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Sumario

Neste trabalho ¢é feita uma revisdo da literatura no que concerne aos fundamentos teéricos e a
importancia dos antioxidantes na saude humana, especialmente dos compostos fendlicos, e
aos estudos fitoquimicos previamente realizados na espécie Cydonia oblonga Miller. O
objectivo do trabalho de investigacdo realizado no ambito desta monografia foi o de estudar o
potencial antioxidante da folha de Cydonia oblonga Miller, em comparagao com do cha verde

(Camellia sinesis).

Para a prossecucdo do trabalho experimental foram analisadas doze amostras de folha de
marmeleiro provenientes do Norte e do Centro de Portugal (Carrazeda de Ansides e Covilha,
respectivamente), colhidas em Junho e Outubro de 2006. A preparagdo das amostras consistiu
numa extraccdo com metanol (40°C). As propriedades antioxidantes foram avaliadas através
do poder redutor determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e da capacidade sequestrante

dos extractos para o radical livre 2,2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Os resultados deste estudo revelaram que, no que diz respeito ao poder redutor, a folha do
marmeleiro possui uma capacidade redutora significativamente superior a do ché verde (valor

médio de 227,8 + 34,9 ¢ 112,5 £ 1,5 g/kg de folha seca, respectivamente; P < 0,001).

As amostras provenientes de Carrazeda de Ansides apresentaram um indice de Folin-
Ciocalteu significativamente superior as da Covilha (valor médio de 252,6 + 23,7 e 203,0 +
25,4 g/kg de folha seca, respectivamente; P < 0,005). No entanto, ndo foram observadas

diferencas significativas nos indices de Folin-Ciocalteu de acordo o més de colheita.

A capacidade sequestrante dos extractos da folha de marmeleiro para o radical DPPH foi
semelhante com um ECsy médio de 21,6 + 3,5 pg/ml, mas significativamente superior ao do
extracto de cha verde (ECsy médio de 12,7 + 0,1 pg/ml; P < 0,005). Estes resultados indicam
que a actividade anti-radicalar da folha do marmeleiro ¢ significativamente inferior a do

extracto de chéa verde.

Nao foram encontradas diferencas significativas no potencial anti-radicalar de acordo com a

origem geografica ou o estado de maturacao.



Neste trabalho de monografia demonstra-se que a folha de C. oblonga ¢ uma fonte excelente e
economica de antioxidantes, podendo ser utilizada na prevencdo e/ou tratamento de doencas

nas quais os radicais livres estdo envolvidos.
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I. INTRODUCAO
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1.1 Enquadramento

Actualmente verifica-se que, nos paises menos desenvolvidos, as plantas medicinais
constituem a principal forma de resposta as necessidades de cuidados de saude. Contudo, este
nao ¢ um fendémeno caracteristico dos paises mais pobres, uma vez que na Europa, América
do Norte e Austrdlia as estatisticas mostram um crescente recurso a fitoterapia (Valentdo,
2002). No entanto, a utilizacdo de plantas medicinais baseia-se com frequéncia apenas no
conhecimento tradicional das suas acgdes. A inexisténcia de um suporte cientifico para a
actividade que lhes ¢é atribuida levou a que comecassem a ser desenvolvidos ensaios

biologicos dessas espécies de origem vegetal.

A presenca de agentes antioxidantes a nivel alimentar ¢ indispensavel, ndo s6 para a
preservagdo dos alimentos, mas também porque constituem um suplemento de defesa para o
organismo (Shi et al., 2001; Valentdo, 2002; Silva, 2005). De facto, muitas das acgdes
terapéuticas exibidas pelas plantas medicinais decorrem precisamente da sua actividade
antioxidante. De entre os diferentes tipos de compostos naturais, o grupo dos compostos
fenolicos e dos acidos organicos ¢, talvez, dos mais estudados, com actividade antioxidante
comprovada em diversos sistemas. Os fenois, tais como os acidos fenolicos e os flavonodides,
e o acido L-ascorbico (vitamina C), especialmente em associagdo com o acido citrico, sdao
reconhecidos como poderosos antioxidantes, prevenindo os danos provocados pelos radicais
livres (du Toit et al., 2001; Silva et al., 2004 ¢ 2008; Silva, 2005; Oliveira et al., 2007 ¢ 2008)
e, consequentemente, conferindo proteccdo contra doencas degenerativas cerebrais, como
Alzheimer, varios tipos de cancro, doengas cardiovasculares, infecgdes e sistema imunitario
debilitado, envelhecimento precoce, doengas dsseas, entre outras (Fattouch et al., 2007; Giada

e Filho, 2006; Silva et al., 2004 e 2008; Silva, 2005; Yildirim, 2006).

Quando submetidas a decocgdo, as folhas de Cydonia oblonga Miller sdo utilizadas pela
medicina popular devido as suas actividades sedativa, calmante, antipirética, antidiarreica,
antitassica, entre outras. No entanto, até a data existem muito poucos estudos fitoquimicos
realizados nas folhas de marmeleiro. Oliveira et al. (2007) verificaram que as folhas de
marmeleiro contém um perfil fendlico caracteristico, constituido por diversos ésteres do acido
cafeico com o acido quinico e heterosidos da quercetina e do campferol, alguns deles acilados
com acido p-cumarico. Em 2008, os mesmos autores determinaram o perfil em &4cidos

organicos desta planta medicinal, o qual ¢ constituido pelos acidos oxalico, citrico, malico,
2
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quinico, shiquimico e fumadrico (Oliveira et al., 2008). Destes estudos concluiu-se que a folha
de C. oblonga ¢ uma fonte excelente e muito econdmica de compostos bioactivos,

especialmente de compostos fendlicos (Oliveira et al., 2007 e 2008; Oliveira, 2008).

Tendo em consideracdo a grande abundancia de compostos fenolicos presente na folha de
marmeleiro ¢ de prever que a mesma tenha um consideravel potencial anti-radicalar, podendo

intervir na prevencao de doencgas nas quais os radicais livres estdo envolvidos.

1.2 Objectivos

Nesta monografia pretendeu-se efectuar o estudo do potencial antioxidante da folha de C.

oblonga. Assim, os principais objectivos foram:

e Proceder a uma revisdo na literatura cientifica sobre os compostos fenolicos e

respectiva actividade antioxidante;

e Adaptar o método extractivo e as técnicas de determinacdo da actividade antioxidante
(método de Folin-Ciocalteu e microensaio do sequestro do DPPH) a folha de

marmeleiro;

e Aplicar as referidas metodologias as doze amostras de folha de marmeleiro,
provenientes de duas zonas do Norte e Centro de Portugal (Carrazeda de Ansides e
Covilha, respectivamente), colhidas em dois meses distintos (Junho e Outubro de

2006);

e Comparar o poder redutor e a actividade anti-radicalar da folha C. oblonga com os do

cha verde (Camellia sinesis);

e Proceder a andlise estatistica dos resultados obtidos de forma a avaliar a possivel
influéncia da regido geografica de origem e do més de colheita na actividade

antioxidante desta folha.
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1.3 Plano geral

A monografia encontra-se estruturada em seis Capitulos.

No presente Capitulo procedeu-se ao enquadramento da monografia e apresentaram-se os

principais objectivos do trabalho.

Nos Capitulos 2 e 3, “Compostos Fenolicos” e “Actividade Antioxidante”, faz-se uma revisao
da literatura, no que concerne aos fundamentos tedricos e a importancia dos antioxidantes na
saide humana, nomeadamente dos compostos fenodlicos, e aos estudos fitoquimicos

previamente realizados no marmelo e na folha de marmeleiro.

A “parte experimental” ¢ apresentada no Capitulo 4 na forma de uma publicagdo. De salientar
que os resultados apresentados na referida publicacdo, referentes a avaliagdo do potencial
antioxidante da folha de marmeleiro, através da determinagdo do seu poder redutor e da sua
actividade anti-radicalar, foram obtidos no ambito do trabalho de investigacdo realizado na

presente monografia.

No Capitulo 5, “Consideracdes Finais e Conclusdes”, faz-se a sinopse deste trabalho.

Por ultimo, no Capitulo 6 ¢ apresentada uma listagem de todas as referéncias bibliograficas

citadas ao longo do texto.
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II. COMPOSTOS FENOLICOS
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2.1 Generalidades

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de, pelo menos, um anel benzénico
ligado directamente a um grupo hidroxilo livre (ou mais) ou envolvido numa outra func¢ao
(éter, éster, heterosidica) (Harbone, 1989; Bruneton, 1999). Podem existir sob formas
hidrossoluveis (quando associados a glucose, galactose, arabinose, ramnose, apiose, acidos
glucordnico e galacturdnico) situando-se em vactiolos celulares, ou sob formas poliméricas

menos polares (lenhinas) situadas na parede celular (Harbone, 1989).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios presentes em todos os tecidos vegetais.
As substancias encontradas em maior quantidade pertencem a classe dos acidos fenolicos,
flavonoides e taninos. Existem também isoflavondides, antraquinonas e xantonas mas em

quantidades mais baixas (Ribéreau-Gayon, 1968a; Harbone, 1989; Waterman e Mole, 1994a).

Pela sua ubiquidade e, simultaneamente pela sua composi¢ao caracteristica dentro dos grupos
botanicos, alguns compostos fenolicos podem ser considerados marcadores quimicos de
produtos fitoterapicos e de géneros alimenticios de origem vegetal, sobretudo de derivados de
frutos (Macheix et al., 1990; Spanos & Wrolstad, 1990 e 1992; Spanos et al., 1990; Simoén et
al., 1992; van Gorsel et al., 1992; Tomas-Lorente et al., 1992; Tomas-Barberan et al., 1993;
Oleszek et al., 1994; Vallés et al., 1994; Ooghe et al., 1994a,b; Garcia-Viguera & Bridle,
1995; Ooghe & Datavernier, 1997; Bengoechea et al., 1997; Larrauri et al., 1997; Andrade et
al., 1998 e 2000; Silva, 1999a,b; Silva et al., 2000a,b,c).

2.1.1 Acidos Fenolicos

Qualquer composto organico que possua, pelo menos, uma fun¢ao carboxilica € um hidroxilo
fendlico ¢ geralmente denominado de “acido fendlico” (Bruneton, 1999). Dentro dos acidos
fenolicos podemos encontrar os acidos hidroxibenzoicos (Figura 1) com sete atomos de

carbono e os dcidos hidroxicinamicos (Figura 2) com nove atomos de carbono.
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R OH
HO —@—CDU—I QM
R R

R = B* = H; icido p-hidraxibeaziico R = H; icido saicilico (o-hidroxibmziicd)
R = OH, B* = H; dcido protocablcuico R = OH; &ido genifsico

R = OCH,, B = H; dcido venilico

R = R = OH; ddido gihhico

R = B = OCHj; dcido siringjico

Figura 1 - Estruturas dos principais acidos hidroxibenzoicos.

