragao total varia de acordo com o estado de
desenvolvimento da planta (figura 40). Na fase inicial (planta) a quantidade total de
acidos organicos corresponde, em média, a 222,1+19,0 g/kg de extracto liofilizado. Na
fase de escarpo a quantidade média é de 235,7+12,0 g/kg, ocorrendo um decréscimo

para 203,949,5 g/kg no limite para utilizag&o na alimentacao.

N Planta

I Escarpo
N | imite de utilizagdo
na alimentagé&o

350+
300+
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Figura 40. Concentragdo de &cidos orgénicos totais nas amostras de campo de R.

induratus por estado de desenvolvimento.

As amostras de Sra. das Neves, Romeu e Cerejais apresentam uma tendéncia
contraria as restantes amostras: ao longo do crescimento da planta a quantidade total de
acidos organicos aumenta no primeiro caso e diminui nos dois ultimos. As amostras 18 e
24 (amostras no inicio do desenvolvimento colhidas em Romeu e Cergjais,
respectivamente) destacam-se pelo elevado conteudo em &acidos organicos face as

restantes amostras no mesmo estado de desenvolvimento (figura 39 e 40).

A determinac&o quantitativa dos acidos organicos no conjunto total das amostras

de campo permitiu encontrar o perfil representado na figura 41.
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Figura 41. Perfil em acidos organicos do conjunto das amostras de campo de R.

induratus (médiazerro padréo) em funcao do estado de desenvolvimento.

Nestas amostras, os acidos malico e oxalico sdao os compostos maioritarios,
correspondendo no estado inicial a 50,2+3,8% e 45,3+4,1% do total de acidos organicos,
respectivamente.

Na fase de escarpo ocorre um decréscimo acentuado da concentragdo de acido
malico (15,3+2,5%), tornando-se o acido oxalico o maioritario (84,1+2,3%).

Na fase final ocorre um ligeiro decréscimo na percentagem de acido oxalico
(79,3£2,9%) e aumento da quantidade de acido malico (19,7+3,0%).

O acido citrico vai diminuindo ao longo do desenvolvimento. Os acidos ascorbico

e chiquimico estédo presentes em quantidades muito reduzidas (tabela 7 e figura 41).

A evolugao da proporg¢ao de cada acido organico nas amostras de campo colhidas

nas diversas localizagdes € apresentada na figura 42.

Em todas as amostras a fase inicial do desenvolvimento é a que apresenta
menores teores de acido oxalico. Este acido aumenta consideravelmente da planta até ao

escarpo, ocorrendo o contrario com o acido malico, que sofre uma diminuigdo acentuada.

Rumex induratus: Caracterizagcao Quimica e Potencial Antioxidante 85



Resultados e Discussao

Fervenca Pombares
100+ 100+
80 804
60+ 60
* =
40 40
20+ 204
0- AN - T o T 0- — T T
oxalico  citrico malico ascérbico chiquimico oxalico citrico malico ascérbico chiquimico
Acido Acido
Macedo Romeu
100- 100-
80+ 804
60+ 60
R X
40 40
20 204
0- T T T 0- T T T
oxalico citrico malico ascérbico chiquimico oxalico citrico malico ascérbico chiquimico
Acido Acido
Sra. das Neves Cerejais
1004 1004
80 804
60 60
ES ®
404 40
20 204
E—— T L L P 0- -— T T
oxalico citrico malico ascérbico chiquimico oxalico citrico malico ascérbico chiquimico
Acido Acido
Chas
1001
80 mm Planta
604 === Escarpo
°
s a0 = | imite de utilizagZo na alimentagao
20
0'

T T T
oxalico citrico malico ascérbico chiquimico
Acido

Figura 42. Perfis em acidos organicos das amostras de campo de R. induratus.
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No estadio de desenvolvimento mais tardio (limite de utilizacdo na alimentagao)
ocorre o inverso: o acido oxalico sofre um ligeiro decréscimo e o acido malico um ligeiro
aumento, com excepg¢ao da amostra colhida em Chas, na qual essa variacdo é mais
acentuada, e da colhida em Macedo, na qual o acido oxalico aumenta e o acido malico
diminui.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura que refere o acido
oxalico como o mais frequente e caracteristico do género Rumex (DerMarderosian e
Bentler, 2002; PDR for Herbal Medicine, 1998; Newall et al., 1996).

