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RESUMO

As folhas de Juglans regia L. (nogueira), sdo consideradas uma fonte de compostos
benéficos para a salude, sendo amplamente utilizadas na medicina tradicional. Alguns dos
compostos bioativos presentes e, com maior destaque, sdo 0s compostos fendlicos
(antioxidantes).

No presente estudo, analisou-se a composicdo em 4&cidos organicos, mono e
oligossacaridos, e tocoferdis nas folhas de nogueira e respetiva decoc¢do (vulgarmente
utilizada para aplicacGes tdpicas). A composicdo fendlica e a bioatividade foram também
avaliadas na decoccdo e no extracto metandlico.

O acido malico, a sacarose, o a-tocoferol e os &cidos 3-O-cafeoilquinicos e quercetina
O-pentésido foram, respetivamente, o acido organico, dissacarido, isoforma de tocoferol e
compostos fenolicos, mais abundantes. O extrato metandlico apresentou maior potencial
antioxidante e antitumoral do que a decocgéo; nenhuma das amostras apresentou toxicidade
em culturas de células primarias de figado.

Este estudo permitiu uma caracterizacdo mais completa de compostos fendlicos de
folhas de nogueira e, tanto quanto sabemos, esta € a primeira vez que a presenca de

procianidinas, derivados de taxifolina e tocoferdis é descrita em folhas de J. regia.

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. iX
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ABSTRACT

Juglans regia L. (walnut) leaves are considered a source of healthy compounds, and
have been widely used in traditional medicine. Furthermore, they have been reported as a
source of bioactive molecules such as the antioxidant phenolic compounds.

In the present study, organic acids, mono and oligosaccharides, and tocopherols were
analyzed in leaves and decoction (widely used for topical applications). Furthermore, the
phenolic composition and bioactivity of walnut leaves was determined in its decoction and
methanol extract.

Malic acid, sucrose, a-tocopherol and 3-O-caffeoylquinic acids and quercetin O-
pentoside were the most abundant organic acid, disaccharide, tocopherol isomer and phenolic
compounds, respectively. Methanol extract presented higher antioxidant and antitumor
potential than decoction; none of the samples showed toxicity for non-tumor liver primary
cells.

This study provides a more complete characterization of phenolic compounds of
walnut leaves, and as far as we know, this is the first time that the presence of procyanidins

and taxifolin derivatives, as also tocopherols were reported in J. regia leaves.

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. X
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1. INTRODUCAO

1.1. Etnobotéanica e Etnofarmacologia

Os conhecimentos relacionados com 0s usos populares das plantas baseiam-se em
milhares de anos de experiéncia. Na procura constante do seu bem-estar, os seres humanos,
por tentativa e erro, aprenderam a reconhecer e usar as plantas que Ihe eram uteis, incluindo
aquelas que desempenharam uma funcdo magico-religiosa. Os saberes acerca do uso das
plantas eram muito valorizados em civilizagGes antigas tendo chegado até aos nossos dias.
Até meados do século XI1X, as plantas foram os principais agentes terapéuticos utilizados por
seres humanos, e ainda hoje tém um papel relevante na medicina (Camejo et al., 2003).

O uso do conhecimento tradicional como instrumento promissor em bio-prospecéo de
plantas Uteis para a medicina humana e animal tem tido recentemente um papel importante,
contribuindo os métodos de pesquisa etnomédicos e etnobotanicos para a validacdo de saberes
empiricos e o desenvolvimento de novos farmacos a base de plantas (Lans, 2001; Slikkerveer,
2001; Quah e Slikkerveer, 2003; Slikkerveer, 2006).

As dificuldades ou incapacidade de descobrir respostas adequadas e acessiveis para o
tratamento de varias doengas, incluindo o cancro, HIV/SIDA, diabetes, hepatite, alergias e
disturbios do foro mental, promoveu a possivel integracdo de medicinas tradicionais e
convencionais na pesquisa de novos fitofarmacos e produtos naturais para a prevencao e/ou
tratamento de doencas, bem como para a promocao da satude em geral (Slikkerveer, 2006).

A descoberta de extratos com propriedades promissoras e subsequente demonstracao
da sua atividade tem sido baseada em informacgdes etnofarmacoldgicas. No campo da
atividade anticancerigena, tem-se observado uma correlacdo entre a atividade bioldgica de
certas espécies e a sua utilizacdo na medicina tradicional. As praticas relacionadas com a
medicina tradicional e o uso de plantas medicinais tém sido amplamente documentadas, na
maioria dos paises em desenvolvimento, e contribuido para satisfazer algumas das
necessidades das populacdes em termos de cuidados de saude primarios (WHO, 2007;
Nogueira et al., 2008)

Muitos destes estudos resultam da aplicacdo de metodologias relacionadas com a
Etnobotanica e a Etnofarmacologia, como ja referido anteriormente.

Ao longo do tempo, a Etnoboténica e a Etnofarmacologia tém sido vistas de forma
diferente de acordo com as correntes cientificas e os investigadores (Heinrich, 2006).

Estas disciplinas tém-se desenvolvido e consolidado através do trabalho de equipas

multidisciplinares que promovem a interacdo entre botéanicos, antropdlogos, linguistas,

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. 1
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médicos, quimicos e farmacéuticos. O ponto de partida consiste na inventariacdo dos
conhecimentos tradicionais relativos aos diferentes usos dados as plantas, espontaneas ou
cultivadas, pelas diferentes comunidades indigenas e popula¢bes de zonas rurais, nas suas
atividades quotidianas, estendendo-se a muitos outros setores da populagdo mundial (Cunha,
2005).

O termo etnoboténica originalmente aplicado ao estudo da relacdo utilitaria entre os
humanos e o meio vegetal em ambientes primitivos, que inclui o uso para fins medicinais
(Harshberger, 1896), evoluiu para um conceito muito mais amplo que cobre ndo so a relacao
utilitaria, mas também as ligaces simbdlicas, religiosas, ecoldgicas e sociais numa interacéo
homem-planta dentro de contextos atuais (Schultes e von Reis, 1995; Alexiades, 1996;
Soejarto et al., 2005).

Estes estudos ajudam a caracterizar as populacfes e comunidades Humanas,
recolhendo e documentando os saberes e usos tradicionais relacionados com o uso de plantas
medicinais, normalmente transmitidos de geracdo em geragdo, para registos escritos com
facilidade de consulta futura (Heinrich et al., 2009; Leonti, 2011).

Por outro lado, o termo mais recente Etnofarmacologia, usado pela primeira vez em
1967 no contexto do estudo de plantas com efeitos alucinogénios, sofreu apenas uma ligeira
evolucdo no seu significado desde a definicdo original: "uma area multidisciplinar de
pesquisa, preocupada com a observacdo, descricdo e investigacdo experimental de farmacos
indigenas e respetivas atividades biologicas" (Rivier e Bruhn,1979). A sua definicdo
contemporanea inclui "o estudo interdisciplinar das acGes fisiologicas da planta, animal e
outras substancias usadas em medicamentos do passado e presente pelas comunidades
humanas™ (International Society of Ethnopharmacology, texto relativo a sua criagdo em
1997). No centésimo volume do Journal of Ethnopharmacology (ISE, 2005) dedicado as
perspectivas da Etnofarmacologia assume-se que o fundamento dos estudos
etnofarmacologicos inclui "o uso de plantas, fungos, animais, microorganismos e minerais e
o0s seus efeitos biologicos e farmacoldgicos baseados em principios estabelecidos através de
convencdo internacional ",bem como "a observacdo e investigacdo experimental das
atividades bioldgicas de substancias vegetais e animais ", wusando abordagens
etnofarmacoldgicas, etnobotanicas, etnoquimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas (Soejarto et
al., 2005).

Os relatos da experiencia e satisfacdo do uso tradicional de medicamentos a base de

plantas, no tratamento de determinadas patologias, contribuem para um interessante processo

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. 2
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de validacdo multiplo de plantas medicinais, aromaticas e cosméticas, com o objetivo de

proporcionar melhores cuidados de satde (Slikkerveer, 2006).

1.2. Utilizacdo de plantas de uso tépico

Cosmeéticos, cosmecéuticos, fitocosméticos e outras preparacdes a base de plantas de
uso tépico ndo servem so para limpar, modificar ou corrigir odores ou imperfei¢Ges da pele,
dentes, gengivas, unhas e cabelos (Pieroni et al., 2004). O uso doméstico destas preparacdes é
uma pratica comum na medicina tradicional de muitas culturas, também no tratamento de
algumas doencas da pele, muitas delas nem sempre totalmente compreendidas pela
comunidade médica (Grabner, 1963; Bartoli et al., 1997, Quave e Pieroni, 2001; Pieroni et al.,
2004).