COOH
HO /

RI
E=R'=H, dcido p-cumdrico
R=0H, R'=H, dcido cafeico
R =0CH;, I = H; acido ferilico
R =R'=QCH; dcido sindpico

Figura 2 - Estruturas dos principais acidos hidroxicinamicos.

Os acidos hidroxicinamicos podem existir sob a forma cis e trans devido a presenga da
ligacdo dupla na cadeia lateral. Os acidos hidroxicindmicos naturais sdao isomeros trans. Por
influéncia da luz, e até obtengdo de um equilibrio, os dois isdémeros podem facilmente
converter-se um no outro quando em solucdo (Ribéreau-Gayon, 1968; Valentdo, 2002). Estes
encontram-se normalmente na forma combinada. Um dos tipos de ligacdo mais frequente
corresponde a ligagdo éster entre a fungdo carboxilica do acido fendlico e uma fungao alcool
de um composto organico (Macheix et al, 1990). A combinagdo mais comum na natureza ¢ o
¢éster do acido cafeico e do 4cido quinico, denominado de acido 5-O-cafeoilquinico, também

conhecido por acido clorogénico (Figura 3) (Ribéreau-Gayon, 1968a; Valentao, 2002).
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HO
OH
HO
COOH
0
HO % 0O

HO

Figura 3 - Estrutura do acido 5-O-cafeoilquinico.

2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo caracterizados pela presenga de quinze dtomos de carbono e dois anéis
benzénicos que se encontram ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono, podendo ou
ndo formar-se um terceiro anel (Figura 4). Como se pode observar na Figura 4, os anéis
denominam-se por A, B e C, sendo o anel A formado “via acetato” e os anéis B e C pela “via

shiquimato” (Ribéreau-Gayon, 1968a, 1968c; Markham, 1989; Bruneton, 1999).

Figura 4 - Estrutura geral dos flavonoides.

Conforme a natureza da cadeia de ligacdo dos trés atomos de carbono, surgem diferentes

classes de flavonoides apresentadas na Figura 5.
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0

Flavanonas

Auronas Antocianidinas

Figura 5 — Principais classes de flavonoides.

Os flavondis sdo os compostos mais abundantes, sendo a quercetina o seu principal

representante (Figura 6) (Ribéreau-Gayon, 1968c; Harbone, 1989).

OH
OH

HO O

OH
OH O

Figura 6 - Estrutura da quercetina
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A forma heterosidica dos flavonoides confere a molécula propriedades menos reactivas e
maior solubilidade no suco vacuolar. Nos O-heterdsidos a ligag@o entre a genina e o aglcar
pode ser realizada a partir de qualquer grupo hidroxilo da genina. No entanto, geralmente o
hidroxilo da aglicona que efectua mais ligagdes € o da posicao 7 nas flavonas e das posigoes 3

e 7 nos flavonois e flavononodis.

A ocorréncia de C-heterdsidos ¢ menos frequente. Nestes as ligacdes sdo do tipo carbono-
carbono. A molécula de agucar liga-se ao carbono da posi¢do 6 ou 8 da genina (normalmente
flavonas). A parte glicosidica da molécula pode ser constituida por mono-, di- ou trissacaridos
lineares ou ramificados, sendo a D-glucose o principal agucar envolvido na glicosilagio.
Muito raramente esta por¢ao pode sofrer acilacdo com varias moléculas (acidos cinadmicos,
acido acético) formando-se uma ligacdo do tipo éster com um hidroxilo glucidico do

heterdsido (Ribéreau-Gayon, 1968a, 1968c; Bruneton, 1999).

2.2 Analise qualitativa de compostos fendlicos

A identificagdo de um composto deve ser realizada tendo em consideragdo varios critérios,
que incluem resultados obtidos em processos cromatograficos e determinagdes

espectrofotométricas e espectrométricas (Valentdo, 2002).

2.2.1 Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos podem ser utilizados com fins analiticos ou de isolamento,
fornecendo dados bastante relevantes para a identificacdo de compostos fenolicos. As técnicas
cromatograficas mais usadas sdo a cromatografia em camada fina (CCF), a cromatografia em

coluna (CC) e a cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

A CCF pode ser utilizada, a nivel preparativo, na separacdo de qualquer tipo de composto
fenolico. Neste tipo de cromatografia, apesar da diversidade de fases estacionaria e mével que
se podem usar, as mais utilizadas s3o a silica e celulose (fases estaciondrias) e o butanol

acético e o acido acético diluido (Harbone, 1989; Waterman e Mole, 1994b; Valentdo, 2002).
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Através da CCF ¢ possivel identificar compostos através da relacdo do seu valor de Ry (que
traduz a sua mobilidade na fase movel), encontrado para um determinado desenvolvente, com
a estrutura em causa. Espera-se que esse valor seja uma caracteristica reprodutivel da
substancia. No caso dos flavondides algumas relagcdes foram ja estabelecidas (Ribéreau-

Gayon, 1968d; Valentao, 2002):

e O aumento do numero de grupos hidroxilo diminui o R¢, quer em solvente
alcoodlico (butanol acético) quer em solvente aquoso;

e A metilagdo de grupos hidroxilo aumenta o Rg;

e A glicosilagao diminui o Ry em solvente alcodlico e aumenta-o em solvente
aquoso; a posi¢do do agtcar influencia o Ry geralmente os heterosidos de
flavonois com um grupo hidroxilo livre na posi¢ao 3 tém um Ry nulo em agua;

e A acilagdo com um &cido cinamico aumenta o Ry

A partir da observagao do cromatograma a luz natural e a luz UV (366 nm) pode-se também
chegar a algumas conclusdes. Assim, a luz natural, caso se observe uma cor azul estamos
perante um 4cido cinamico, enquanto que se observarmos uma fluorescéncia amarelada
estamos na presenca de um flavondide. Quando se expde o cromatograma a luz UV, caso
ocorra fluorescéncia azul estamos perante um acido cindmico e fluorescéncia amarela intensa

na presen¢a de um flavondide (Valentao, 2002).

No que diz respeito a CC, esta técnica ¢ amplamente usada para separar compostos fenolicos.
O enchimento da coluna ¢ normalmente de celulose ou silica, podendo também ser usadas em
alguns casos colunas de Sephadex, de resinas poliméricas ou de fase reversa. Neste tipo de
cromatografia a eluicdo ¢ feita a baixa pressdao havendo uma grande variedade de solventes. A
detec¢do neste caso pode ser realizada do mesmo modo que na CCF (Markham, 1989;

Waterman e Mole, 1994b; Valentao, 2002).

O HPLC ¢ em tudo semelhante a CC, mas desenvolve-se a pressdo elevada. Este tipo de
cromatografia possui um elevado nivel de resolu¢do, o que a leva a que seja usada em
investigagdes taxondmicas e defini¢cdes de perfis quimicos de plantas e derivados (Macheix et
al., 1990; Spanos & Wrolstad, 1990 e 1992; Spanos et al., 1990; Simoén et al., 1992; van
Gorsel et al., 1992; Tomas-Lorente et al., 1992; Tomas-Barberan et al., 1993; Oleszek et al.,
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1994; Vallés et al., 1994; Ooghe et al., 1994a,b; Garcia-Viguera & Bridle, 1995; Ooghe &
Datavernier, 1997; Bengoechea et al., 1997; Larrauri et al., 1997; Andrade et al., 1998 e 2000;
Silva, 1999a,b; Silva et al., 2000a,b,c; Silva, 2005).

Para a sua eclevada resolucdo sdo usadas fases estaciondrias com particulas de silica
(enchimento mais empregue) de pequeno didmetro (Sum) e revestidas com cadeias
carbonadas de 8 a 18 carbonos (fase reversa). A pressdo desenvolvida vai depender do
tamanho da particula e do comprimento da coluna. A sequéncia de elui¢do ¢ determinada pela
adsorc¢do na fase estaciondria hidrofobica e subsequente eluicdo com a fase movel (Ferreres et
al., 1989; Valentdo, 2002). As eluicdes podem ser desenvolvidas em gradiente ou em modo
isocratico, sendo a fase moével constituida por misturas de dgua e solventes organicos. O
solvente mais usado ¢ o metanol, mas geralmente também sdo incluidas nas fases moveis
pequenas quantidades de acidos (acético e formico) de maneira a impedir a ionizagdo de
grupos acidicos existentes na amostra ¢ a melhorar a simetria dos picos (Ferreres et al., 1989;
Valentao, 2002). Nestas condi¢des, os compostos mais polares sao os primeiros a eluirem.
Logo, os tempos de retencdo sdo inversamente proporcionais ao aumento da glicosilagdo, ou
seja, os diglicdsidos saem primeiro, depois os monoglicésidos e, por fim, os compostos ndo
glicosilados (Markham, 1989; Van Sumere, 1989). Mas o facto de ser um O-heterdsido ou C-
heterosido e a posicao da glicosilagao nos flavonoides leva a interferéncias na sua mobilidade

(Ferreres et al., 1989).

Uma vez que todos os compostos fenolicos absorvem na zona do UV, o detector de UV ¢
considerado como universal para este tipo de compostos. No entanto, a disponibilidade de um
detector de matriz de diodos aumenta largamente a possibilidade de identificacdo destes
compostos, permitindo ainda o registo de cromatogramas a diferentes comprimentos de onda.
Adicionalmente, este tipo de detectores faculta o espectro de UV de cada composto que,
juntamente com o tempo de retengdo, contituem dois pardmetros importantes no processo de

identificacao (Van Sumere, 1989; Waterman e Mole, 1994b; Valentao, 2002).

Por ser um método analitico sensivel, exacto e rapido, o HPLC constitui o processo de eleigao

para a analise qualitativa e quantitativa de compostos fendlicos.
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2.2.2 Métodos espectrofotométricos

Os compostos fendlicos sdo substidncias que contém nucleos aromaticos, muitas vezes
conjugados, levando a que apresentem um espectro de UV caracteristico. Todos os compostos
exibem um ou mais picos de absor¢do entre 230 a 290 nm ¢ a ioniza¢do provocada por uma
base induz um desvio batocromico (15-50 nm) acompanhado por um aumento de absorvéncia
(Harbone, 1989). Normalmente os espectros sdo obtidos a partir de solugdes metandlicas de

um composto puro (Markham, 1982; Waterman e Mole, 1994c).

Os 4cidos hidroxicindmicos absorvem em duas zonas, observando-se um primeiro maximo
entre 225 e 235 nm e dois outros entre 290 e 330 nm. A dupla absor¢do na segunda zona
aparece devido ao isomerismo cis € trans € a sua absorvéncia relativa depende da propor¢ao
de cada isomero. Os diferentes ésteres de um mesmo acido hidroxicindmico apresentam
espectros de absor¢do semelhantes, seja qual for a molécula com funcdo alcool da sua
estrutura. J& no caso dos heterosidos, os espectros de absor¢ao sao modificados em funcao da
natureza da ligacdo, mostrando espectros diferentes do acido hidroxicindmico correspondente

(Ribéreau-Gayon, 1968b; Harbone, 1989; Valentdo, 2002).