Os niveis elevados de acido oxalico encontrados nestas amostras, principalmente
na fase de escarpo (fase em que a espécie € mais consumida na alimentacao), poderao
estar na origem do sabor acidico caracteristico das folhas de R. induratus.

O &acido oxalico parece exercer fungdes importantes para as plantas. De facto,
niveis elevados deste acido poderao constituir um factor de proteccdo da planta contra
herbivoros, insectos e outros microorganismos patogénicos, influenciando o sabor, a
textura e a biodisponibilidade do calcio, actuando também como regulador do pH e da
osmolaridade (Libert e Franceschi, 1987).

A ingestao de elevadas quantidades de acido oxalico podera causar perturbacoes
gastrointestinais, pois este composto é irritante para o estémago e intestino. Além disso,
0 acido oxalico interfere com a absorcdo e metabolismo do calcio, afectando o
mecanismo de coagulagdo sanguinea e podendo exercer ainda efeitos nocivos graves

nos sistemas renal e hepatico (Newall et al., 1996; Libert e Franceschi, 1987).

O acido malico parece estar relacionado com o grau de maturacao das plantas de
crescimento espontaneo. Na verdade, trabalhos anteriores evidenciam a relagdo entre a
concentracao de acido malico e o estado de maturacao de frutos (Org et al., 2006; Glew
et al., 2003).

Neste estudo verificou-se que no estado mais jovem as amostras possuiam uma
maior concentragdo de acido malico do que nos estados mais avancados (tabela 7 e
figura 41). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Org et al. (2006), uma

vez que ocorre uma diminui¢ao do acido malico com a maturacéo da planta.

A quantificacdo dos acidos organicos totais nas amostras provenientes do cultivo
em estufa, colhidas no Outono/lnverno e na Primavera, revelou dois comportamentos

distintos (tabela 7 e figura 43).
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Figura 43. Concentracdo de acidos organicos totais nas amostras de estufa de R.

induratus por estado de desenvolvimento.

Nas amostras da colheita de Outono/Inverno (1 a 4) a quantidade de acidos
organicos totais produzidos sofre uma diminuigdo acentuada ao longo do ciclo da planta,
variando de 451,8 g/kg na fase de plantula para 130,3 g/kg na fase final do ciclo.

Nas amostras da colheita de Primavera (5 a 8) a quantidade de acidos organicos
produzida ndo sofre grande variagdo, observando-se um pequeno aumento na fase do

desenvolvimento vegetativo.

A diminui¢cdo na concentragdo de acidos organicos totais € comum e acompanha
o amadurecimento de muitos frutos. Este decréscimo advém do facto de a planta utilizar
estes compostos como substratos no processo de respiracdo e como fontes de carbono

para a sintese de novos compostos (Kays, 1991).

A analise dos perfis em acidos organicos das amostras de estufa permite verificar
que estas ndo apresentam o mesmo padrdao de evolucdo das amostras de campo,
embora o acido oxalico seja sempre o composto maioritario nas duas colheitas e em

todas as fases de desenvolvimento (figuras 44 e 45).
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Figura 44. Perfil em acidos organicos das amostras de R. induratus de crescimento em

estufa (colheita de Outono/Inverno).

100-
— I Plantulas
80_ I P|anta
== Escarpo
60 EE | imite de utilizacdo
X na alimentacao
404
20-
0

L) L)
oxalico citrico malico ascoérbico chiquimico
Acido

Figura 45. Perfil em acidos organicos das amostras de R. induratus de crescimento em

estufa (colheita de Primavera).
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Nas amostras da colheita de Outono/Inverno o acido oxalico sofre inicialmente
uma diminuicdo na fase de planta para depois aumentar até a fase limite para utilizacao
na alimentagdo. Nestas amostras o acido malico sofre uma evolugao contraria, atingindo

a maior concentracao no estado de desenvolvimento vegetativo.

Nas amostras colhidas na Primavera o perfil de acidos organicos € mais estavel
ao longo do ciclo de desenvolvimento, ocorrendo uma pequena diminuicdo do acido

oxalico e um ligeiro aumento do acido malico.

Os acidos citrico, ascoérbico e chiquimico estdo presentes em quantidades

diminutas e sofrem pequenas variagcbes com a maturagao da planta.