Consideram-se varios tipos de afecdes da pele como por exemplo, prurido, eritema,
edemas, circulagdo, re-epitelizacao, cicatrizacdo (Dweck, et al., 2009), doencas bacterianas
como furdnculos, carbinculos, eczemas e foliculite, doengas virais como o sarampo, variola e
verrugas e doengas fungicas como as micoses e a candidiase (Abbasi et al., 2010).

Muitas das preparacfes de uso topico a base de plantas tém efeitos anti-inflamatdrios
em pequenas feridas e lesdes externas, mas também no alivio de inflamacgdes que afetam as
articulacdes, como as frieiras, reumatismo e dores artriticas, musculos e outros tecidos
subcuténeos (Guarrera, 2005; Natale e Polio, 2007; Rafael et al., 2011).

A maior parte das aplicacOes tdpicas tradicionais baseiam-se na aplicacdo direta ou
indireta de cataplasmas, banhos e lavagens, vapores e unguentos, aplicacdo local de infusdes e
decocgdes em agua ou macerados em agua, azeite ou alcool (Camejo et al., 2003; Novais et
al., 2004). Muitas outras preparacGes a base de plantas utilizam excipientes como azeite,

banha de porco, cera de abelha, argila, carvao vegetal e cinzas (Pieroni, 2004).

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. 3
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1.3. Caracteristicas botanicas da espécie em estudo

Familia JUGLANDACEAE,

Espécie J. regia L.,

Ecologia: cultivado desde a antiguidade em todas as regides temperadas da Asia, Europa e
Norte de Africa.

A nogueira € uma arvore de até 25 m (Figura 1). Tronco de casca de lisa e cinza.
Folhas compostas de 20-35 c¢cm; 5-9 foliolos de 8-15 x 2,5- 6,5 cm, de elipticas a ovadas,
subsélis ou pecioladas- peciolo terminal de 2-5 milimetros; os laterais muito curtos ou
inexistentes — inteiros ou as vezes obscuramente serrulados em folhas jovens, de base +
arredondada, obliqua, muitas vezes assimétrica, e apice obtuso, agudo ou ligeiramente
acuminado; pagina inferior glabra ou com glandulas peltadas. Peciolo e nervuras sem pélos
glanduliferos. Inflorescéncia masculina com grande nimero de flores, densamente dispostas
em amentilhos pendentes. Inflorescéncia feminina 1 - 5 flores. Flores masculinas sésseis, 4
sépalas, 8-40 estames. Flores femininas pilosas, com bractéolas de apice dentado. Fruto de 4-
6 cm, subgloboso, de casca verde, lisa, que depois de seca se torna enegrecida; noz de 3-5 cm
de espessura de parede, exceto no caso das variedades comerciais, rugosa, com quatro nucleos

na base. Semente cerebriforme (Garmendia e Navarro, 2013).

Figura 1. Exemplar de J. regia em lameiro, Trds-os-Montes, Portugal, & esquerda. Pormenor de folhagem e
floracdo, a direira. Fonte: Carvalho, 2010
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1.4. Valorizago da flora medicinal em estudo

Em Portugal, a nogueira pode ser encontrada em todo o pais, sendo a semente, a noz,
muito popular e largamente consumida, constituindo um dos ingredientes basicos da dieta das
areas rurais da Peninsula Ibérica. No entanto, 0s usos ndo se restrigem a alimentacao, pelo que
ndo apenas as sementes secas sdo utilizadas, mas também as nozes verdes, as cascas dos
frutos verdes e o prdprio endocarpo lenhoso do fruto, o ritidoma do tronco, e as folhas, se
empregam como matérias-primas nas indistrias cosmética e farmacéutica (Oliveira et al.,
2008a). Em Portugal, como em alguns outros paises europeus, especialmente em areas rurais,
as folhas secas de nogueira sdo frequentemente usadas para infusdes e decoccOes (Amaral et
al., 2004; Pereira et al., 2007) e outros preparados feitos a partir de outras partes da planta
(Tabela 1) para o tratamento de inflamacBes da pele e Ulceras, como antidiarreico, anti-
helmintico, com propriedades anti-sépticas e adstringentes e ainda como corante de madeiras
e de cabelo (Bruneton, 2001; Cunha et al., 2006, Almeida et al., 2008; Carvalho, 2010).

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado diversas atividades obtidas atraves
de extratos desta planta: atividades anticancerigenas e antiproliferativas in vitro, em linhas
celulares cancerigenas de rim e colon humanos (Carvalho et al., 2010), atividade antioxidante
e neutralizadora de ROS (espécies reativas de oxigénio) e RNS (espécies reativas de azoto)
(Almeida et al., 2008), atividade antinocicetiva e anti-inflamatoria in vivo em ratos
(Erdemoglu et al., 2003), reducdo da adesdo e formacdo de biofilme por Staphylococcus
aureus meticilino-resistentes (MRSA) (Pereira et al., 2007), atividade antimicrobiana em
bactérias Gram positivo e Gram negativo, e fungos (Pereira et al., 2008; Agullo et al., 2013).

Estes resultados indicam que a nogueira constitui uma excelente fonte de antioxidantes
naturais e agentes quimiopreventivos, justificando o uso terapéutico da nogueira em doencas
inflamatdrias (Almeida et al., 2008; Carvalho et al., 2010).

As folhas de nogueira sdo ricas em compostos fenolicos, incluindo flavonoides,
provavelmente responsaveis pela atividade antibacteriana dos extratos desta planta (Stampar
et al., 2006; Pereira et al., 2008). Entre os diversos compostos fendlicos ja identificados
encontram-se: acido 3cafeoilquinico, acido 3-p-cumaroilquinico e acido 4-p-cumaroilquinico,
quercetina 3-galactésido, quercetina 3-arabindsido, quercetina 3-xilésido, quercetina 3-
ramnosido e dois compostos parcialmente identificados (derivados de quercetina 3- pentésido
e campferol 3-pentodsido). Séo referidos outros acidos fendlicos como o é&cido cafeico,
feralico, p-cumarico, p-hidroxifenilacético, gdlico, salicilico, e campferol 3-arabindsido
(Wichtl e Anton, 1999; Amaral et al., 2004).
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Recentemente foram identificados e quantificados mais de 70 constituintes de déleo

essencial de folha de nogueira, com rendimentos entre 0,02 e 0,12% em folhas frescas (Verma

et al., 2013).

Tabela 1. Usos tradicionais de Juglans regia L.

Parte utilizada

Indicacéo e propriedades
terapéuticas

Via e forma de administracéo

Referencias

Raizes
Rebentos

Folhas

Flores

Frutos

Exocarpo

Casca

Diurético, laxante
Feridas
Diabetes e mal de rins

Desinfetante e anti-inflamatdrio.
Sistema digestivo, geniturinério,
pos-parto, feridas e furdnculos,
queimaduras, inflamagdes da boca e
dentes, alopecia, calvicie, dermatite,
hemorroidas, vulnerario, diarreias
ligeiras, insuficiéncia venosa,
inflamagdes superficiais,
antipruriginoso, antipodalgico,
diaforese excessiva, dispepsias
hipossecretoras, febre, fortificante
muscular e 6sseo

Hipoglicemiante, dores abdominais
Antisseptico, antirreumaético,
antipodalgico, queimaduras

Furunculos
Obesidade, prostatismo, ulceras,

contra calculos renais.

Faringites, anti-séptico e anti-
inflamatério dental

Verrugas, acne

Odontalgia

Hipocolesterolemiante, Diabetes
Antiespasmadico

Tonico, vermifugo, corante capilar

Emético

Oral. Macerado
Uso tépico. Decoccédo
Oral, infusdo

Oral e uso tdpico. Infusdo e
decoccéo

Oral. Infusdo

Uso topico. Maceragdo em alcool
ou azeite

Uso topico. Cataplasma com
banha de porco
Oral. Decocgéo

Bochecho. Decoccéo

Unguento com azeite

Oral e bochecho. Decoccéo

Ingestéo
Oral. Maceragdo em aguardente

Oral

Neves et al., 2009
Akerreta et al., 2010
Carvalho, 2010

Carvalho, 2010,
Guarrera, 2005,
Akerreta et al., 2010,
Benitez et al., 2010,
Blanco et al., 1999,
Bruneton, 2001,
Cunha, 2005

Neves et al., 2009

Novais et al., 2004

Guarrera, 2005, Novais
et al., 2004

Gonzalez et al., 2010

Benitez et al., 2010,
Blanco et al., 1999

Blanco et al., 1999

Guarrera 2005

Benitez et al., 2010,
Carvalho, 2010

Benitez et al., 2010
Gonzalez et al., 2010

Neves et al., 2009,
Cunha, 2005, Carvalho,
2010

Neves et al., 2009
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1.5. Fitoquimicos com bioatividade

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos incluem diferentes subclasses como flavonoides, &cidos
fendlicos, estilbenos, taninos, linhanos e polifendis oxidativos, apresentando uma grande
diversidade de estruturas quimicas, algumas das quais nem sempre elucidadas e detetadas
pelos métodos analiticos habituais (George et al., 2005; Ferreira et al., 2009).