O espectro UV relativo aos acidos hidroxibenzoicos varia em fung¢do da hidroxilagdo dos
anéis benzénicos € possui apenas um maximo de absor¢ao entre os 235 e os 325 nm. Apenas

os acidos benzoicos di-hidroxilados possuem dois maximos de absorgao.

Em relagdo aos flavonodides, estes possuem duas zonas de absor¢do méaxima: entre 300 e 380
nm (banda I relacionada com os anéis B e C) e entre 240 e 280 nm (banda II associada ao anel
A). A posi¢do e a intensidade de cada um dos maximos fornecem dados importantes para
conhecer o tipo de flavonoide e o seu esquema de oxigenacdo. O espectro ¢ afectado
principalmente pela oxigenacdo, isto ¢, um aumento da oxigenagdo provoca um desvio das
bandas de absor¢ao para maiores comprimentos de onda (Mabry et al., 1970; Markham, 1982;
Markham, 1989). As modifica¢des relacionadas com a oxigenacao sao apresentadas, de forma

resumida em seguida (Markham, 1982; Valentao, 2002):

e Alteragdes no anel A reflectem-se na banda II, enquanto que as modificagdes nos

anéis B e C sdo reflectidas na banda I;
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e Um aumento de oxigenagdo, especialmente a hidroxilagdo, leva a um desvio

batocromico da banda correspondente;

e A metilagdo e a glicosilacio (especialmente dos hidroxilos em 3,5,7,4) levam a
desvios das bandas de absor¢ao para menores comprimentos de onda; nos glucdsidos,

o tipo de agucar nao tem influéncia;

e A presenga de acidos cindmicos como fungdes acilo num flavondide pode ser
detectada pela existéncia de um mdximo de absor¢cdo a 320 nm, caracteristico dos

acidos;

e A presenca do sistema 3°,4’-di-hidroxilo nas flavonas e flavonois ¢ geralmente

evidenciado por um segundo pico (por vezes uma inflexdo) na banda II.

Pode-se ainda obter informagdo adicional (localizagdo de hidroxilos livres e suas
substituigdes) apoOs adicdo de reagentes especificos ionizantes e quelantes que induzem

desvios nos espectros de UV (Valentdo, 2002).

2.2.3. Métodos espectrométricos

2.2.3.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressonincia magnética nuclear de protdo (RMN 'H) e de carbono (RMN "C) sdo dois
métodos importantes na andlise estrutural de compostos fenolicos. A RMN de 'H fornece
varias informagdes que permitem elucidar a estrutura dos flavondides, através dos valores de
desvio quimico (0), da integragdo dos sinais obtidos ¢ do valor das constantes de acoplamento

(J) (Markham, 1982; Markham, 1989; Valentao, 2002):

e Definicdo de relagdo entre os protdes do nucleo flavonico e, portanto, do
esquema de oxigenacao;

e Determinagao do niimero de grupos metoxilo;
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e Determinagdo do nimero de aglicares presentes, da posi¢cdo da sua ligagdo a
genina e da forma anomérica em que se encontram;
e Detecgdo de cadeias hidrocarbonadas, cujos valores de desvio quimico sdo

distintos dos encontrados para os restantes protdes da molécula flavonica.

Os dados sao normalmente registados entre 0 e 14 ppm, mas a parte mais informativa do
espectro corresponde a regido dos protdes aromaticos, 6-8 ppm, cujos valores de & e J irdo

geralmente definir o esquema de substitui¢do flavonoide (Valentdo, 2002).

\ 1 . . . . ~ ~ .
Quanto 8 RMN de "°C as suas principais aplicagdes sdo as seguintes:

Determinagdo do nimero e natureza dos carbonos da molécula;

e Identificacdo dos acucares e determina¢do da natureza da sua ligagcdo a
genina;

e Determinagdo dos locais de ligagdo interglicosidica;

e Identificacdo e localizagdo de substituintes acilo.

Os desvios quimicos dos carbonos flavonicos sdo influenciados principalmente pela sua
densidade electronica. Assim, carbonos com uma densidade electronica relativamente baixa,
tais como carbonos carbonilicos e carbonos aromaticos oxigenados, apresentam sinais a 130-

185 ppm, enquanto carbonos alifaticos mostram sinais entre os 0 ¢ 110 ppm (Valentdo, 2002).

2.2.3.2 Espectrometria de massa (EM)

A principal aplicacdo da EM ¢ a determinacao da massa molecular de um composto. A massa
exacta do 130 molecular permite calcular a composi¢ao elementar da substancia em andlise.
Da analise dos sinais resultantes da fragmentagdo do composto obtém-se importantes
informagdes para o esclarecimento da sua estrutura. Apesar de haver destrui¢do da amostra, a
grande vantagem deste método reside na reduzida quantidade de composto necessaria para

analise.
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Em geral o 1do molecular apresenta um pico de maior intensidade. Além deste, ¢ frequente a
observagio dos sinais M" -1 correspondente a perda de hidrogénio, M" -17 devido a perda do
hidroxilo, M" -18 originado pela perda de 4gua e M" -28 e M" -29, indicando a perda de CO e
CHO a partir da fungdo carbonilica. A existéncia de outros radicais na molécula (metilo,
metoxilo ou isopentenilo) também pode ser detectada pela presenca dos sinais
correspondentes a massa molecular subtraida da massa desses radicais (Hostettmann e

Hostettman, 1989; Markham, 1989; Valentao, 2002).

2.2.4 Métodos degradativos

Estes métodos ajudam na determinagdo estrutural de compostos. Para esse efeito citam-se

diferentes processos de hidrolise: 4acida, alcalina e enzimatica.

Na hidrolise 4cida ha ruptura das ligagdes hemiacetalicas, o que permite a distingdo de O- e
C-heter6sidos, uma vez que estes ultimos possuem maior resisténcia a hidrolise acida. O
tempo de hidrolise depende de varios factores, tais como a concentragao de acido, a natureza e
a posi¢ao do agucar no flavonoide. Na hidrolise alcalina ha ruptura das ligagdes tipo éster
(entre um 4cido aromatico e um hidroxilo fenoélico de uma genina ou um hidroxilo de um

agucar).

Por fim, a hidrdlise enzimatica ¢ util para estabelecer a natureza da ligacao do acticar a genina
(ligacdo a ou P). Apenas os agucares acilados e C-glicosidos sdo resistentes a hidrolise por

este método (Ribéreau-Gayon, 1968c e 1968d; Markham, 1982; Valentdo, 2002).

2.3 Analise quantitativa de compostos fendlicos

A analise quantitativa de compostos fenolicos baseia-se nas suas propriedades gerais,
nomeadamente na sua capacidade de sofrer oxidacdao, quelatar metais e absorver na zona do

UV-Vis (Macheix et al., 1990; Valentao, 2002).

A determinacdo dos fenois totais ¢ efectuada através da quantificacdo dos grupos hidroxilo
fenolicos que existem no extracto, recorrendo, por exemplo, ao reagente de Folin-Ciocalteu.

Este método envolve uma reaccdo de oxidagao-redugdo, em meio alcalino, na qual o ido
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fenolato ¢ oxidado e o complexo fosfotungstico-fosfomolibdico proveniente do reagente ¢
reduzido a uma mistura de 6xidos de tungsténio e de molibdénio, de cor azul. A intensidade
da cor que se desenvolve ¢ proporcional ao teor de compostos fenolicos (absor¢do méaxima a

725-750 nm) (Ribéreau-Gayon, 1968e; Waterman e Mole, 1994d; Valentao, 2002).

Este método, muito utilizado, apresenta algumas limitacdes (Harbone, 1989; Macheix et al.,

1990; Waterman e Mole, 1994d; Valentao, 2002), tais como:

e Inespecificidade - qualquer composto fendlico presente no extracto pode
sofrer oxida¢ao mas com reactividade distinta;

e Qualquer substincia com capacidade para sofrer oxida¢do pelo reagente
(acido ascorbico, agucares, ...) ira contribuir para a formacao da cor azul,
embora este problema possa ser diminuido através da prévia purificacdo do

extracto.

O HPLC revela-se o método mais indicado para a quantificacdo de compostos fendlicos pois
permite quantificar individualmente cada composto atendendo ao seu factor de resposta e a
area do seu pico cromatografico. Por vezes, a inexisténcia de substancias de referéncia, que
permitam definir as caracteristicas de absor¢do do composto, constitui um factor limitante

(Harbone, 1989; Macheix et al., 1990; Valentao, 2002).

2.4 Perfil fendlico da espécie Cydonia oblonga Miller

No que diz respeito a espécie Cydonia oblonga Miller, o perfil fenolico dos seus frutos
(Andrade et al.,, 1998 e 1999; Ferreres et al., 2003; Silva, 1999a e 2005; Silva et al.,
2000a,b,c, 2001, 2002a,b, 2003, 2004a,b,c, 2005a,b e 2006) e das suas folhas (Oliveira, 2008;
Oliveira et al., 2007) ja foi estudado.

Os compostos fendlicos foram determinados por HPLC/DAD/MS, uma técnica que ainda ¢
pouco aplicada em Portugal, tendo-se verificado que o perfil das varias partes do fruto, polpa,
casca e semente, ¢ bastante distinto (Figura 7): as polpas apresentam cinco compostos
fenolicos: os acidos 3-O-, 4-O- e 5-O-cafeoilquinicos e 3,5-O-dicafeoilquinico e a rutina
(Silva et al., 2002a, 2005a e 2008); as cascas contém treze compostos fenolicos: os cinco
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presentes nas polpas e ainda a 3-O-galactosilquercetina, o 3-O-glucosilcampferol, o 3-O-
rutinosilcampferol e cinco compostos parcialmente identificados (um glicésido do campferol,
dois glicosidos da quercetina acilados com acido p-cumaérico e dois glicoésidos do campferol
também acilados com acido p-cumarico) (Silva et al., 2002a, 2005a e 2008); as sementes
apresentam um perfil caracteristico, composto pelos mesmos acidos cafeoilquinicos e por

diversas flavonas C-glicosiladas (Figura 8) (Ferreres et al., 2003; Silva et al., 2005b e 2008).