De entre as amostras de estufa analisadas a amostra colhida no Outono/Inverno é
a que apresenta o perfil em acidos organicos mais proximo do observado para as
amostras de campo durante a fase de escarpo. As amostras da colheita de Primavera
apresentam concentragdes de acido oxalico substancialmente superiores as encontradas
nas amostras de campo (tabela 7 e figura 45), o que podera representar um risco
acrescido de intoxicacao oxalica. As amostras da colheita de Outono/Inverno apresentam
menores teores em acido oxalico, representando menor risco para a saude humana

quando ingeridas.

Rumex induratus: Caracterizagcao Quimica e Potencial Antioxidante 90



Resultados e Discussao

6.3. Actividade antioxidante de R. induratus

A segunda parte desta tese consistiu, como ja foi referido, na avaliacdo da
actividade antioxidante das folhas de R.induratus, visto ser esta a parte da planta mais
utilizada na alimentagao, sobretudo em sopas e saladas.

Para tal, foi determinada a actividade sequestrante do extracto aquoso das folhas
(amostra 22) para algumas espécies reactivas de oxigénio e azoto, nomeadamente o
acido hipocloroso (HOCI) e o éxido nitrico ((NO), e ainda a actividade face ao radical
DPPH.

O ensaio do DPPH fornece informacao basica sobre a actividade anti-radicalar
dos extractos.
O efeito do extracto aquoso das folhas de R. induratus na redugcdo do DPPH esta

representado na figura 46.
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Figura 46. Efeito do extracto aquoso das folhas de R. induratus na redugdo do DPPH. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrdo de trés ensaios

realizados em triplicado.
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Os resultados indicam ocorrer intercepcdo do DPPH de modo dependente da

concentragao. O ICs* determinado foi de 106,5 pag/ml.

Neste estudo, foi também avaliada a capacidade antioxidante de compostos de
referéncia representativos dos compostos existentes no extracto de R. induratus, neste
caso a luteolina-7-O-glucésido, para os compostos fendlicos, e o acido oxalico, uma vez
que é o acido organico mais abundante.

O acido oxalico ndo demonstrou actividade face ao radical DPPH enquanto a
luteolina-7-O-glucdsido exibiu forte actividade anti-radicalar, de modo dependente da

concentracao (ICso= 78,6 ug/ml) (figura 47).
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Figura 47. Efeito da luteolina-7-O-glucésido na redugcdo do DPPH. Os resultados séo

apresentados sob a forma de médiaterro padrao de trés ensaios realizados em ftriplicado.

4 Concentragao necessaria para atingir 50% de redugéo do DPPH. Representa o grau de eficacia do extracto

na intercepgao do radical.
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A determinacido da actividade sequestrante para o 6xido nitrico revelou que o
extracto aquoso das folhas de R. induratus possui capacidade para interceptar esta
espécie reactiva (ICy;s = 92,7 upg/ml). A actividade observada foi dependente da

concentracao, como € possivel verificar na figura 48.
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Figura 48. Efeito do extracto aquoso das folhas de R. induratus na intercep¢do do ‘NO.
Os resultados sido apresentados sob a forma de médiaterro padrdo de trés ensaios

realizados em triplicado.

Foi igualmente testada a actividade do acido oxalico e da luteolina-7-O-glucésido
contra o ‘NO, tendo-se verificado que o acido oxalico ndo possui actividade contra este
radical, enquanto a luteolina-7-O-glucdsido tem um efeito protector dependente da

concentracao, sendo o ICsy de 22,5 pg/ml (figura 49).
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Figura 49. Efeito da luteolina-7-O-glucésido na intercepgdo do ‘NO. Os resultados sdo

apresentados sob a forma de médiaterro padrao de trés ensaios realizados em triplicado.

Relativamente ao acido hipocloroso, os resultados deste trabalho demonstraram
que o extracto das folhas de R. induratus possui uma menor actividade contra esta
espécie reactiva (figura 50). De qualquer modo, o extracto tem capacidade para
interceptar o HOCI e inibir a oxidacdo do TNB a DTNB, sendo o efeito observado
dependente da concentragao (IC2=171,3 ug/ml).
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Figura 50. Actividade do extracto aquoso das folhas de R. induratus face ao acido
hipocloroso. Os resultados sdo apresentados sob a forma de médiaterro padrao de trés

ensaios realizados em triplicado.

Como foi ja referido (3.3.1.) o o6xido nitrico e o acido hipocloroso podem ser
responsaveis pela formacado de espécies mais reactivas, como, por exemplo, o radical
hidroxilo.