Sdo compostos aromaticos hidroxilados, que possuem um ou mais anéis aromaticos
com um ou mais grupos hidroxilo. Acumulam-se como produtos finais a partir das vias do
chiquimato e acetato, podendo variar entre moléculas relativamente simples (&cidos fenolicos,
flavonoides, fenilpropanoides) e compostos altamente polimerizados (lenhinas, melaninas,
taninos) (Bravo, 1998; Ferreira et al., 2009).

Os é&cidos fenolicos podem ser divididos em dois grupos principais, acidos
hidroxibenzoicos derivados do acidobenzoico, e acidos hidroxicindmicos derivados do &cido
cindmico. Os derivados do acido hidroxibenzoico ocorrem geralmente na forma ligada,
formando componentes de estruturas complexas como lenhinas e taninos hidrolisaveis,
podendo ser encontrados também ligados a agUcares ou acidos organicos em plantas.

Os derivados do &cido hidroxicindmico ocorrem principalmente na forma ligada a
parede celular de componentes estruturais como a celulose, a lenhina e proteinas, bem como
associados a acidos organicos, como o acido tartarico ou quinico, através de ligacdes de éster
(Liu, 2004; Ferreira et al., 2009).

Vaérios estudos mostram que os compostos fendlicos sdo fitoquimicos bioativos com
beneficios para a saide humana (Cao et al., 1996; Sun et al., 2002; Silva et al., 2004, 2008;
Giada e Filho, 2006; Parry et al., 2006; Yang et al., 2009; Carvalho et al., 2010).

Os compostos fendlicos tém sido descritos como tendo multiplos efeitos bioldgicos,
incluindo propriedades antioxidantes, antitumorais, antimutagénicas e antibacterianas (Shui e
Leong, 2002).

Alguns compostos fenolicos possuem a capacidade de eliminar os produtos de
peroxidacdo lipidica, prevenir lesdes oxidativas do DNA e bloquear ROS, tais como
superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilo (Kahkonen et al., 1999; Guimaraes et
al., 2013).

Os flavonoides representam um grande grupo de compostos fendlicos com acéo
antioxidante, que ocorrem naturalmente nas plantas e sdo encontrados em frutos, legumes,

grdos, cascas, raizes, caules, flores e produtos derivados como o cha e vinho (Liu, 2004).
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Sdo caracterizados pelo esqueleto Cg- C3- Cs € possuem como estrutura basica dois
anéis aromaticos (A e B) ligados a trés cadeias de carbono, geralmente um anel heterociclico
oxigenado ou um anel C (Figura 2) (Iwashina, 2000; Ferreira et al., 2009).

As varias classes de flavonoides sdo diferenciadas com base na estrutura genérica do
anel heterociclico e no anel C, sendo classificados em flavonois, flavonas, flavanonas,
flavandis, antocianinas e isoflavonoides (Nijveldt, 2001; Ferreira et al., 2009).

Séo frequentemente encontrados na natureza conjugados em formas glicosiladas ou
esterificados, ou como agliconas em alimentos processados (Hollman, 2000; Ferreira et al.,
2009).

A
a

Figura 2. Esqueleto C6- C3- C6 comum aos flavonoides.

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes nas plantas (Mladenka et
al., 2010; Guimaraes et al., 2013) e os seus efeitos sobre a saude humana sdo muitas vezes
atribuidos a sua capacidade de neutralizar radicais livres em sistemas bioldgicos, fornecendo
assim uma protecdo antioxidante (Galleano et al., 2010, Guimaraes et al., 2013).
Efetivamente, os polifendis possuem uma estrutura quimica que suporta a captacdo de
radicais livres e a quelatacdo de metais redox. Tem sido descrito que os flavonoides podem
proporcionar beneficios em situacdes patologicas associadas a elevada producéo de radicais
livres (Galleano et al., 2010; Guimaraes et al., 2013).

Os flavonoides tém sido relacionados com diferentes processos de promocao da salde,
pelas suas propriedades antioxidantes, anti-alérgicas, anticancerigenas, antiespasmaddicas,
antivirais, antibacterianas, anti-inflamatorias e anti-estrogénica e hepatoprotetoras (Middleton
et al., 2000; Havsteen, 2002; Zhang et al., 2005).

Tém demonstrado ser eficientes na neutralizacdo de varias moléculas oxidantes,
incluindo o oxigénio singleto e varios radicais livres que podem estar envolvidos em danos no
DNA e na inducdo de tumores (Wright et al., 2001). Alguns deles demonstraram ainda
propriedades fotoprotetoras quando aplicados topicamente na pele nomeadamente, a

silimarina, isoflavonas de soja e os polifendis do cha (Pinnell, 2003).
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Alguns flavonoides apresentam atividades anticancerigenas e inibidoras do
crescimento de células tumorais in vitro: podem interagir com enzimas do metabolismo
xenobiotico, possuir efeitos anti-iniciadores e/ou antipromotores, ou mesmo, ser citostaticos
(Bruneton, 2001). Flavonoides como a naringina, nobiletina e hesperitina jA demonstraram um
efeito anticancerigeno por paragem do ciclo celular e inducéo de apoptose em linhas celulares
humanas (Kim et al, 2008; Luo et al., 2008; Park et al., 2012).

A principal atividade farmacolégica atribuida aos flavonoides é a sua propriedade
venotonica, capaz de diminuir a permeabilidade capilar e aumentar a sua resisténcia. O
cirsiriol e a hipolaetina, sdo flavonoides com grande capacidade de inibir a produgdo de
leucotrienos mediadores da inflamacdo e das manifestacGes alérgicas. Outros flavonoides
como o luteolina, apigenina e a crisina, tém a capacidade de inibir a ciclooxigenase e a
agregacao plaquetaria. As propriedades destes compostos foram maioritariamente estudadas
em condigdes in vitro. A biodisponibilidade destas moléculas no ser humano &, regra geral
pequena e as atividades descritas in vitro raramente estdo relacionadas a efeitos in vivo.
Alguns dos efeitos bioldgicos devem-se a heterdsidos que se hidrolisam no trato digestivo.
Apesar dos numerosos trabalhos publicados sobre as potencialidades farmacologicas destas
moléculas, ndo se podem estabelecer regras claras sobre a relagdo estrutura/atividade
(Bruneton, 2001).

O aumento do consumo destes compostos na forma de suplementos dietéticos tem
estimulado o estudo dos efeitos toxicos pela ingestdo excessiva destes compostos. Em doses
mais elevadas, os flavonoides podem atuar como agentes mutagénicos, pro-oxidantes
geradores de radicais livres e como inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo
hormonal, podendo estes efeitos adversos superar os seus efeitos benéficos (Skibola e Smith,
2000; Carocho e Ferreira, 2013).

Acidos organicos

As plantas possuem uma diversidade Unica de metabolitos, incluindo &cidos organicos.
Estes compostos apresentam uma variedade de funcGes quer no metabolismo primario, quer
no secundario (Bennet-Clark, 1993). Na verdade, os &cidos orgéanicos estdo envolvidos em
varias vias anabdlicas e catabolicas das plantas como produtos intermediarios ou finais
(Pereira et al., 2012).

Os acidos organicos, presentes em frutos e vegetais, podem encontrar-se na forma

livre ou esterificados nomeadamente com aglcares (Gundogdu e Yilmaz, 2012).
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Os é&cidos citrico, malico, sucinico, fuméarico e oxalico desempenham um papel
fundamental no ciclo de Krebs, que é a via central de producdo de energia da célula, estando
envolvidos no metabolismo de gldcidos, lipidos e proteinas (Bennet-Clark 1993). O &cido
malico esta envolvido na respiracéo e fotossintese; juntamente com os &cidos citrico e oxalico
participa no transporte de catibes e em processos que ocorrem na rizosfera, incluindo a
aquisicdo de nutrientes, a destoxificacdo de metais, a reducéo do stresse anaerobio em raizes,
absorgao de minerais e atragdo microbiana (Mucha, 2005).