Polpa

0 20 Time 40 80

0 20 Time 40 80
0.020

Figura 7. Perfil cromatografico da polpa, casca e semente de marmelo (350 nm) (adaptado de
Silva et al., 2008). (1) 4cido 3-O-cafeoilquinico, (2) acido 4-O-cafeoilquinico, (3) acido 5-O-
cafeoilquinico, (4) lucenina-2, (5) vicenina-2, (6) estelarina-2, (7) isoschaftésido, (8)
schaftosido, (9) 6-C-pentosil-8-C-glucosil crisoeriol, (10) 6-C-glucosil-8-C-pentosil
crisoeriol, (11) &cido 3,5-O-dicafeoilquinico, (12) 3-O-galactosilquercetina, (13) rutina, (14)
glicésido do campferol, (15) 3-O-glucosilcampferol, (16) 3-O-rutinosilcampferol, (17) e (18)
glicésidos da quercetina acilados com acido p-cumarico, (19) e (20) glicésidos do campferol

acilados com acido p-cumarico.
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3-O-galactosilquercetina | O-Galactose H H OH
Rutina O-Rutinose H H OH
3-0-glucosilcampferol O-Glucose H H H
3-O-rutinosilcampferol O-Rutinose H H H
Vicenina-2 H Glucose Glucose H
Isoschaftésido H Arabinose Glucose H
Schaftésido H Glucose Arabinose H
Lucenina-2 H Glucose Glucose OH
Estelarina-2 H Glucose Glucose OCH;
6-C-pentosil-8-C-glucosil H Pentose Glucose OCH;
crisoeriol
6-C-glucosil-8-C-pentosil H Glucose Pentose OCH;
crisoeriol

Figura 8 - Compostos fenolicos presentes nos frutos e nas folhas de Cydonia oblonga Miller

(adaptado de Silva et al., 2008).
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Em termos quantitativos, verificou-se uma maior abundanica do acido 5-O-cafeoilquinico na
polpa e de rutina na casca (Figura 9). Esta tltima apresentou um conteudo fenolico bastante
superior ao da polpa. Adicionalmente, verificaram-se diferencas muito significativas no teor
de todos os compostos fendlicos determinados na polpa e na casca de marmelo (Silva et al.,
2005a e 2008). Os acidos fenolicos foram mais abundantes nas polpas e os flavonodides nas

cascas (Figura 9).

3-CQA
4-CQA
5-CQA
3,5-CQA

Q-3-GAL

Q3-RUT 1

WPulp DOPeel
K-3-GLY

K-3-GLU

K-3-RUT
Q-GLY-
PC1
Q-GLY-
PC2
K-GLY-
PC1
K-GLY-
PC2

.‘:‘-:‘DD‘DD

o

10 20 30 40 50 60 70 0
Contelido %

Figura 9. Perfil fenolico quantitativo da polpa e casca de marmelo (%) (adaptado de Silva et
al., 2008). 3-CQA - écido 3-O-cafeoilquinico, 4-CQA - acido 4-O-cafeoilquinico, 5-CQA -
acido 5-O-cafeoilquinico, 3,5-diCQA - 4cido 3,5-O-dicafeoilquinico, Q-3-GAL - 3-O-
galactosilquercetina, Q-3-RUT - rutina, K-3-GLY - glicésido do campferol, K-3-GLU - 3-O-
glucosilcampferol, K-3-RUT - 3-O-rutinosilcampferol, Q-GLY-PC1 e Q-GLY-PC2 -
glicosidos da quercetina acilados com 4acido p-cumarico, K-GLY-PC1 e K-GLY-PC2 -

glicosidos do campferol acilados com é4cido p-cumarico.

Nas folhas de marmeleiro foram efectuados estudos por Polonia (1957), tendo sido isolado o
metilarbutésido. Posteriormente, De Tomasi et al. (1996b) isolaram e identificaram,

juntamente com os glicosidos do a- e do B-ionol, quatro glicosil flavondis: os 7-O-B-D-
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glucopirandsidos do 7-hidroxi-5"-metoxi-3,4 -metilenedioxiflavonol, do 5°,7-di-hidroxi-
3’,4’-metilenedioxiflavonol e do 4'7-di-hidroxi-3’,5 -dimetoxiflavonol e o 7-O-B-D-

galactopiranésido do 4',7-di-hidroxi-3",5 dimetoxiflavonol.

Recentemente, o perfil fenolico das folhas de C. oblonga foi caracterizado pela presenca de
nove compostos: os acidos 3-O-, 4-O- e 5-O-cafeoilquinicos e 3,5-O-dicafeoilquinico, a 3-O-
galactosilquercetina, a rutina (3-O-rutinosilquercetina), o 3-O-glicosilcampferol, o 3-O-

glucosilcampferol e o 3-O-rutinosilcampferol (Oliveira, 2008; Oliveira et al., 2007).

Em termos quantitativos, o conteudo fenolico total das folhas oscilou entre 4,9 ¢ 16,5 g/Kg de
peso seco. Os compostos fendlicos predominantes foram o acido 5-O-cafeoilquinico e a
rutina, cujos valores médios rondaram os 36,2% e os 21,1%, respectivamente (Oliveira, 2008;

Oliveira et al., 2007).

Os mesmos autores observaram diferencas significativas nos teores em dacidos 3-O-
cafeoilquinico e 3,5-O-dicafeoilquinico de acordo com a zona geografica de origem e o més
de colheita, sugerindo a possivel utilizacdo destes compostos fenolicos como marcadores

quimicos de origem geografica e/ou de maturacdo (Oliveira, 2008; Oliveira et al., 2007).

Estes estudos demonstraram que a espécie C. oblonga ¢ uma excelente fonte de compostos
fenolicos, sobretudo de derivados do acido cafeico e da quercetina, compostos bioactivos com

reconhecida actividade antioxidante.
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I11LACTIVIDADE ANTIOXIDANTE
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3.1 Generalidades

O organismo humano estd sujeito ao stresse oxidativo causado por espécies oxidantes
formadas nas células por agentes exdgenos ou geradas pelo proprio organismo. Entre as
biomoléculas alvo dessas espécies encontram-se os lipidos, proteinas e DNA. Os danos
oxidativos nestes componentes celulares podem resultar em alteragdes estruturais e/ou
funcionais de acidos nucleicos, proteinas, enzimas € membranas celulares. Se a lesdo for
suficientemente extensa pode levar & morte da célula. No entanto, as células do organismo
estdo protegidas em parte por antioxidantes de origem enddgena ou obtidos directamente da
dieta. A protec¢do enzimdtica baseia-se quase que exclusivamente na decomposi¢cdo de
peroxido de hidrogénio ou dismutacdo do radical superoxido. Cabe aos antioxidantes nao
enzimaticos, tais como tocoferdis, carotenodides e compostos fendlicos, entre outros, o papel
de impedir o ataque de radicais livres ou regenerar os danos causados em sistemas bioldgicos
essenciais. O mecanismo complexo de actividade anti e pro-oxidante destas substancias ¢é alvo
de extensos estudos cientificos contemporaneos, tendo em vista que o sucesso destas
investigagdes esta directamente relacionado com a melhoria da qualidade de vida do ser

humano.

Actualmente as espécies reactivas sao divididas em dois grandes grupos, as espécies reactivas

de oxigénio (ROS) e as espécies reactivas de azoto (RNS).

3.2 Espécies reactivas de oxigénio

O oxigénio pode ser considerado um bi-radical uma vez que possui um electrdo
desemparelhado em cada orbital mais externa. Normalmente, cerca de 95 a 98% do oxigénio
molecular consumido na cadeia respiratoria mitocondrial € reduzido pela adi¢do simultanea de

quatro electrdes formando-se agua:

0, +4H +4 ¢ — 2 H,0

No entanto, aproximadamente 2 a 5% do oxigénio utilizado nas mitocondrias sofre reducgao

univalente, ou seja, uma molécula recebe apenas um electrdo, o qual vai ocupar uma das
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orbitais externas, ao mesmo tempo que o outro continua desemparelhado, produzindo
intermediarios altamente reactivos. O radical superoxido (O,") é formado pela adi¢do de um

electrdo a molécula de oxigénio no estado fundamental (Acworth et al, 1997):

02 +e — 02._

Com apenas mais um electrdo adicionado a este radical, surge o anido peréxido (0,%), que
aquando a adi¢do de outro electrdo forma o radical hidroxilo (HO"). Por sua vez, o peroxido
de hidrogénio (H,0,) aparece como produto da redugdo do oxigénio por dois electrdes em

sistemas bioldgicos.

Denominam-se “radicais livres” as espécies quimicas que possuem um ou mais electroes
desemparelhados. E esta configuragdo que os torna altamente instaveis, quimicamente muito
reactivos € com um tempo de semi-vida curto (Ternay e Sorokin, 1997; Halliwell e
Gutteridge, 1990). O conceito de “espécies reactivas de oxigénio” ¢ mais amplo e abrange nao
apenas os radicais livres de oxigénio mas também espécies quimicas nio radicalares com
potencial oxidante. As espécies reactivas de oxigénio que apresentam maior relevancia em
sistemas biologicos sdo o radical superdxido (O,7), hidroxilo (HO"), peroxilo (ROO) e
alcoxilo (RO e as espécies ndo radicalares oxigénio singuleto (‘0,), peroxido de hidrogénio
(H20,) e acido hipocloroso (HCIO) (Halliwell e Gutteridge, 1999). A interconversdo entre

estas espécies reactivas de oxigénio estd esquematizada na Figura 10.

. t+ e Mieloperoxidase
HO e > H,0,"peridge ol
2 2~2 cl-
H++f Radical Peroxido de
hidroperoxilo hidrogénio

Hzo 4H* + 4e- 02

Catalase

e\
0, =3 H,0, ——» HO 2% H,0
SOD Reaccéo

) . de Fenton .
Radical Peroxido de Radical

superéxido hidrogénio hidroxilo

Figura 10 — Formagdo de espécies reactivas de oxigénio (adaptado de Acworth et al, 1997)
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Cada ROS tem um tempo de semi-vida diferente, sabendo-se que o radical hidroxilo ¢ o mais
reactivo e o que possui um menor tempo de semi-vida (10” segundos). Dada a sua elevada
reactividade e baixa capacidade de difusdo, o radical hidroxilo ataca moléculas proximas ao
local onde ¢ formado, essencialmente lipidos. Este radical é capaz de abstrair um hidrogénio
das duplas ligagdes dos acidos gordos presentes nas membranas celulares, iniciando-se assim
o processo de peroxidacao lipidica. No caso do radical peroxilo, este tem um tempo de semi-
vida mais longo, o que significa que podera sair do local onde ¢ produzido e exercer o seu

efeito toxico noutros locais na célula (Myers, 1997).

Oxigénio singuleto

Quando o oxigénio absorve energia pode passar ao estado de oxigénio singuleto ('O,). Esta
espécie pode ser formada nos alimentos ou na pele através de reac¢des de fotossensibilizagao
ou formada no olho associada ao desenvolvimento de cataratas. Pode também ser produzida
durante a fagocitose, através da reacgdo entre o ido hipoclorito e o perdxido de hidrogénio

(Acworth et al, 1997)

Radical superoéxido

Como ja foi referido, este radical ¢ formado pela adi¢do de um electrdo a molécula de
oxigénio. Esta espécie é gerada em varios processos no nosso organismo, nomeadamente na
cadeia respiratoria mitocondrial, via xantina oxidase (que forma este radical através da
conversdao de hipoxantina em xantina e da xantina em 4cido urico), via NADPH oxidase em
células fagociticas, tendo um papel importante na protec¢do do organismo contra certas
estirpes bacterianas, via sintese de prostaglandinas no reticulo endoplasmatico liso e no

sistema enzimatico citocromo P450 (Myers, 1997; Acworth et al, 1997).