Assim, a capacidade do extracto para sequestrar radicais superéxido e inibir a
xantina oxidase, verificada anteriormente (Ferreres et al.,, 2006a), em conjunto com os
resultados obtidos neste estudo, nomeadamente a capacidade para interceptar o ‘NO e o
HOCI, sao de elevada importancia, indicando o extracto das folhas de R. induratus como
potente antioxidante, com actividade a nivel da prevengdo da formagao de espécies

reactivas e sequestro das mesmas.

A actividade anti-radicalar desta amostra face ao DPPH revelou-se superior a
observada anteriormente para a mesma espécie por Ferreres et al. (2006a) (1C5,=149,9

pg/ml), sob as mesmas condigdes experimentais. Este efeito podera ser devido a maior
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concentracao em compostos fendlicos da amostra usada neste trabalho (62988,6 mg/kg),

apesar de menor conteudo em acidos organicos (182,2 g/kg).

Atendendo aos resultados obtidos os compostos fendlicos dardo um contributo
importante para a actividade antioxidante do extracto das folhas de R. induratus,
nomeadamente os derivados glicosilados da luteolina, da apigenina e dos acidos ferulico

e caféico, identificados como constituintes maioritarios do extracto.

A capacidade da luteolina e seus derivados para sequestrar radicais foi ja
anteriormente avaliada em diversos ensaios, nomeadamente na proteccdo da
peroxidacdo de lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL) induzida por Cu?* (Wu et al.,
2005; Brown e Rice-Evans, 1998), actividade face ao DPPH (Du et al., 2006; Es-Safi et
al., 2005; Wu et al., 2005), intercepgao de radicais hidroxilo gerados pelo sistema de
Fenton (Shimoi et al., 1994), inibicdo da oxidagdo num sistema composto por B-caroteno
e acido linoleico (Materska e Perucka, 2005; Burda e Oleszek, 2001), captagdo de
radicais superoxido gerados pelo sistema enzimatico xantina/xantina oxidase e supressao
da formacéao de radicais superédxido induzida pela N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (Wu
et al., 2005; Lu et al., 2002).

O potencial antioxidante da apigenina e seus derivados foi igualmente
demonstrado em varios estudos, através da inibicdo da oxidacdo num sistema composto
por B-caroteno e acido linoleico (Materska e Perucka, 2005; Burda e Oleszek, 2001),
quelatacao de ferro no sistema de Fenton, sequestro de radicais hidroxilo gerados na
fotdlise do perdxido de hidrogénio e inibicdo da peroxidacao lipidica (Moran et al., 1997;
Husain et al., 1987).

Também o poder antioxidante dos acidos hidroxicinamicos foi evidenciado em
diversos modelos experimentais. Os estudos incluem a capacidade para inibir a oxidagao
num sistema composto por B-caroteno e acido linoleico (Materska e Perucka, 2005;
Fukumoto e Mazza, 2000), quelatacdo de ferro no sistema de Fenton e inibicdo da
oxidacao do acido linoleico (Moran et al., 1997), sequestro do radical catido acido 2,2'-

azinobis-3-etilbenzotiozolino-6-sulfénico (ABTS®) (Nilsson et al., 2005).

Além do importante contributo dos compostos fendlicos para a actividade

antioxidante de alimentos vegetais, também os acidos orgénicos (oxalico, malico,
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ascorbico e citrico) sdo conhecidos pelo seu efeito protector (Kayashima e Katayama,
2002). Neste estudo verificou-se que o acido oxalico ndo possui capacidade para
sequestrar espécies reactivas, nomeadamente o DPPH, o 'NO e o HOCI. Assim, os
acidos organcios poderao contribuir para a actividade antioxidante total do extracto das
folhas de R. induratus através, por exemplo, da quelatacdo de metais envolvidos na

geragao de radicais oxidantes e ndo por intercepgéo directa dos mesmos.

Moreno-Jiménez et al. (2005) estudaram a capacidade da R. induratus para
acumular mercurio, funcionando como agente de biomonitorizagdo da contaminacgéo de
solos e biomarcador de poluentes ambientais, além de poder ser utilizada na
fitorremediacao de solos contaminados.

Os resultados obtidos com o trabalho aqui desenvolvido poderdo explicar a
capacidade que a planta possui para resistir ao stress oxidativo provocado pela

acumulacao de mercurio nos seus tecidos, sem apresentar sintomas de toxicidade.