Os &cidos mélico, citrico, tartarico, sucinico, e hidroxiglutarico também se comportam
como antioxidantes, porque eles tém a capacidade de quelar metais. O &cido oxalico € o &cido
dicarboxilico mais simples e possui uma forte capacidade quelante de catiGes polivalentes
(Oliveira et al., 2008b).

O conteddo em &cidos organicos nos alimentos influéncia, ndo sb, as suas
propriedades organoléticas, como também a estabilidade microbiana, valor nutricional e
aceitabilidade por parte do consumidor (Vaughan e Geissler 1997; Poyrazoglu et al., 2002).
Podem também ser Uteis em processos de autenticidade e avaliacdo da qualidade de matrizes
alimentares (Gebre et al., 1994; Pereira et al., 2012).

S&o também amplamente utilizados como aditivos alimentares no fabrico de bebidas a
base de fruta e legumes. Os principais acidos utilizados em bebidas sédo os acidos citrico,
malico e tartarico como acidulantes, e o &cido ascorbico como antioxidante (Pereira et al.,
2012; Scherer et al., 2012).

Alguns acidos organicos, denominados de &cidos alfa-hidroxilo (AHA’s) sédo
utilizados em produtos dermatoldgicos e cosméticos, incrementando funcdes como a
esfoliacdo e hidratagdo da pele. Os AHA’s mais utilizados em aplicagdes cosméticas sao
tipicamente derivados de produtos alimentares, incluindo acido glicélico (a partir de cana-de-
acucar), acido lactico (a partir do leite), acido malico (a partir de macas), acido citrico (a partir
de citrinos) e acido tartarico (a partir de vinho) (Kneedler et al., 1998; Lamberg, 1998; Silva
et al., 2004).

Sacaridos

Os hidratos de carbono sdo uma familia diversa e complexa de compostos incluindo os
mono, oligo e polissacaridos (Molnar-Perl, 2000; Muir et al., 2009). Os monossacaridos sao
as unidades basicas mais importantes, que incluem principalmente hexoses redutoras

(glucose, glucosamina, galactose, manose, etc.) e pentoses (ribose, arabinose, etc.). A lactose
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e a maltose sdo dissacaridos que fazem parte dos agUcares redutores, também responsaveis
pela atividade antioxidante (Paulus e Klockow, 1996; Guimardes et al., 2009). As
propriedades antioxidantes dos polissacaridos sdo geralmente influenciadas pelas suas
caracteristicas quimicas, tais como a massa molecular, grau de ramificacdo, tipos de
monossacaridos, associagdes intermoleculares de polissacéridos, ramificagdo glucosidica, e
modificacdo de polissacéridos (Liu et al., 1997).

Muitos polissacaridos tém a capacidade de fixar 4gua muito lentamente, com a
tendéncia de trocar essas moléculas de dgua por substancias polifendlicas sendo utilizados em
cosmética pelo seu efeito protector e hidratante (Cunha et al., 2008).

Tocoferéis

A vitamina E é composta por oito isoformas, com quatro tocoferdis (o, B, y € 8) e
quatro tocotriendis (a.f, v, 8), que divergem na saturagdo da cadeia lateral (Bruneton, 2001).
Estruturalmente, apresentam uma cadeia hidrofobica isoprénica, normalmente inserida nas
membranas celulares, e uma parte polar, cromanol, exposta a superficie da membrana. E nos
substituintes do cromanol (grupos metilo em diferentes posic6es) que se distinguem 0s varios
isomeros (o, B, v e &), embora contenham todos um grupo hidroxilo que lhes confere

propriedades antioxidantes (Azzi, 2000; Pinnell, 2003) (Figura 3).

Rl

HO

RZ

a-tocoferol
R'= Me, R%=H p-tocoferol
R? R'=H, R°=Me y-tocoferol

R'=R*=H 3-tocoferol

R'=R°=Me a-tocotrienol
R'= Me, R>=H p-tocotrienol
R'=H, R®=Me y-tocotrienol
R'=R*=H 3-tocotrienol

Figura 3. Estrutura quimica de tocoferdis e tocotriendis. A substituicdo de grupos metilo (Me) nas posicdes R e
R? determinam se as moléculas s&0 a, B, y ou 8.
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A vitamina E é o maior antioxidante lipossoltvel encontrado no plasma, globulos
vermelhos, extrato cérneo e tecidos, o que permite proteger a integridade das estruturas
lipidicas, principalmente as membranas (Burton e Traber, 1990; Pinnell, 2003; Carocho e
Ferreira, 2013). E um componente dietético essencial para os mamiferos e sintetizada
exclusivamente por organismos fotossintéticos (Caretto et al., 2009). A vitamina E e, em
particular os tocoferdis, sdo antioxidantes autorizados na industria alimentar na forma natural
ou sintética (E306 a E309) (Bruneton, 2001).

A vitamina E interrompe a peroxidacao lipidica, pela doac¢do do hidrogénio fendlico
para os radicais peroxilo, formando radicais tocoferoxilo que, ndo sendo reativos, nédo
continuam as reagdes de oxidacdo em cadeia (Burton e Traber, 1990; Carocho e Ferreira,
2013). O écido ascorbico, vulgarmente designado de vitamina C, tem a capacidade de
regenerar a vitamina E a partir do radical tocoferoxilo, para uma forma intermédia,
restabelecendo assim o seu potencial antioxidante. Desta forma, verifica-se um efeito
sinérgico entre estas duas vitaminas (Halpner et al., 1998; Bruneton, 2001; Carocho e
Ferreira, 2013).

Devido ao seu papel captador de radicais livres, parece proteger 0 nosso organismo de
varias disfuncdes degenerativas, nomeadamente cancro e doengas cardiovasculares (Fang et
al., 2002). Em particular, a vitamina E parece exercer um efeito protetor em fases precoces da
inducdo da carcinogénese (trato digestivo, pulmé&o) (Bruneton, 2001).

Biossinteticamente, os tocoferois derivam do &cido homogentisico (Bruneton, 2001); o
a-tocoferol era considerada a forma de vitamina E biologicamente mais activa, no entanto,
recentemente tém-se destacado os efeitos benéficos para a salde de outras isoformas de

vitamina E, nomeadamente y-tocoferol (Ferreira, 2011).

1.6. Propriedades antioxidantes e antitumorais de fitoquimicos

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou i6es com eletrdes desemparelhados
altamente instaveis e ativos para reacGes quimicas com outras moléculas (LU et al., 2010;
Carocho e Ferreira, 2013).

O equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo de ROS por antioxidantes é muito
suscetivel, e se esse equilibrio tender para a superproducdo de ROS, as células comecam a
sofrer as consequéncias do stresse oxidativo (Wiernsperger, 2003; Carocho e Ferreira, 2013).

Endogenamente, os radicais livres sdo produzidos como uma parte normal do

metabolismo da mitocdndria, através da Xxantina-oxidase, peroxissomas, pProcessos
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inflamatorios, fagocitose, via do araquidonato, isquemia e exercicios fisicos. Os fatores
externos que ajudam a promover a producdo de radicais livres sdo o tabagismo, poluentes
ambientais, radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais € o ozono. Alguns dos
elementos essenciais para a vida, nomeadamente o oxigénio, tém efeitos prejudiciais sobre o
corpo humano através destas espécies reativas (Lobo et al., 2010; Carocho e Ferreira, 2013).

Os radicas livres tém diferentes tipos de mecanismos de reacgdo, podendo reagir com
moléculas vizinhas por: doacdo de eletrGes, reducdo de radicais, aceitacdo de eletrdes,
oxidacdo de radicais, abstracdo de hidrogénio, reacGes de adicdo, reacbes de auto-aniquilacéo
e por dismutagéo (Slater, 1984; Carocho e Ferreira, 2013).

Estas reacBes levam a producdo de ROS, RNS e RSS (espécies reativas de enxofre),
que tém sido associadas a varias doencas graves como 0 cancro, doengas cardiovasculares
incluindo a aterosclerose e AVC’s, disturbios renais e hepaticos, hipertensdo, artrite
reumatoide, sindrome de deficiéncia respiratoria em adultos, doencas de deficiéncia auto-
imune, inflamacdo, doencas degenerativas associadas a idade, diabetes mellitus, cataratas,
obesidade, autismo, Alzheimer, Parkinson e doengas de Huntington, vasculite,
glomerulonefrite, lGpus eritematoso, ulceras gastricas, hemocromatose e pré-eclampsia, entre
outras (Rahman, 2007; Lobo et al., 2010; Lu et al., 2010; Singh et al., 2010; Carocho e
Ferreira, 2013).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado de forma consistente que ha uma
associacgdo clara e positiva entre o consumo de frutos e verduras e uma reducdo da incidéncia
de doencas isquémicas do coragdo e certos tipos de cancro, especialmente do estomago,
esofago, pulmao, cavidade orofaringea, endométrio, pancreas e colon (Block et al., 1992;
Heimendinger et al., 1996; Reddy et al., 2003; Mathew et al., 2004; Jenab et al., 2004;
Carvalho et al., 2010).