Apesar de ndo ser um radical muito reactivo, ¢ considerado toxico uma vez que estd
envolvido na formacao de outras ROS bastante reactivas, nomeadamente o radical hidroxilo
(reaccdo de Haber-Weiss) e o peroxinitrito (ONOQO") por reac¢do com o monodxido de azoto

(NO").
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Peroxido de hidrogénio

Uma outra espécie reactiva de oxigénio ¢ o peroxido de hidrogénio. Esta espécie ¢ formada in
vivo através da dismuta¢do do radical superdxido catalizada pela enzima superoxido

dismutase (SOD) (Acworth et al, 1997):

20,7 +2H — H0,+0,

O perdxido de hidrogénio embora seja uma espécie pouco reactiva, ¢ capaz de inactivar
enzimas, principalmente por oxidacdo de grupos tiois essenciais. No entanto, o seu maior
poder oxidante ¢ indirecto, como gerador do radical hidroxilo (reac¢do de Fenton) e pela

interac¢do com o radical superéxido (reaccdo de Haber-Weiss) (Acworth et al, 1997).

Radical hidroxilo

Este radical pode ser gerado nas células através das reacgdes de Fenton e de Haber-Weiss, na

presencga de metais de transi¢do, sendo o ferro e o cobre os mais importantes in vivo:

Cu®'/Fe+0," —  Cu'/Fe*+0,

Cu”"/Fe’"+H,0 —  Cu'/Fe’® +HO +OH  Reaccdo de Fenton

H,0, + 0, — HO + OH + O, Reacc¢ao de Haber-Weiss

O radical hidroxilo pode também ser formado pela reaccdo do anido superoxido com o
monoxido de azoto. O produto desta reac¢do, o anido peroxinitrito (ONOQY), é protonado e

decompde-se a dioxido de azoto e radical hidroxilo (Acworth et al, 1997).

Outra via possivel para a formagdo deste radical envolve a redug¢do univalente do 4cido

hipocloroso pelo anido superéxido (Koppenol, 1997):

0, + HOCI — HO +0,+Cl™
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O radical HO" mostra uma pequena capacidade de difusdo e é considerado o mais reactivo na
inducdo de danos oxidativos nos componentes celulares. Este radical reage prontamente,
podendo levar a um efeito de extrema toxicidade, via, por exemplo, peroxidacdo dos lipidos
das membranas celulares e quebra e modificacdo das bases de DNA levando a alteragdes na

expressao genética (Richter, 1997).

Radicais peroxilo e alcoxilo

A decomposicao dos perdxidos, seja por aquecimento ou na presenca de ides metalicos, gera

radicais peroxilo (ROO) e alcoxilo (RO"):

ROOH + Fe** — RO, + H' + Fe**

ROOH + Fe** — RO’ + HO + Fe**

Acido hipocloroso

O é4cido hipocloroso pode ser formado a partir da reac¢do do peréxido de hidrogénio com ido

cloro catalizada pela enzima mieloperoxidade existente nos neutréfilos (Halliwell, 1991).

H,O, + CI' — HOCI1 + HO

E um agente antibacteriano com forte actividade oxidante. Nos fluidos humanos oxida o
residuo de metionina da a;-antiproteinase (responsavel pela inibicdo da elastase). Mesmo em
concentragdes baixas tem capacidade para danificar e induzir a destruicdo celular através da
oxidagdo do grupo tiol das proteinas da membrana plasmatica levando a alteragdo das suas

funcdes (Cochrane, 1991).

As ROS sdo formadas a partir do oxigénio, o que constitui um verdadeiro paradoxo, pois ao
mesmo tempo que ¢ indispensavel a vida, pode, todavia, ser causa da morte ou do
desenvolvimento de doengas, uma vez que se trata de um dos mais importantes geradores de

radicais livres no organismo (Halliwell e Gutteridge, 1999). As ROS podem ser altamente
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toxicas quando em excesso, causando a oxidagcdo de biomoléculas tais como proteinas,
lipidos, DNA e a ruptura da homeostasia celular. As ROS por reagirem com a maioria das
moléculas do organismo, sdo capazes de interferir nos processos biologicos, causando
diversas doencas, mutagdes, envelhecimento, entre outras alteragdes (Halliwell e Gutteridge,

1999).

3.3 Espécies reactivas de azoto

A designacdo “espécies reactivas de azoto” inclui espécies radicalares como o mondxido de
azoto (NO") e o radical didxido de azoto (NO;), mas também compostos ndo radicalares
como o trioxido de diazoto (N,Os3), tetréxido de diazoto (N,O3), anido nitrito (NO;’), anido
nitrato (NOj"), anido nitrocarbonato (O,NOCO;"), anido nitrosoperoxicarbonato (ONO,CO;")
e anido peroxinitrito (ONOQO") (Halliwell e Gutteridge, 1999). A interconversdo entre estas

espécies reactivas esta esquematizada na Figura 11.

. +CO - R
N,O, ONOO —=2» ONOOCO, <«—> OONOCO,
Tetr6xido de Ani&o peroxinitrito Anigo Ani&o nitrocarbonato

diazoto nitrosoperoxicarbonato

A

*O,

NO3' < NOZ- < N02 «— NO —*® 5 NO > N02
Anido nitrato Ani&o nitrito Radical diéxido Radical monéxido Oxido nitroso

de azoto de azoto

L-citrulina

NOS

* L-arginina

Triéxido de
diazoto

Figura 11- Formagao de espécies reactivas de azoto (adaptado de Acworth et al, 1997)

Como mostra a Figura 11, o radical NO pode ser produzido a partir da L-arginina por ac¢do
da enzima sintetase do monoxido de azoto (NOS) (Acworth et al, 1997). O NO' também pode
ser formado na reacc¢do do 4cido nitroso com a agua. O acido nitroso promove a desaminagao
das bases do DNA que contém o grupo NH, livre. O monoxido de azoto ndo ataca

directamente o DNA, mas pode reagir com o radical superdéxido formando o anido
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peroxinitrito. E o peroxinitrito que pode sofrer reacgdes secundarias, formando compostos
capazes de nitrar aminoacidos aromaticos e as bases do DNA, em particular a guanina

(Eiserich et al., 1996; Halliwell et al., 2000).

3.4 Danificacdo oxidativa

A condigdo fisiologica da célula exige o equilibrio entre as condigdes pro-oxidante e
antioxidante. A formacdo de espécies oxidantes in vivo ocorre durante os processos de
transferéncia de electrdes que ocorrem no metabolismo celular, e pela exposi¢do a factores
exdgenos, tais como as radiagdes gama e ultravioleta, poluentes do ar, medicamentos, dieta e
tabaco. Contudo, a concentracdo destas espécies pode aumentar devido a um aumento de
producado intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (Cerutti et al., 1994).
Quando o balan¢o normal ¢ deslocado a favor da condi¢ao oxidante, a célula entra numa
situacdo denominada de stresse oxidativo, tendo como consequéncia que as ROS e RNS
formadas nas células podem causar danos nos lipidos, proteinas e acidos nucleicos (Liebler e
Reed, 1997; Sies, 1993). Dessa forma, os radicais livres e o stresse oxidativo encontram-se
envolvidos numa série de fendémenos fisiologicos e patoldgicos do nosso organismo, tais
como o envelhecimento, o cancro, a aterosclerose, a diabetes, a anemia hemolitica ¢ doengas
neurodegenerativas, incluindo a doenga de Alzheimer (Halliwell e Gutteridge, 1999; Loo,

2003; Giasson et al., 2002).

A peroxidagdo lipidica ¢ a consequéncia mais estudada do stresse oxidativo. O radical
hidroxilo ¢ capaz de abstrair um hidrogénio das duplas liga¢des dos acidos gordos presentes
nas membranas celulares, iniciando-se assim o processo de peroxida¢ao lipidica (Figura 12).
O radical lipidico (L") formado é convertido sucessivamente a radical peroxilo (LOO") pela
entrada de O,, a hidroperéxido (LOOH) e a radical alcoxilo (LO’) pela reac¢do de Fenton. A
consequente fragmenta¢do da origem a hidrocarbonetos como o etanol e a aldeidos como o 4-
hidroxinonenal e o malonildialdeido. Este processo propaga-se ciclica e continuamente, dado
que estdo constantemente a formar-se radicais lipidicos (L"). O termo do processo ocorre
quando h4 uma condensag¢do de radicais ou a interven¢do de sistemas de defesa antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Como consequéncias da peroxidagdo lipidica ocorre alteragao
da fluidez das membranas (devido a modificacdo dos locais de insaturag¢do) e cross-linking

(alteracao das proteinas das membranas celulares). Além destas alteragdes, os produtos da
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fragmentacdo dos lipidos das membranas sdo considerados toxicos as células (Ternay e

Sorokin, 1997; Sevanian e McLeod, 1997).

Os danos no DNA causados por ROS envolvem a clivagem da ligacao fosfodiéster, alteragao
da ribose e oxidagdo de bases. Deste modo, o stresse oxidativo parece estar envolvido em

processos de mutagénese, carcinogénese e envelhecimento, entre outras alteragoes.

(I)' o
O—Il’—o—c113c113>~1(c'u3)3' 0—P—0—CH,CH,N(CHs); 0O
0 0 (I)

| ‘
Hy C—CH—CH, H,C—CH—CH, H, C—CH—CH,
0 (l) g9 o0
L : s [
MEIO AQUOSO (I):Ll %:U 0:(|' (I:() 0:‘? C=0 Interface da membrana

(lJ.
—P—O—CH, CH,N(CHy )5

MEIO HIDROFOBICO

ROS / RNS -

Fosfatidilcolina Radical Lipidico (L") Radical peroxilo (LOO")

Figura 12— Representacdo esquematica do ataque de ROS ou RNS aos lipidos das

membranas celulares (adaptado de Barreiros et al., 2006)

3.5 Defesas antioxidantes

Qualquer organismo aerdbio tem a capacidade de criar sistemas de protec¢do de maneira a
tentar minimizar os estragos causados por agentes oxidantes que podem ser resultantes, por

exemplo, do metabolismo celular do oxigénio.
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Um antioxidante ¢ definido como uma substincia que, quando presente em baixas
concentragdes comparativamente as de um substracto oxidavel, atrasa ou inibe
significativamente a oxida¢do desse substracto (Halliwell e Gutteridge, 1995). Como
exemplos de substractos oxidaveis nas células temos as proteinas, os lipidos, os hidratos de

carbono € o DNA.