Quando comparada com outros vegetais mais frequentemente utilizados na
alimentacdo, e atendendo aos resultados aqui obtidos, & possivel afirmar que a R.
induratus representa uma excelente alternativa, uma vez que constitui uma interessante
fonte de compostos bioactivos, nomeadamente compostos fendlicos e acidos organicos.

De uma forma geral, as amostras de campo nos trés estados fenoldgicos
(desenvolvimento vegetativo, escarpo e limite de utilizagdo na alimentacdo) possuem
maiores teores de fendis do que as folhas internas (1389,6 mg/kg) e externas (13337,4
mg/kg) de Brassica oleracea var. costata, a couve-tronchuda, um dos vegetais mais
utilizados e consumidos em Portugal (Ferreres et al., 2006b). Os teores de compostos
fendlicos determinados na R. induratus séo igualmente superiores aos encontrados nas
inflorescéncias de B. oleracea var. costata (195677,7 mg/kg), de Brassica oleracea var.
acephala, a couve-galega (9455,4 mg/kg) e de Brassica rapa var. rapa, a nabica
(18383,8 mg/kg) (Sousa et al., 2008a).

Da mesma forma, os extractos das folhas de R. induratus sdo substancialmente
mais ricos em acidos organicos do que os das folhas internas (23,3 g/kg) e externas (25,5
g/kg) de B. oleracea var. costata (Ferreres et al.,, 2006b), e das inflorescéncias de B.
oleracea var. costata (49,0 g/kg), de B. oleracea var. acephala (163,1 g/kg) e de B. rapa
var. rapa (38,0 g/kg) (Sousa et al., 2008a).
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Neste caso, a diferenca deve-se sobretudo a presenca de elevadas quantidades

de acido oxalico nas folhas de R. induratus que ndo foi detectado nos outros vegetais.

Em relacédo a actividade anti-radicalar face ao DPPH o extracto das folhas de R.
induratus (escarpo) é mais potente (IC5=106,5 pg/ml) do que os extractos das
inflorescéncias de B. oleracea var. costata (IC5,=754 ug/ml), de B. oleracea var. acephala
(IC50=565 ug/ml) e de B. rapa var. rapa (ICs=774 pg/ml) (Sousa et al.,, 2008a) e das
folhas internas (IC25=1192 ug/ml) e externas (IC,5=440 ug/ml) de B. oleracea var. costata.
(Ferreres et al., 2006b).

Tanto o extracto das folhas internas, como o das externas de B. oleracea var.
costata exibiram uma fraca actividade contra o acido hipocloroso (IC2>1000 pg/ml). O
mesmo aconteceu com o extracto das inflorescéncias de B. oleracea var. costata, B.
oleracea var. acephala e B. rapa var. rapa (IC1,=639 ug/ml, 1186 pg/ml e 770 pg/ml,
respectivamente) (Sousa et al., 2008a, Ferreres et al., 2006b). Quando comparados com
os resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que o extracto das folhas de R. induratus

exibiu maior protecgdo face a esta espécie reactiva (1C»=171,3 pug/ml).

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagao da actividade sequestrante para o
oxido nitrico sugerem que o extracto das folhas de R. induratus possui maior capacidade
para interceptar o ‘NO (IC5=92,7 ug/ml) do que os extractos das folhas internas
(IC50=2228 pg/ml) e externas (IC5,=884 ug/ml) de B. oleracea var. costata. (Sousa et al.,

2008b), podendo fornecer maior protecgao face a este radical.
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Os efeitos benéficos para a saude relacionados com o consumo de fruta e
vegetais tém sido amplamente estudados nos ultimos anos. Estes efeitos sdo atribuidos
principalmente ao seu conteldo em antioxidantes e outros micronutrientes, entre eles
flavonoides, carotendides, tocoferdis, vitamina C e minerais.

No trabalho desenvolvido nesta Dissertacdo de Mestrado em Controlo de
Qualidade, Especializagdo em Agua e Alimentos, procedeu-se & caracterizagdo quimica
dos extractos aquosos das folhas de R. induratus, no que se refere a compostos fendlicos
e acidos organicos. Foi também avaliada a actividade antioxidante dos mesmos
extractos. Com base nos resultados obtidos foram retiradas as conclusdes enunciadas

em seguida.