Estas propriedades antioxidantes e quimiopreventivas tém sido atribuidas ao seu
elevado teor de antioxidantes naturais, especialmente acido ascérbico (vitamina C), tocoferdis
(vitamina E), B-caroteno (provitamina A), antocianinas e outros polifendis (Figura 4) (Cao et
al., 1996; Silva et al., 2004, 2008; Giada e Filho, 2006; Carvalho et al., 2010).
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Antioxidantes J

vegetais
Vitamina A (Retinol) B- caroteno
VitaminaC (acido ascérbico) Llcopeno
Vitamina E (tocoferois e tocotrienois) Luteina
zeaxantina

Flavondides | Acidos
\ J fendlicos

Acidos Acidos
hidroxicinamicos hidroxibenzéicos

Quercetina Catequina Cianidina Acido Ferrulico Acido Galico

e

\ -
[ Flavonodis [ Flavandis ] Antocianinas

Campferol Pelargonina Pelargoninidina p- coumarico Acido Elagico
[ Isoflavonas [ Flavanonas ] [ Flavonas ]
Genisteina Hesperidina Crisina

Figura 4. Antioxidantes vegetais (Adaptado de Carocho e Ferreira, 2013).

A vitamina A ou retinol € um caroteno produzido no figado, resultante da
decomposigdo do B- caroteno, conhecido pelos seus efeitos benéficos sobre a pele, olhos e
Orgaos internos. A sua capacidade antioxidante é conferida pela sua capacidade de
combinacgdo com radicais peroxilo antes da sua propagacdo peroxidativa de lipidos (Palace et
al., 1999; Jee et al., 2006; Carocho e Ferreira, 2013).

A vitamina C ou acido ascorbico, hidrossoluvel (Pinnell, 2003), inclui dois compostos
com atividade antioxidante: o &cido L-ascorbico e acido L- desidroascorbico, ambos
absorvidos no trato gastrointestinal. O &cido L-ascOrbico € essencial na biossintese de
colagénio e pode inibir a biossintese de elastina (Pinnell, 2003). O acido ascorbico é eficaz na
neutralizacdo do radical anido superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxilo, oxigénio
singleto e oxido nitrico (Barros et al., 2011a), considerado também um pré-oxidante (Duarte e
Lunec, 2005; Carocho e Ferreira, 2013).

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais sintetizados por plantas e
microrganismos, e podem ser separados em dois grupos: carotenoides hidrocarbonetos,
conhecidos como carotenos, que contém grupos terminais especificos (e.g. licopeno e [3-
caroteno) e o0s carotenoides oxigenados conhecidos como xantofilas (e.g. luteina e
zeaxantina). As suas propriedades antioxidantes devem-se a capacidade de neutralizacdo do
oxigénio singleto. Este facto ocorre principalmente porque os carotenoides possuem ligacdes
duplas conjugadas. Sé os radicais peroxilo conseguem destruir completamente estes

pigmentos. Os carotenoides sdo relativamente ndo reativos, mas podem decompor e formar
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compostos ndo radicalares que podem terminar as reacfes em cadeia dos radicais livres (Paiva
e Russell, 1999; Carocho e Ferreira, 2013).

A importancia de compostos antioxidantes de matérias vegetais na manutencdo da
salde e protecdo contra doencas tem aumentado o interesse entre a comunidade cientifica, em
produtores de alimentos e consumidores, que tém demonstrado preferéncia para alimentos

funcionais (Kahkonen et al., 1999).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

i) Caracterizar quimicamente folhas de Juglans regia L. (Juglandaceae), bem como as
decocgdes obtidas, recorrendo a analise cromatografica de &cido ascérbico e outros acidos
organicos, agucares, tocoferdis e compostos fendlicos.

ii) Determinar a bioatividade das mesmas preparacdes através da avaliacdo da atividade
antioxidante (efeitos captadores de radicais livres, poder redutor e inibicdo da peroxidacao
lipidica em homogeneizados cerebrais), atividade antitumoral (em linhas celulares humanas
tumorais) e toxicidade em células ndo tumorais (culturas primarias de células de figado de
porco).

iii) Contribuir para a valorizacdo da flora medicinal silvestre e validagdo das préaticas

tradicionais.

Avaliacdo da bioatividade e caracterizacdo quimica de uma espécie medicinal de uso tépico: Juglans regia L. 16



’NiVERSiDAD

@

ipb
&/ INSTITUTO POLITECNICO

DE BRAGANGA

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e preparacéo da decocgéo

Juglans regia L. (Fagales, Jugladanceae), uma espécie arbdrea naturalizada e
amplamente difundida na Europa, possui folhas compostas, pinadas de 25-40 cm de
comprimento, com 5-9 pares de foliolos, emparelhados alternadamente ao longo do peciolo,
com um foliolo terminal. No inicio do verdo, recolheram-se as folhas completamente
expandidas a partir da copa externa de dez arvores dispersas, cultivadas em regime extensivo
em zonas florestais do Nordeste Transmontano, regido de Tras-os-Montes. De acordo com
informacdo obtida junto dos proprietarios as arvores pertencem todas a mesma variedade,
variedade essa muito antiga e outrora frequente em toda a area de estudo. A metodologia de
colheita do material vegetal para analise seguiu de perto o conhecimento tradicional e as
praticas usadas na medicina popular, registados anteriormente em levantamentos
etnobotanicos realizados na regido (Carvalho, 2010). Todo o material colhido foi misturado
de modo a obter uma amostra homogénea e representativa dos exemplares selecionados. Foi
posteriormente, liofilizado (liofilizador FreeZone 4.5, Labconco).

Para a preparacdo da decoccdo, a amostra liofilizada (1 g) foi adicionada a agua
destilada (200 mL) e aquecida (placa de aquecimento, VELP scientific) até a ebulicdo durante
5 min. Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e filtrou-se em papel Whatman n° 4.

Posteriormente, congelou-se e liofilizou-se.

3.2. Reagentes e Padroes

Os solventes acetonitrilo 99.9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99.8% eram de
gradiente HPLC da Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). O Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) foi adquirido a Sigma (St. Louis, MO, EUA), bem como o
acido L-ascorbico e os padrfes de tocoferdis, agucares e acidos organicos.

Os padrdes de compostos fendlicos foram obtidos na Extrasynthese (Genay, Franga).
O tocol racémico, 50 mg/mL, foi adquirido a Matreya (PA, EUA), enguanto o 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA).

O soro fetal bovino (SFB), a L-glutamina, a solugdo salina de Hank’s (HBSS), a
tripsina-EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), os aminoacidos ndo essenciais (2 mM), a
penicilina/estreptomincina (100 U/mL e 100 mg/mL, respetivamente), e os meios de cultura
RPMI-1640 e DMEM foram adquiridos a Hyclone (Logan, EUA).
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O acido acético, a elipticina, a sulforodamina B (SRB), o azul tripano, o acido
tricloroacético (TCA) e o Tris (2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol) foram também
adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EUA).

A agua destilada foi tratada num sistema de purificacdo de agua Milli-Q (TGI Pure
water systems, EUA).

3.3. Compostos bioativos

3.3.1. Acidos organicos

Os éacidos organicos foram determinados na decocgdo e nas folhas (material seco).
Neste ultimo caso, procedeu-se a uma extragdo da amostra (1,5 g) com acido metafosforico
(25 mL, 25 °C, 150 rpm, 4,5%) e filtrou-se em papel Whatman n° 4. Antes da analise por
cromatografia liquida ultra rapida (UFLC) acoplada a um detetor de Fotodiodos (PDA-
Photodiode array detector), a amostra foi novamente filtrada em filtros de nylon de 0,2 pm.
Este procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de investigacdo onde se inseriu este
trabalho (Pereira et al., 2013). A analise foi realizada num UFLC Shimadzu serie 20A
(Shimadzu Coperation). A separacdo foi conseguida numa coluna C18 Sphereclone
(Phenomenex) de fase reversa (5um, 250x4,6 mm i.d.), termostatizada a 35 °C. A eluicdo foi
feita com acido sulfdrico (3,6 mM) com uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A detecédo foi
levada a cabo pelo PDA, usando 215 e 245 nm (para o &cido ascdrbico) como comprimentos
de onda preferenciais. Os acidos organicos foram quantificados por comparacao da area dos
seus picos registados, com as curvas de calibracdo obtidas pelos padrées comerciais de cada
composto: &cido ascorbico (y=8E+07x+55079; R?=1); 4cido citrico (y=1E+06x+4170.6;
R%=1); 4cido malico (y=952269x+17803; R*=1); acido oxalico (y=1E+07x+96178; R*=0,999);
4cido xiquimico (y=9E+07x-95244; R?=0,999). Os resultados foram expressos em g por 100 g

de folhas ou decocc¢do (material seco, dw).