Os antioxidantes que representam a defesa dos organismos contra as ROS sdo divididos em
dois tipos principais, 0s enzimaticos € os ndo enzimaticos. As enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase representam a principal defesa enzimatica nos organismos
superiores. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem moléculas hidrossoliveis, como a
glutationa e o 4cido ascérbico, moléculas lipossoluveis, como o a-tocoferol e o B-caroteno,
compostos fenodlicos, entre outros (Halliwell e Gutteridge, 1999; Liebler e Reed, 1997). Os
antioxidantes podem também ser divididos em quatro categorias, mediante o seu modo de

actuagdo in vivo (Sies, 1993):

(i)Antioxidantes preventivos que previnem a formagdo dos radicais livres
mediante a quelatacdo de metais ou inibi¢do de enzimas geradoras de radicais
livres. Como exemplo cita-se a quelatacdo de ides metdlicos pela ferritina,
transferrina e ceruloplasmina, evitando desta forma a ocorréncia da reac¢do de

Fenton;

(il)Antioxidantes sequestradores de radicais que interceptam os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exodgenas, formando um produto
estavel, impedindo o inicio da peroxidagdo lipidica e interrompendo a propagacao

da cadeia de radicais. Sdo exemplo disso o ascorbico e o a-tocoferol.

(iii)Antioxidantes que reparam as lesdes causadas pelos radicais, particularmente

os danos oxidativos do DNA;

(iv)Ha ainda antioxidantes que proporcionam uma adaptacdo do organismo em
resposta a geragao desses radicais, com o aumento da sintese de enzimas

antioxidantes.
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3.5.1 Antioxidantes enzimaticos

Superoéxido dismutase (SOD)

A superdxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloenzima que protege as células aerdbias da acgdo
do radical superdxido, catalisando a conversdo deste em peroxido de hidrogénio (Somani et

al, 1997):

20,7+2H° P, H,0,+0,

A SOD encontra-se presente em todos os tecidos, sendo a sua actividade particularmente
elevada no figado e rim. Pode conter diferentes grupos prostéticos metalicos, sendo os mais
comuns: o cobre e 0 zinco presentes na enzima citoplasmatica (Cu,Zn-SOD) e o manganés

presente na enzima mitocondrial (Mn-SOD) (Somani et al., 1997).

Catalase

A catalase exerce uma dupla fungdo: (i) catalisa a decomposicao do H>O, em agua e oxigénio
molecular e (ii) a oxidagdo de dadores de hidrogénio com consumo de perdxido (accio

peroxidica) (Somani et al., 1997).

2 H202 Catalase 2 H20 4 02
AH2 + H202 Catalase A + 2 HZO

A catalase ¢ uma enzima citoplasmatica normalmente presente nos peroxissomas. Encontra-se
no figado e rim em niveis relativamente elevados (Somani et al., 1997). Tem a mesma acgao
que a glutationa peroxidase ao metabolizar o perdxido de hidrogénio, mas ¢ mais activa que

esta quando o H,O, est4 presente em elevadas concentragdes (ordem dos milimolar).
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Glutationa peroxidase (GSHPXx)

A glutationa peroxidase dependente do selénio catalisa a redu¢do de peroxido de hidrogénio e
de hidroperoxidos organicos em dgua. Nesta accdo, a GSHPx utiliza a glutationa (GSH) como

cofactor (Somani et al., 1997).

2 GSH + H,0, S8 [ GSSG + H,0

2 GSH + ROOH S88P* | GSSG + H,0 + ROH

Esta enzima encontra-se em grande quantidade quer no citoplasma quer na mitocondria. E
importante realgar que a nivel mitocondrial ndo existe catalase e, por isso, a glutationa
peroxidase exerce ai um papel fundamental na metabolizagdo do peroxido de hidrogénio
(Halliwell e Gutteridge, 1999). No citoplasma a GSHPx ¢ mais activa que a catalase quando

as concentragdes de peroxido de hidrogénio sdo da ordem dos micromolar (Kaul et al., 1993).

A glutationa redutase (GR) regenera a glutationa na forma reduzida a partir da sua forma
oxidada, utilizando o NADPH como cofactor (Somani et al., 1997; Halliwell e Gutteridge,
1999):

GSSG + NADPH + H" —S®_, 2GSH + NADP"

A GR ¢ uma enzima citosodlica essencial na manuten¢do da razdo de GSH/GSSH num nivel

elevado, para que a célula possa ser capaz de combater situacdes de stresse oxidativo.

As enzimas antioxidantes apresentam cooperagdo sinérgica para manter os niveis de ROS
dentro de limites fisiologicos. A catalase e a SOD actuam principalmente em regides
hidrofilicas, enquanto o sistema GSHPx protege regides hidrofobicas, com especificidade

para peroxidos lipidicos (Michiels et al., 1994).
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3.5.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Hé4 uma variedade de moléculas que protegem alvos biologicos da oxidagdo, incluindo
algumas do proprio organismo e outras exdgenas, sintéticas ou naturais (Sies, 1993). Varios
antioxidantes exodgenos, componentes da dieta, sdo essenciais na protec¢dao contra as ROS e
RNS de compartimentos apolares e polares do meio bioldgico. Como exemplo citam-se o
acido ascorbico, o a-tocoferol, carotenodides e compostos fenolicos encontrados em alimentos

de origem animal e vegetal, os quais constituem um grupo heterogéneo de antioxidantes.

Glutationa

A glutationa (y-glutamilcisteinilglicina) ¢ um antioxidante hidrossoluvel, reconhecido como o
tiol ndo proteico mais importante nos sistemas vivos (Sies, 1999). Encontra-se presente em
praticamente todas as células de mamiferos, onde a sua concentragdo intracelular é
relativamente alta (entre 0,5 ¢ 10 mM), sendo o figado o 6rgdo mais rico neste tripeptideo

(Kretzschmar e Klinger, 1990).

( )
4 D |SH 4 )
NH, H H CH, H
o | é | Y é
o=(|3—(|3—| —(|:— ﬁ—— r|\1— —|c|:——r|\|— |—|c:o
OHH H H O H H O|H H OH
(. v N-
- J
GLUTAMATO CISTEINA GLICINA

Figura 13- Estrutura da glutationa

Pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou dimerizada (GSSG; forma oxidada da GSH).
Em situagdes normais, a GSSG representa apenas uma pequena fraccdo da glutationa total
(5%). No entanto, em situagdes de stresse oxidativo, a razdo GSH/GSSG pode estar
diminuida, uma vez que a GSH ¢ consumida com formagao de GSSG. A glutationa na forma

oxidada pode ser reduzida a GSH por ac¢ao da enzima glutationa redutase.
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Em virtude da sua reactividade devida ao grupo SH presente no residuo de cisteina, a GSH
tem um papel importante na homeostase celular e na protec¢do contra varios agressores
celulares (DeLeve e Kaplowitz, 1991). A glutationa pode reagir com espécies reactivas de

oxigénio de duas formas (Sciuto, 1997):

e actuar como redutor, originando GSSG, mediante reaccdo catalisada pela

glutationa peroxidase, ou

e reagir directamente com os radicais, com transferéncia do electrdo livre para a

GSH, levando a formagao do radical livre glutationilo (GS"):

GSH+R" — GS +RH

Posteriormente, o radical GS™ pode dimerizar e formar GSSG:

GS'+GS" — GSSG

Adicionalmente, a GSH ¢ também importante para a manuten¢do do equilibrio sulfidrilo-
dissulfureto proteico e do potencial redox celular que ¢ essencial para a funcionalidade de
certas proteinas, nomeadamente enzimas, como as ATPases dependentes de Ca®" (vitais para

a manutencao dos niveis plasmaticos de calcio livre).

A GSH funciona ainda como sequestrador nucleofilico de varios compostos e dos seus
metabolitos, através de mecanismos quimicos e enzimaticos (mediado pela glutationa-S-
transferase), ligando-se covalentemente a centros electrofilicos. Estd igualmente envolvida na
regeneracdo do 4cido ascorbico e do a-tocoferol e na inibi¢do da peroxidacdo lipidica (Sciuto,

1997).

Acido ascorbico

O 4cido ascorbico ou vitamina C ¢ frequentemente encontrado no nosso organismo na forma

de ascorbato. Por ter caracteristicas hidrofilicas, estd localizado nos compartimentos aquosos
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dos tecidos. E um composto que o organismo humano ndo consegue sintetizar, logo ¢

necessario incluir na dieta (Salem e Baskin, 1997).

Por ser um bom agente redutor, o acido ascorbico pode ser oxidado pela maioria das ROS e
RNS geradas nos compartimentos aquosos dos tecidos (Somani et al, 1997). A sua oxidacao
produz inicialmente o radical semidesidroascorbato, que ¢ pouco reactivo (Figura 14). Este
radical pode ser regenerado a ascorbato ou a partir de duas moléculas pode haver formagao de
acido desidroascorbico, que podera ser posteriormente reduzido a acido ascorbico através da
glutationa (Ternay e Sorokin, 1997; Liebler e Reed, 1997; Barreiros et al., 2006). A vitamina
C estd igualmente envolvida na regeneragdo da vitamina E. Por outro lado, dada a sua
capacidade para reduzir metais de transi¢do, o acido ascorbico pode actuar como pré-oxidante

quando em baixa concentracao.

0] 0
HO. ) ‘o
5 | 0 ROS / RNS ’ 0]
0 NADPH semidesidro 0
CHOH ascorbato redutase (l.‘HOH
CH,0OH CH,OH
Ascorbato Semidesidroascorbato
+ H+
Sistema de regeneragado
pela GSH
0] 0O
Oy, HO.
0 + | ‘@
& .
(0] O
([IIE()H (‘_‘HOH
CH,OH CH,OH

Desidroascorbato Ascorbato

Figura 14 — Ciclo oxidativo do ascido ascorbico (adaptado de Barreiros et al., 2006)
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Vitamina E

A vitamina E ¢ constituida por uma mistura de quatro tocoferois, sendo o alfa-tocoferol o
mais activo (Halliwell e Gutteridge, 1999; Liebler e Reed, 1997). O a-tocoferol ¢ o principal
antioxidante lipossoluvel presente em todas as membranas celulares e actua na protec¢ao

contra a peroxidacao lipidica (Salem e Baskin, 1997).

Como se pode ver na Figura 15, o a-tocoferol possui um grupo hidroxilo na sua estrutura.
Este grupo perde facilmente o hidrogénio, tornando-se a molécula de eleicao para os radicais
peroxilo e alcoxilo formados durante a peroxidacdo dos lipidos das membranas. Ha entdo

formagdo de um novo radical a-tocoferilo (a-tocoferol-O) que € pouco reactivo.

a-tocoferol-OH + LOO’/L" — a-tocoferol-O" + LOOH/LH

Este radical, apds migrar para a superficie membranar, ¢ regenerado a a-tocoferol pelo acido

ascorbico ou glutationa (Liebler e Reed, 1997) (Figura 15).
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Figura 15 — Representagdo esquematica da protec¢do do a-tocoferol e ascido ascorbico no
processo de peroxidacdo lipidica induzida por ROS ou RNS (adaptado de Barreiros et al.,

2006).