» Os resultados da analise por HPLC-DAD do extracto aquoso das folhas de R.
induratus de diferentes origens geograficas mostram um perfil de compostos
fendlicos idéntico, constituido por 14 compostos: cafeoil-hexdsido, p-cumaroil-
hexdsido, feruloil-hexdsido, sinapoil-hexdsido, quercetina-6-C-hexdsido, luteolina-
8-C-hexésido, luteolina-2”-O-pentdsido-8-C-hexdsido,  luteolina-6-C-hexdsido,
apigenina-2”-0O-pentdsido-8-C-hexdsido, apigenina-6-C-hexdsido, quercetina-3-O-
hexdsido, quercetina-3-O-rutindsido, diosmetina-7-O-hexdsido e isorramnetina-3-

O-rutinésido.

» As amostras de campo sdo mais ricas em compostos fendlicos do que as

amostras de estufa.

» De uma forma geral, a quantidade de fendis totais aumenta ao longo do ciclo
fenoldgico para as amostras de campo e para as de colheita de Outono/Inverno
em estufa; para as amostras de estufa colhidas na Primavera ocorre um

decréscimo no fim do ciclo.

» O composto maioritario nas amostras de estufa, em todos os estados de

desenvolvimento, é a apigenina-6-C-hexdsido.

» Nas amostras de campo o composto maioritario altera-se ao longo do ciclo: no
inicio o composto mais abundante €& a apigenina-6-C-hexdsido, seguido da
luteolina-6-C-hexdsido, invertendo-se a relagdo ao longo do ciclo de

desenvolvimento da planta.
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» O perfil em compostos fendlicos das amostras de estufa colhidas no

Outono/Inverno é o que mais se aproxima do perfil das amostras de campo.

» A andlise por HPLC-UV do extracto aquoso das folhas de R. induratus de
diferentes origens geograficas revelou um perfil constituido por cinco &cidos

organicos: oxalico, citrico, malico, ascorbico e chiquimico.

» De modo geral, o teor total de acidos organicos diminui ao longo do ciclo

vegetativo.

» Nas amostras de campo, o acido malico é o composto maioritario na fase do
desenvolvimento vegetativo, seguido do acido oxalico. Contudo, no estadio limite
para utilizacdo na alimentacdo o acido oxalico torna-se o composto mais

abundante.

» Nas amostras de estufa, o composto maioritario € sempre o acido oxalico. O acido
malico comporta-se de maneira distinta nos dois conjuntos de amostras: nas
amostras de Outono/Inverno, apresenta o seu maior teor no estado de
desenvolvimento vegetativo decrescendo na fase final, enquanto que nas

amostras de Primavera aumenta ligeiramente ao longo de todo o ciclo.

» O perfil em acidos organicos das amostras de estufa colhidas no Outono/Inverno é

0 que mais se aproxima do observado para as amostras de campo.

» O extracto aquoso das folhas de R. induratus revelou capacidade para interceptar

os radicais DPPH e ‘NO e o HOCI, de modo dependente da concentragéo.

» A actividade antioxidante do extracto das folhas de R. induratus podera ser
justificada pela presenca de diversos compostos fendlicos, entre eles os derivados

glicosilados da luteolina, da apigenina e dos acidos ferulico e caféico.

» O efeito protector face ao 'NO e HOCI é particularmente importante, porque, em
conjunto com a capacidade para interceptar o radical superdxido verificada em
estudos anteriores, permite prevenir a formacao de outras espécies reactivas de

oxigénio e azoto.
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O presente trabalho confirmou que as folhas de R. induratus representam uma
valiosa fonte de compostos fendlicos e acidos organicos com potencial bioldégico, uma
vez que os seus extractos possuem capacidade para eficientemente sequestrar espécies
reactivas oxidantes. Estas caracteristicas poderao potenciar a utilizacdo da R induratus
na alimentacao, como fonte de suplementos antioxidantes, ou ainda no desenvolvimento
de alimentos funcionais (alimentos com beneficios para a saude).

Devido ao elevado teor em acido oxalico recomenda-se alguma precaugao no seu
consumo, devido a possibilidade de intoxicagc&do oxalica, sobretudo em criangas.

Outras pesquisas devem ser realizadas visando complementar os resultados aqui

obtidos, nomeadamente a avaliagdo do efeito protector dos extractos in vivo.
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