3.3.2. Mono e oligossacaridos

Os mono e oligossacaridos foram determinados na decoccdo e nas folhas (material
seco). Neste Gltimo caso, a amostra liofilizada (1 g) foi adicionado 1 mL de padrédo interno-
melezitose (PI, 25 mg/mL), seguindo-se a extracdo com etanol 80% (40 mL) em banho a 80
°C durante 1h30 min, com agitacdo a cada 15 min. Apos filtracdo para um baléo, levou-se a

evaporar para remocao do etanol (evaporador rotativo Biichni-210). Posteriormente, lavou-se
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a fase aquosa 3 vezes sucessivas com éter etilico (10 mL). Perfez-se a solucdo do extrato até
um volume de 5 mL com &agua destilada, filtrou-se para um vial e analisou-se por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Este procedimento foi otimizado e validado
pelo grupo de investigacdo onde se inseriu este trabalho (Barros et al., 2011b). O equipamento
consiste num sistema integrado com uma bomba (Knauer, Smartline system 1000, Berlim,
Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager 5000), um amostrador
automatico (AS-2057 Jasco, Easton, MD) e equipado com um detetor de indice de refracdo
(R1) (Knauer Smartline 2300). Os dados foram analisados pelo software Clarity 2.4
(DataApex). A separacéo foi levada a cabo pela coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6x250 nm, 5
mm, Knauer), funcionando a 30 °C (forno 7971 R Grace). A fase mdvel foi acetonitrilo:dgua
destilada (70:30 v/v) com um caudal de 1 mL/min. A identificacdo foi efetuada por
comparagdo com os padrdes e a quantificacdo através do método padréo interno (melezitose),

cujos teores foram expressos em g por 100 g de folhas ou decoccao (material seco, dw).

3.3.3. Tocoferois

Os tocoferdis foram determinados na decoccdo e nas folhas (material seco). Neste
altimo caso, adicionou-se a amostra (500 mg) uma solucdo de Butil-hidroxitolueno (BHT,
antioxidante) em hexano (10 mg/mL, 0,10 mL) e uma solucdo de tocol (padréo interno) em
hexano (50 pg/mL, 0,4 mL). A amostra foi homogeneizada com metanol (4 mL) no vortex (1
min). De seguida, adicionou-se hexano (4 mL) homogeneizando-se novamente no vortex (1
min). Posteriormente, adicionou-se uma solu¢do aquosa concentrada de cloreto de sodio (2
mL), seguida de homogeneizacdo (1 min) e centrifugacdo (5 min, 4000 g, 10 °C). O
sobrenadante foi transferido para um vial previamente envolvido em papel de prata. A
amostra foi re-extraida mais 2 vezes com hexano. Ao extrato final foi adicionado sulfato de
sodio anidro, seco sob corrente de azoto e, posteriormente, redissolvido em hexano (2 ml),
filtrado com um filtro descartavel LC de 0,22 um e transferido para um vial ambar. Este
procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de investigacdo onde se inseriu este
trabalho (Barros et al., 2010). A analise foi efectuada no HPLC acima referido, ligado a um
detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco), programado para excitacdo a 290 nm e emissdo a
330 nm. A separacdo foi levada a cabo pela coluna de fase normal de Poliamida 11 (250
mmx4.6 mm i.d., YMC Waters) funcionando a 30 °C. A fase mdvel foi uma mistura de n-
hexano/ acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min e um volume de injecéo de

20 pL. A identificacdo foi efectuada por comparagdo com os padrdes e a quantificacdo através
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do método padrdo interno (tocol), cujos resultados foram expressos em mg por 100 g de
folhas ou decoccéao (material seco, dw).

3.3.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram determinados na decoccéo e nas folhas (material seco).
Neste Gltimo caso, a amostra liofilizada (1,5 g) foi extraida com 30 mL de metanol a 150 rpm
durante 1h. O extrato foi filtrado e o residuo re-extraido mais 2 vezes. Os extratos
combinados foram evaporados a 35 °C até remocao completa do metanol e filtrados em discos
descartaveis LC de 0,22 um. Este procedimento foi otimizado e validado pelo grupo de
investigagdo de Polifendis da Universidade de Salamanca que colaborou neste trabalho
(Guimaraes et al., 2013). A analise foi efetuada por HPLC (Hewlett-Packard 1100, Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA), com uma bomba quaternaria, com dupla detecdo online
levada a cabo por um detetor de diodos (DAD) usando os comprimentos de onda de 280 nm e
370 nm preferenciais e um espectrometro de massa (MS) (APl 3200 Qtrap, Applied
Biosystems, Darmstadt, Alemanha) ligado ao sistema de HPLC. Utilizou-se uma coluna
Waters Spherisorb S3 ODS-2 C8, 3 um (4,6x150 mm) termostatizada a 35 °C. A fase mdvel
foi (A) &cido férmico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de elui¢do estabelecido foi
isocratico 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25% B mais 10 min, 25-35% B mais 10
min, 35-50% B mais 10 min e reequilibracdo da coluna; usou-se uma taxa de fluxo de 0.5
mL/min. A detecdo MS foi realizada num APl 3200 Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt,
Alemanha) equipado com uma fonte de ionizacdo Electrospray (ESI) num analisador de
massa de armadilha de ido-quadrupolo tripla, controlada pelo software Analyst 5.1. Usou-se
ar de grau zero (30 psi) como gas de nebulizacdo e gas turbo para secagem do solvente (400
°C, 40 psi). O azoto serviu como cortina (20 psi) e gas de colisdo (médio). A tensdo de spray
dos ibes foi definida a -4500V em modo negativo. O detetor MS foi programado para
executar, em série, dois modos consecutivos: incrementar a andlise do MS (EMS) e do ido
produto (EPI). O sistema EMS foi utilizado para mostrar espetros de varrimento completo,
para dar uma visdo geral a todos os iGes na amostra. As configura¢fes usadas foram: potencial
de ndo-cluster (DP) -45V, potencial de entrada (EP) -6V, energia de colisdo (CE) -10V. Os
espetros foram gravados em modo de ido negativo entre m/z 100 e 1500. O modo EPI foi
executado, posteriormente, de modo a obter os padrdes de fragmentacdo dos ibes obtidos da
experiéncia anterior, usando 0s seguintes parametros: DP -50 V, EP -6 V, CE -25V e

espalhamento da energia de colisdo (CES) 0 V.
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Os compostos fendlicos foram caracterizados de acordo com os seus espetros de UV e
massa, e tempo de retencdo em comparagdo com os padrdes, quando disponiveis. Para analise
quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por injecdo de solucdes-padrdo com
concentragdes conhecidas (2,5-100 pg/mL): acido 5-O-caffeoylquinico (y=313,03x-58,20;
R?=0,999); acido p-cumarico (y=884,6x+184,49; R?*=0,999): catequina (y=158,42x+11,38:
R?=0,999); caempferol-3-O-glucésido (y=288,55x-4,05; R*=1); caempferol-3-O-rutindsido
(y=239,16x-10,587; R’=1); miricetina (y=741,41x-221,6; R?=0,999); quercetina-3-O-
glucésido (y=253,52x-11,615; R?*=0,999): quercetina-3-O-rutindsido (y=281,98x-0,3458;
R’=1); siringetina 3-O-glucésido (y=333,8x-189,02; R?*=0,999): taxifolina (y=478,06x-
657,33; R°=0,999). Os resultados foram expressos em mg por g de folhas ou decocgéo

(material seco, dw).