Carotendides

Os carotenoides que incluem o a, B, y e d-caroteno sdo antioxidantes lipossoluveis abundantes
em plantas verdes, cenouras e outros vegetais. O B-caroteno (Figura 16) ¢ o mais importante

precursor da vitamina A (Ternay e Sorokin, 1997).

Figura 16- Estrutura do B-caroteno (adapatado de Seabra et al., 2006)
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A vitamina A tem fraca acc¢do antioxidante e ¢ incapaz de actuar sobre o oxigénio singuleto,
mas o B-caroteno diminui a formagdo desta espécie in vivo e ajuda a remover outras ROS ja

formadas.

3.5.3 Compostos fenodlicos

A accdo antioxidante dos compostos fendlicos assenta essencialmente no elevado potencial
que apresentam para sequestrar radicais livres, tais como, os radicais superoxido, hidroxilo e
peroxilo (Halliwell, 2000; Yanishlieva-Maslarova, 2001). Os compostos fenolicos ndo reagem
rapidamente com o perdxido de hidrogénio mas sdo capazes de sequestrar o oxigénio

singuleto e o 4cido hipocloroso (Paya et al. 1992; Halliwell, 2000).

Uma outra propriedade dos compostos fendlicos ¢ a possibilidade de quelatarem ides
metalicos (Rice-Evans et al., 1995; Decker, 1997; Brown et al.,1998; Croft, 1998). Os
compostos fenolicos podem ainda interagir sinergicamente com outros antioxidantes como o

acido ascorbico e o a-tocoferol (Croft 1998; Liao e Yin, 2000, Shi et al., 2001).

Na natureza sdo numerosos os compostos de natureza fenolica, sendo os mais abundantes os
acidos fendlicos e flavonoides, estando ambos presentes em frutos e legumes (Silva, 1999a;

Silva et al., 2000; Shi et al., 2001; Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

Acidos fenolicos como antioxidantes

Os 4acidos fendlicos estdo divididos em dois grupos: (i) os derivados do 4cido
hidroxicindmico, que possuem um anel aromatico com uma cadeia lateral constituida por 3
carbonos e (ii) os derivados do 4acido hidroxibenzdico, que possuem grupo carboxilico ligado
ao anel aromatico. Os acidos p-cumdrico, ferulico, cafeico e sinaptico sdo os hidroxicindmicos
mais comuns na natureza. Estes acidos existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres,
como por exemplo o 4cido clorogénico (4cido 5-O-cafeoilquinico) cuja molécula ¢ constituida
pelo acido quinico esterificado com o acido cafeico. Também sdao encontrados na forma de
glicésidos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular e, raramente, como

acidos livres (Tapiero et al., 2002).
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No grupo dos acidos hidroxibenzodicos, destacam-se os acidos protocatéquico, vanilico,
siringico, gentisico, salicilico, elagico e galhico (Silva, 1999a; Silva et al., 2000a; Valentao,

2002; Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

A posi¢do e o numero de grupos hidroxilo presentes na molécula sdo determinantes na
actividade antioxidante destes compostos (Figura 187). O hidroxilo do &cido ferulico existente
na posicdo orto com o grupo metoxilo, dador de electrdoes, ¢ um factor que aumenta a
estabilidade do radical fenoxilo e aumenta a eficiéncia antioxidante do composto (Cuvelier et
al, 1992). A presen¢a de um segundo hidroxilo na posi¢do orto ou para também aumenta a
actividade antioxidante. O acido cafeico, que apresenta essa caracteristica, possui uma
actividade antioxidante maior do que o ferulico (Chen e Ho, 1997). O efeito sequestrante do
radical hidroxilo parece estar directamente relacionado aos grupos hidroxilo localizados na

posicdo para no anel aromatico.

R= R = H; dcido p-cmidrico
R=0H, B' = H; &cido caleico
R=0CH,, ' = H; #ido finilico
R =R = OCHy, dcido sinpico

Figura 17- Relagdo estrutura-actividade antioxidante dos acidos fenolicos (adaptado de

Valentao, 2002).

Os 4cidos sinaptico, ferulico e p-cumarico sdo antioxidantes mais eficazes do que os
derivados do acido benzdico, tais como acido procatéquico, siringico e vanilico. Isso deve-se
a dupla ligacao presente na molécula dos derivados do éacido cinamico (-HC=CHCOOH)
(Silva, 2005; Silva et al., 2004b; Valentdo, 2002) (Figura 17), que participa da estabiliza¢do

do radical por ressonancia de deslocamento do electrdo desemparelhado, enquanto que os
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derivados do 4cido benzoico ndo apresentam essa caracteristica (Natella et al., 1999;

Wanasundara et al., 1994).

Flavondides como antioxidantes

A actividade antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura quimica, estando
associada as seguintes caracteristicas estruturais: (i) padrdo de substitui¢do orto-di-hidroxi no
anel B (grupo catecol), (i1) ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 e grupo carbonilo em 4, no
anel C, e (iii) grupos hidroxilo em 3, no anel C, e em 5 e 7, no anel A (Valentao, 2002, Silva,

2005; Silva et al., 2004b) (Figura 18).

Figura 18- Relagao estrutura-actividade antioxidante dos flavondides (adaptado de Valentao,

2002).

A actividade sequestradora de radicais esta directamente ligada ao potencial de oxidagdo dos
flavonoides e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor o potencial de oxidacao do
flavondide, maior ¢ sua actividade como sequestrador de radicais livres. Flavondides com
potencial de oxidagdo menor que o do Fe'" e Cu*" e seus complexos podem reduzir esses
metais, sendo potencialmente pré-oxidantes, tendo em vista que o Fe*" e o Cu” participam da
reaccdo de Fenton geradora de radicais livres. Por outro lado, quanto maior for o nimero de
grupos hidroxilo, maior serd a actividade como agente dador de protdes e de electrdes.
Flavondides monohidroxilados apresentam actividade muito baixa, por exemplo a 5-hidroxi-
flavona tem actividade abaixo dos limites de detec¢do. As flavonas que possuem apenas um

hidroxilo em 6, 3" ou 4’, assim como as flavanonas que apresentam apenas um hidroxilo em
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2°,3", 4" ou 6 também mostram fraca actividade. Nos estudos realizados verificou-se que para
haver proteccdo das membranas contra o stresse oxidativo ¢ necessario no minimo dois
grupos hidroxilo fendlicos no flavonodide, tendo sido demonstrando que os
monohidroxiflavonoides ndo sdo efectivos. Entre os flavondides diidroxilados, aqueles que
contém o grupo catecol (3,4’ -diidroxi) no anel B possuem maior actividade sequestradora de
radicais livres (Fukumoto e Mazza, 2000; Burda e Oleszek, 2001). Como mostra a Figura 19,
a oxidagdo do flavondide ocorre no anel B quando o catecol esta presente, originando um
radical orto-semiquinona relativamente estavel devido a estabilizagdo do electrdo
desemparelhado. Este radical semiquinona pode reagir com um segundo radical (R’) e

originar uma quinona (Rice-Evans et al., 1996, Pietta, 2000, Seabra et al., 2006).

Figura 19 — Sequestragdo de radicais livres por flavonoides (adaptado de Seabra et al., 20006).
A estabilidade do radical do flavonodide formado depende da habilidade do flavondide em
deslocalizar o electrdo desemparelhado. A presen¢a de um grupo hidroxilo em 3 (anel C) ¢
um factor determinante na estabilidade do radical. Assim, flavonodis e flavonas contendo um

catecol no anel B possuem forte actividade, sendo os flavonodis mais potentes que as

respectivas flavonas devido a presen¢a do grupo hidroxilo em 3 (Pietta, 2000).

Outros factores importantes para a actividade antioxidante s3o a presencga de insaturagdo no

anel C conjugada com o grupo carbonilo e hidroxilo em 4" (anel B); o angulo do anel B do

flavondide e do radical formado em relacdo a restante estrutura, sendo que esse angulo ¢

regulado pela presenga ou auséncia de hidroxilo em 3; a presenca de duas insaturagdes em C;

conjugac¢do do carbonilo em 4 (anel C) com hidroxilo em 5 (anel A) e, presenca de hidroxilo

em 7 (anel A). A doagdo do H' ocorre principalmente nas posi¢des 7-OH > 4’-OH > 5-OH,
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seguindo a sequéncia das constantes de dissociagdo. Os flavondides com multiplos hidroxilos
como a miricetina, quercetina, luteolina, fustina, eriodictiol e taxifolina possuem forte
actividade antioxidante quando comparados ao a-tocoferol, acido ascorbico, B-caroteno,

glutationa, acido trico e bilirrubina.

A remocao de metais de transicao livres no meio bioldgico ¢ fundamental para a protecg¢ao
antioxidante do organismo, visto que esses catalisam as reac¢des de Fenton e de Haber-Weiss.
Para a actividade de quelatagdo de metais de transi¢do ¢ fundamental a presenga de grupos
orto-difenolicos, onde o mais comum ¢ o sistema 3’,4’-diidroxi (grupo catecol) no anel B e/ou
estruturas cetol como 4-ceto-3-hidroxi no anel heterociclico e 4-ceto-5-hidroxi no anel C

(Figura 20) (Rice-Evans et al., 1996, Pietta, 2000).

~ Me™
OH ‘
OH
@)
OH
OH /
j)\Mem
Men+

Figura 20- Representacdo dos locais de ligacdo dos flavonoides a ides metalicos (adaptado de

Seabra et al., 20006).

O ultimo factor importante que influencia a actividade antioxidante destes compostos
fendlicos ¢ a sua interaccdo com as biomembranas. A lipofilia do flavondide indica a
incorporacdo desse pela membrana, que ¢ alvo da maioria das ROS e RNS. Assim, deve haver
uma concentracdo minima do flavonoide por acido gordo, de modo a assegurar a presenca de
uma das suas moléculas proxima ao local de ataque do radical. Flavonoides que possuem uma
cadeia de acucares ligada na sua estrutura sdo muito polares, ndo sendo assimilados pela
membrana, porém, nesta forma eles podem ser armazenados em vesiculas, possuindo um
tempo maior de permanéncia no organismo. Os flavonoides que sdo assimilados pelas
membranas exercem a fun¢do de moduladores de fluidez. Restringindo essa fluidez os

flavonoides geram um impedimento fisico para a difusao das ROS e RNS, de modo que
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decresce a cinética das reacgdes responsaveis pelo stresse oxidativo. Esse tipo de actividade

antioxidante ¢ similar ao descrito para o a-tocoferol e o colesterol.