3.4. Bioatividade do extrato metandlico e da decoccéo

O extrato metandlico (preparado de acordo com o descrito na seccdo anterior) e a
decoccéo liofilizada foram dissolvidos em i) metanol e agua, respetivamente (concentracao
final 2,5 mg/mL) para avaliacdo da atividade antioxidante, ou ii) agua (concentracao final 8
mg/mL) para avaliacdo do potencial antitumoral. As solugdes finais foram posteriormente
diluidas a vérias concentracOes para serem utilizadas nos diferentes ensaios in vitro de
avaliacdo de bioatividade. Os resultados foram expressos em i) valores de ECsp (concentragédo
da amostra responsavel por 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absovancia no ensaio do
poder redutor; expressos em g/ mL de extrato ou decoc¢do) para a atividade antioxidante, ou
ii) valores de Glso (concentragdo da amostra responsavel por 50% de inibi¢do do crescimento
celular; expressos em pug/ mL de extrato ou decoccdo) para a atividade antitumoral. Trolox e
elipticina foram usados como controlos positivos nos ensaios de avaliacdo da atividade

antioxidante e antitumoral, respetivamente.
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3.4.1. Avaliago da atividade antioxidante

3.4.1.1. Atividade captadora de radicais livres DPPH

Misturaram-se as solugfes das amostras nas varias concentracdes (0,30 mL) com uma
solucdo de metanol:agua (80:20 v/v, 0,27 mL) contendo radicais de DPPH (6x10° mol/L). A
mistura foi deixada em repouso durante 60 min no escuro para posterior medicdo da
absorvancia a 515 nm no leitor de microplacas ELX800 (equipamento Bio-Tek, Inc.)
(Guimaraes et al., 2013). A atividade captadora de radicais (RSA) foi calculada em fungéo da
percentagem da descoloracdo da solugcdo de DPPH, conforme a seguinte equacdo: %RSA=
[(ADPPH-AS)/ADPPH]x100, sendo AS a absorvancia da solugdo na presenca das varias
concentracdes de amostra e ADPPH a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de
extrato capaz de inibir 50% de radicais DPPH (ECso) foi calculada a partir do grafico de

percentagem RSA em fungdo da concentracdo de amostra.

3.4.1.2. Poder redutor

As solucdes das amostras nas varias concentragdes (0,5 mL) foram misturadas com
tampao fosfato de sodio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5mL) e ferricianeto de potassio (1%, 0,5
mL). As amostras foram incubadas a 50 °C durante 20 min e adicionou-se posteriormente
acido tricloroaceético (10%, 0,5 mL). O sobrenadante (0,8 mL) foi colocado numa microplaca
de 48 pocgos juntamente com agua destilada e cloreto de ferro (0,1%, 0,16 mL) (Guimarées et
al., 2013). A absorvancia foi medida a 690 nm, no leitor de microplacas, referido
anteriormente. A concentracdo de amostra que fornece 0,5 de absorvancia foi calculada a

partir do gréafico de absorvancia 690 nm em funcéo da concentracdo da amostra.

3.4.1.3. Inibi¢ao da descoloracio do f-caroteno

Preparou-se uma solugdo de fB-caroteno (2 mg) em cloroformio, transferindo se 2 mL
desta solucdo para um baldo de fundo redondo para remoc¢do do cloroférmio a 40 °C, sob
vacuo. Adicionaram-se o acido linoleico (40 mg), o emulsionante Tween 80 (400 mg) e agua
destilada, agitando-se vigorosamente. Transferiram-se 4,8 mL desta solu¢do para cada tubo de
ensaio contendo as solu¢bes das amostras nas varias concentracdes (0,2 mL) (Guimardes et
al., 2013). Agitaram-se os tubos homogeneizando a mistura e mediu-se, imediatamente, a
absorvancia a 470 nm no tempo zero. Para a medicdo do tempo 1 colocaram se os tubos em

banho (50 °C, 2h) com agitagdo (50 rpm). A inibi¢do da descoloragdo do [-caroteno foi
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calculada em fungdo da equagdo: P-caroteno (tempo 1)/ B-caroteno (tempo 0)x100. A
concentracdo de amostra capaz de inibir 50% da oxidacdo (ECsp) foi calculada a partir do
grafico de percentagem de inibi¢ao da descolorag@o do [3-caroteno em fungdo da concentracgéo

da amostra.

3.4.1.4. Inibicdo da peroxidacao lipidica na presenga de substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral de porco (Sus scrofa) ao qual se adicionou tampéo tris-HCI
(20 mL, pH 7,4) num tubo de falcon, em gelo, numa porcdo de 1:2 (w/v). Procedeu se a
centrifugacdo da suspensdo a 3500 g durante 10 min. Incubou-se o sobrenadante (0,1 mL)
com as solu¢des das amostras nas varias concentracfes (0,2 mL), sulfato de ferro (100 uM,
0,1 mL) e acido ascorbico (0,1 mM, 0,1 mL) a 37 °C durante 1h. Posteriormente, adicionou-se
0 &cido tiobarbiturico (TBA, 2% wi/v, 0,38 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20
min e centrifugada a 3000 rpm durante 5 min de modo a precipitar os residuos formados pelas
reacOes (Guimardes et al., 2013). A absorvancia foi lida a 532 nm. A percentagem da inibicao
da peroxidacdo lipidica foi calculada em funcéo da férmula [(A-B)/A]x100, sendo A e B a
absorvancia do controlo e da solucdo com a amostra, respetivamente. A concentracdo de
amostra capaz de inibir 50% da peroxidacéo lipidica (ECso) foi calculada a partir do gréfico

da percentagem de inibicdo da formacdo de TBARS em fun¢do da concentracao de amostra.

3.4.2. Avaliacao do potencial antitumoral e citotoxicidade

3.4.2.1. Atividade antiproliferativa em linhas celulares tumorais humanas

Foram utilizadas cinco linhas celulares tumorais humanas: MCF-7 (adenocarcinoma
de mama), NCI-H460 (cancro de pulmao), HCT-15 (carcinoma de cdlon), HelLa (carcinoma
cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular). As células foram mantidas em cultura aderentes
em meio RPMI-1640 contendo 10% de Soro Fetal de Bovino (SFB) inativado pelo calor e 2
mM de glutamina (MCF-7, NCI-H460 e HCT-15) ou em DMEM suplementado com 10%
FBS, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (HeLa e
HepG2), a 37 °C, em incubadora com temperatura humidificada contendo 5% de CO, (HF
151, Heal Force) (Guimardes et al., 2013). Todas as experiéncias foram realizadas em
ambiente asséptico numa camara de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70). Retirou-se o

meio de cultura de cada caixa de cultura com as respetivas linhas celulares. Adicionou-se o
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meio de lavagem (HBSS, 2 mL) e apds a sua remocao adicionou-se tripsina (1,5 mL). A caixa
de cultura foi colocada na incubadora durante 3 min para desagregacdo das ceélulas.
Adicionou-se rapidamente meio de cultura (3 mL) para inativar a tripsina. Pipetou-se a
suspensdo celular para um tubo de falcon estéril para centrifugar (1200 rpm, 5 min.).
Retiraram-se 50 pL de suspensdo e adicionaram-se 50 pL de solucdo de azul tripano para
contagem do nimero de células numa cAmara de Neubauer.

Cada linha celular foi plaqueada numa densidade apropriada (7,5x10° células/poco
para MCF-7, NCI-H460 e HCT-15 ou 1,0x10* células/poco for HelLa e HepG2) numa placa
de 96 pocos. Adicionaram se 5 dilui¢cGes das amostras (10 pL) em cada poco, juntamente com
0 volume de células calculado anteriormente. Perfez-se o volume de cada poco com meio de
cultura. As microplacas foram seladas e guardadas na incubadora durante 48h até ao teste da
sulforodamina B (SRB). Neste teste, adicionou-se a cada pogo acido tricloroacético frio
(TCA, 10%; 100 pL), incubando-se de seguida durante 60 min a 4 °C. As microplacas foram
lavadas com agua destilada e secas. A solugdo de SRB (0,1% em 1% acido acético; 100 pL)
foi adicionada a cada pogo. A placa foi incubada durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, lavou-se a placa com acido acético (1%) para remover 0 excesso de SRB e
secou-se. A SRB foi solubilizada com 10 mM de Tris (200 pL, pH 7,4) num agitador de
microplacas (Stat Fax-2100). A absorvancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas

(referido anteriormente).

3.4.2.2. Hepatotoxicidade em células ndo tumorais

Preparou-se uma cultura de células primérias a partir de figado fresco de porco, obtido
num matadouro local, designada por PLP2 (porcine liver primary cell culture). O
procedimento foi descrito anteriormente pelo grupo de investigacdo em que se insere este
trabalho (Abreu et al., 2011). Os tecidos foram lavados em solucdo salina de Hank contendo
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em explantes de 1x1 mm?®.
Os explantes foram colocados em caixas de cultura com meio DMEM suplementado com
SFB (10%), 2 mM de aminoéacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, e colocou-se na incubadora. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias,
monitorizando-se utilizando um microscopio invertido (Ilcon Eclipse Ts 100). As células
foram transferidas para uma placa de 96 pocos com uma densidade de 1x10* células/poco, e
cultivadas em meio DMEM com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
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estreptomicina. As células foram tratadas com diferentes concentracdes de amostra e

efectuou-se o teste SRB descrito anteriormente.