3.6 Actividade antioxidante da espécie Cydonia oblonga Miller

O potencial anti-radicalar de extractos metandlicos de polpa, casca e semente de marmelo foi
avaliado por Silva et al. (2004b e 2008), recorrendo a um microensaio com o radical DPPH.
Os extractos foram divididos em duas frac¢des: a fraccdo fenolica e a fracgdo de acidos

organicos.

A fraccdo fenodlica apresentou sempre uma actividade antioxidante superior a do extracto
metanolico total, o que parece indicar que esta fracgdo € a principal responsavel pelo potencial
antioxidante do marmelo. De entre os extractos metandlicos totais, o da casca foi o que
apresentou uma capacidade antioxidante superior. Relativamente as frac¢des fenolicas, a das
sementes foi a que exibiu uma actividade anti-radicalar mais forte (Silva, 2005; Silva et al.,

2004b e 2008).

Os valores de ECs das fracgdes fenolicas de polpa, casca e marmeladas estiveram fortemente

correlacionados com os contetidos totais em acidos cafeoilquinicos e em fendis (Silva, 2005;

Silva et al., 2004b e 2008).

A presenca do grupo catecol, que confere grande estabilidade aos radicais fenoxilo,
participando na deslocalizacdo electronica, explica a actividade antioxidante dos acidos
cafeoilquinicos (Laranjinha et al, 1994, Silva, 2005, Silva et al., 2004b e 2008).
Adicionalmente, a presenga da ligacdo dupla conjugada na cadeia lateral, tem um efeito
estabilizador do radical fenoxilo, o que melhora a actividade antioxidante (Silva, 2005; Silva

et al., 2004b e 2008).

Nos estudos realizados por silva et al (2004b, 2008) ndo foi encontrada qualquer correlagao
entre a actividade antioxidante dos extractos metanolicos de marmelo e marmelada e o
conteudo em glicosil flavonois, o que ndo ¢ de estranhar, tendo em consideracdo os resultados

obtidos por Burda & Oleszek (2001). Estes autores compararam a actividade antioxidante de
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agliconas e glicésidos de flavonois e verificaram que a ligacdo de um agucar pelo hidroxilo

em C-3 resulta na perda total da referida actividade (Burda & Oleszek, 2001).

A fraccdo fendlica das sementes teve um comportamento diferente provavelmente devido a
presenga das C-glicosil flavonas. Estes compostos sdo caracterizados pela presenga de um
grupo hidroxilo na posicao 4’ do anel B, de uma dupla ligacdo entre os carbonos C-2 e C-3
em conjugacdo com o grupo oxo no carbono C-4 do anel C e de dois grupos hidroxilo nos
carbonos C-5 e C-7 do anel A. Esta estrutura quimica determina o efeito sequestrador de
radicais livres dos flavonoides (Rice Evans et al., 1995; Burda & Oleszek, 2001; Silva, 2005;
Silva et al., 2004b e 2008). A presenga de substituicdo o-dihidroxi no anel B, tal como
acontece nos derivados da luteolina, também ¢ importante para a sua actividade antioxidante
(Rice Evans et al., 1995; Silva, 2005). Alias, Rice Evans ef al. (1995) e Burda & Oleszek
(2001) ja descreveram a actividade antioxidante da luteolina e da apigenina e de alguns dos
seus derivados. Além disso, a presenca de substituicdes com grupos metoxilo em certas
posi¢des, como ocorre no crisoeriol, também pode aumentar a actividade anti-radicalar dos

flavonoides (Burda & Oleszek, 2001; Silva, 2005; Silva et al., 2004b e 2008)

A actividade antioxidante dos extractos analisados ndo pode ser atribuida unicamente aos seus
compostos fenodlicos e/ou acidos organicos, mas sim ao resultado da accdo global dos
compostos presentes nestes extractos de fruto e de marmelada e a possiveis efeitos sinérgicos
e antagénicos ainda desconhecidos. Contudo, os resultados sugerem que os compostos
fenolicos sdo os principais antioxidantes do marmelo. Por isso, o marmelo ¢ a marmelada
podem ser usados como boas fontes de antioxidantes na nossa dieta, na prevencio de doengas
nas quais os radicais livres estdo envolvidos. Adicionalmente, os residuos da industria da
marmelada (cascas e sementes) poderdo ser reaproveitados, uma vez que sdo fontes boas e

econdmicas de antioxidantes (Silva, 2005; Silva et al., 2004b ¢ 2008).
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IV.PARTE EXPERIMENTAL: AVALIACAO DO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE DA FOLHA DE CYDONIA OBLONGA
MILLER
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V. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES
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Neste trabalho de monografia realizou-se um estudo aprofundado da folha de C. oblonga, com
vista a avaliagdo do seu potencial antioxidante. Para atingir esse objectivo, o método
extractivo, bem como os ensaios para a avaliacao do poder redutor, determinado pelo Método
de Folin-Ciocalteu, e da actividade anti-radicalar relativa ao sequestro do radical DPPH
previamente desenvolvidos (Wang et al., 1997; Silva et al., 2004b e 2008, Silva, 2005) foram

adaptados a esta planta medicinal.

As referidas metodologias foram aplicadas a doze amostras de folhas de marmeleiro,
provenientes do Norte e Centro de Portugal (Carrazeda de Ansides e Covilh3,
respectivamente), colhidas em Junho e Outubro de 2006, e ainda a uma amostra comercial de
cha verde. E de salientar, que o cha verde foi escolhido como uma planta de referéncia, uma
vez que ¢ reconhecido pela comunidade cientifica internacional como um antioxidante de
origem natural extremamente eficaz (Cao et al., 1996; Li et al., 2008; Pokorny, 2007; Stewart
et al., 2005; Wheeler and Wheeler, 2004).

Apos a avaliacdo do poder redutor e da actividade anti-radicalar das varias amostras foi
efectuado o tratamento estatistico dos resultados, no sentido de verificar se a folha de
marmeleiro pode ser considerada uma planta medicinal com um potencial antioxidante
semelhante ao do ché verde. Foi também nosso intuito avaliar a possivel influéncia de factores

como a origem geografica e a época de colheita na actividade antioxidante desta folha.

O poder redutor da folha do marmeleiro, determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, variou
entre 164,5 e 294,6 g de acido 5-O-cafeoilquinico / kg de folha seca (valor médio de 227,8 +
34,9 g de acido 5-O-cafeoilquinico/kg folha seca). No cha verde encontrou-se um valor médio
de 112,5 £ 1,5 g de 4cido 5-O-cafeoilquinico / kg de folha seca, o que indica que o poder
redutor da folha do marmeleiro ¢ significativamente superior (P < 0,001) ao observado para a
planta medicinal de referéncia. Tendo em consideragdo estudos anteriores (Oliveira et al.,
2007; Oliveira, 2008; Silva et al., 2004b e 2008), os acidos cafeoilquinicos sdo provavelmente

0s principais responsaveis pelo grande poder redutor apresentado pela folha de marmeleiro.

As amostras de Carrazeda de Ansides apresentaram um indice de Folin-Ciocalteu

significativamente superior as da Covilha (valor médio de 252,6 + 23,7 ¢ 203,0 + 25,4 g/kg de
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folha seca, respectivamente; P < 0,005). No entanto, ndo foram observadas diferengas

significativas nos indices de Folin-Ciocalteu de acordo o més de colheita.

Neste estudo verificou-se igualmente que tanto o extracto metandlico da folha do marmeleiro
como o do ché verde apresentaram uma actividade anti-radicalar fortemente dependente da
concentragdo, ou seja, quanto maior a concentragao do extracto, maior foi a actividade anti-
radicalar observada. Apesar do extracto da folha do marmeleiro possuir uma consideravel
actividade anti-radicalar, esta foi mais baixa (P < 0,005) que a demonstrada pelo extracto do
cha verde. Os valores de ECsy da folha do marmeleiro variaram entre 14,5 e 27,6 ng/ml (valor
médio de 21,6 + 3,5 pg/ml), enquanto que no cha verde foi encontrado um valor de 12,7 + 0,1
png/ml. Esta actividade também deve ser devida aos compostos fendlicos desta folha, em
particular aos 4cidos cafeoilquinicos (Oliveira et al., 2007; Oliveira, 2008; Silva et al., 2004b
e 2008). Tal como ja foi referido anteriormente, a presenca do grupo catecol, que confere
grande estabilidade aos radicais fenoxilo, participando na deslocalizagdo electronica, explica a
actividade antioxidante dos acidos cafeoilquinicos (Laranjinha et al., 1994; Silva, 2005; Silva
et al., 2004b e 2008). Para além disso, a presenca da ligacdo dupla conjugada na cadeia
lateral, tem um efeito estabilizador do radical fenoxilo, o que melhora a actividade

antioxidante (Silva, 2005; Silva et al., 2004b ¢ 2008).

Nao foram encontradas diferencas significativas no potencial anti-radicalar de acordo com a

origem geografica ou a data de colheita da folha.

Tal como seria de esperar, tendo em consideracdo o contetido fenolico das varias partes do
marmeleiro (Oliveira et al., 2007; Oliveira, 2008; Silva et al., 2004b e 2008), a folha
apresentou um ECsp médio muito inferior ao do fruto (ECsp médios de 1700, 600 ¢ 2000
ng/ml para polpa, casca e semente de marmelo, respectivamente), o que indica que se trata de
um antioxidante muito mais eficaz. Na verdade, as folhas estdo mais expostas as radiagdes
UV do que os frutos, por isso ¢ natural que apresentem uma actividade anti-radicalar superior.
Muitos antioxidantes, como os compostos fendlicos, absorvem as radiagdes UV, actuando
como filtros solares, protegendo assim algumas estruturas celulares frageis como os
cloroplastos (clorofilas). Devido as suas propriedades antioxidantes, os polifendis protegem as
células de processos de foto-oxidacdo causados pelas radiagdes UV (Macheix et al., 1990;

Harborne, 2000; Silva et al., 2004a e 2008; Silva, 2005; Oliveira et al., 2007; Oliveira, 2008).
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Neste estudo nao foi encontrada uma correlagao linear entre a actividade anti-radicalar e o
poder redutor. De acordo com outros autores (Yildirim et al., 2001; Garcia-Alonso et al.,
2004), nem sempre se verifica a referida correlagdo, uma vez que podem ocorrer sinergismos

e/ou antagonismos entre os diferentes fitoquimicos existentes no extracto.

Este trabalho de Monografia revelou que a folha de marmeleiro constitui uma fonte natural de
fitoquimicos muito promissora e com um potencial antioxidante semelhante ao do ché verde.
Este conhecimento pode incentivar a utilizagdo desta planta medicinal em Fitoterapia, bem
como a extrac¢ao dos seus constituintes/principios activos para produzir novos medicamentos
e cosméticos ou servir de base para semissintese de novos farmacos que poderdo vir a ser
usados na prevencao de varias doencgas cronicas devidas a ac¢ao dos radicais livres no nosso

organismo.
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