3.4.3. Andlise estatistica

Utilizaram-se, para cada preparacdo, trés amostras e todos os ensaios foram realizados em
triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios e desvios-padrdao (SD). Os
resultados foram analisados por uma analise de varancia (ANOVA) seguida de teste HSD

Tukey’s com a = 0.05. Este tratamento estatistico foi realizado por SPSS v. 18.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ldentificacédo e quantificagcdo

4.1.1. Acidos organicos

Foram identificados cinco &cidos organicos diferentes, sendo o acido malico, o mais

abundante, principalmente nas folhas (1,04 g/100 g dw, Tabela 2), seguidos pelos &cidos

oxalico e citrico.

Tabela 2. Acidos organicos em folhas e decocgdo de Juglans regia (média +DP).

Acidos organicos (g/100 g, dw) Folhas Decocgéo
Acido oxalico 0,93 + 0,072 0,85 + 0,00
Acido malico 1,04 + 0,02 0,83 +0,01°
Acido ascorbico 0,20 0,01 nd

Acido xiquimico 0,10 + 0,00 0,06 + 0,00°
Acido citrico 0,89 +0,01° 0,71 +0,00°
Total acidos organicos 3,16 + 0,09 2,44 +0,01°

nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas
(p<0,05).

As folhas (material seco) apresentaram maior teor de acidos organicos individuais e
totais (3,16 g/100 g dw, Tabela 2) do que a decoccdo obtida a partir das mesmas. Ja o acido
ascorbico ndo foi detetado na decoccédo, provavelmente devido ao processo de aquecimento

que pode levar a sua degradacdo (Figura 5).
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Figura 5. Perfil individual de acidos organicos em folhas (— ) e decocgdo (—) de J. regia: FM- fase mdvel;
1- 4cido oxalico; 2- acido malico; 3- &cido xiquimico; 4- acido ascdrbico; 5- &cido citrico.

4.1.2. Mono e oligossacaridos

Dois monossacaridos, frutose e glucose, e dois oligossacaridos, sacarose e trealose
foram identificados e quantificados em ambas as amostras (Tabela 3). A sacarose foi 0 acUcar
livre mais abundante, tanto nas folhas como na sua decoccdo (5,79 e 10,10 g/100 g dw,

respetivamente, Tabela 3).

Tabela 3. Mono e oligossacaridos em folhas e decocgdo de Juglans regia (média £DP).

Mono e oligossacéaridos (g/100 g, dw) Folhas Decocgédo
Frutose nd 2,08 + 0,03
Glucose 0,79 £0,01° 3,47 £0,19%
Sacarose 5,79 + 0,35° 10,10 + 0,23°
Trealose 2,69 + 0,05 2,12 £ 0,21°
Total acucares 9,27 +0,31° 17,17 +0,61°

nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas
(p<0,05).
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A decoccdo apresentou um maior teor em agUcares totais e individuais (Figura 6),
com excecdo da trealose. Os niveis mais altos de mono e oligossacéridos observados na
decoccdo podem ser uma consequéncia da hidrolise de polissacaridos relacionada com o

processo de calor envolvido na sua obtengéo.
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Figura 6. Perfil individual de mono e oligossacéaridos em folhas (— ) e decoccdo (—) de J. regia: FM- fase
movel; 1- frutose; 2- glucose; 3- sacarose; 4- trealose; 5- melezitose (PI).

4.1.3. Tocoferois

As quatro isoformas de tocoferois estavam presentes quer nas folhas quer na decocgéo
(Tabela 4).

Tabela 4. Tocoferois em folhas e decoccéo de Juglans regia (média +DP).

Tocoferdis (mg/100 g, dw) Folhas Decocgédo

a — tocoferol 199,99 + 1,48° 3,99 +0,01°
3 — tocoferol 2,63 +0,20° 0,35+ 0,01°
y — tocoferol 120,16 +5,87° 1,24 +0,01°
& — tocoferol 67,56 + 0,36 20,26 +0,11°
Total tocoferdis 282,20 + 1,90 25,84 +0,10°

nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).
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As folhas apresentaram maior concentragdo no total (282,20 mg/100 g dw, Tabela 3) e
de tocoferdis individuais do que a decocg¢do obtida a partir delas (Figura 7). Isto poderia ser
explicado pela oxidagdo dos tocoferdis induzida pelo calor no processo de preparacdo da

decocc¢do. O a-tocoferol foi a isoforma mais abundante (199,99 mg/100 g dw).
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Figura 7. Perfil individual de tocoferéis em folhas (— ) e decoccdo (—) de J. regia: FM- fase movel; 1- a-
tocoferol; 2- B-tocoferol; 3- y-tocoferol; 4- 5-tocoferol; 5- Tocol (PI). A amostra de folhas foi diluida 1:4 (v/v).

4.1.4. Compostos fenolicos

O perfil fenolico das folhas de J. regia (apds extracdo metandlica) e da sua decocgéo
foi registado a 280 nm e 370 nm, e apresenta-se na Figura 8. As caracteristicas dos picos e as

tentativas de identificacdo sdo apresentados na Tabela 5.
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Figura 8. Perfil individual de compostos fenélicos em folhas de J. regia, obtido a 370 nm (A) e 280 nm.
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Tabela 5. Tempo de retencdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢cdo maxima na zona do visivel (Amax), dados do espectro de massa e Identificacdo
provisoria de compostos fenolicos em folhas e decoccdo de Juglans regia.

Pico Rt (min) Poma ‘a0 molecular MS2 Identificagdo

[M-H] (m/z) (m/2)
1 5,26 323 353 191(100),179(89),173(20),135(78) Acido 3-O-Cafeoilquinico
2 5,97 280 577 451(34),425(55),407(92),289(75),287(16) Dimero Procianidina
3 6,94 310 337 191(100),173(29),163(98),155(17),137(2) Acido 3-p-Coumaroilquinico
4 7,22 331 353 191(76),179(97),173(100),135(96) Acido 4-O-Cafeoilquinico
5 7,81 280 865 739(8),713(17), 695(9), 577(4), 575(6), 425(3),407(2), 289(100)  Trimero Procianidina
6 9,40 310 337 191(23), 173(100), 163(2), 155(10), 137(9) Acido cis 4-p-Coumaroilquinico
7 10,86 311 337 191(5), 173(100), 163(62), 155(14), 137(19) Acido trans 4-p-Coumaroilquinico
8 13,83 279 577 451(90),425(73),407(100),289(80),287(17) Dimero Procianidina
9 15,66 291 435 303(20),285(100) Isémero Taxifolina O-pentésido
10 16,17 291 435 303(9),285(100) Isémero Taxifolina O-pentésido
11 16,53 353 479 317(100) Miricetina 3-O-glucosido
12 16,72 354 493 331(100) Laricitrina O-hexdsido
13 17,53 292 435 303(41),285(100) Isémero Taxifolina O-pentésido
14 18,78 294 435 303(56),285(100) Isémero Taxifolina O-pentésido
15 19,07 356 449 317(100) Miricetina O-pentdsido
16 19,25 350 463 317(100) Miricetina O-ramndsido
17 20,04 294 435 303(35),285(100) Isémero taxifolina O-pentosido
18 20,23 354 463 301(100) Quercetina 3-O-glucoésido
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19 20,64 354 463 301(100) Quercetina O-hexdsido
20 22,36 354 433 301(100) Quercetina O-pentosido
21 23,37 353 433 301(100) Quercetina O-pent6sido
22 24,36 350 447 301(100) Quercetina O-ramnosido
23 26,78 348 417 285(100) Campferol O-pentdsido
24 271,77 349 417 285(100) Campferol O-pentdsido
25 28,97 346 431 285(100) Campferol O-ramnoésido
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Foram detetados vinte e cinco compostos, cinco dos quais eram derivados de
acidos fendlicos (derivados hidroxicindmicos). Entre eles, dois compostos (picos 1 e 4)
eram derivados do éacido cafeoilquinico identificados de acordo com os seus espetros de
UV e ides pseudomoleculares. O pico 1 ([MH] a m/z 353) foi identificado como acido
3-O-cafeoilquinico, obtendo-se o pico de base a m/z 191 e o ido molecular a m/z 179,
com uma intensidade de pico de base >70%, caracteristica dos 4&cidos 3-
acilclorogénicos, tal como descrito por Clifford et al. (2003 e 2005). O pico 4 foi
facilmente distinguido dos outros dois isémeros pelo seu pico de base a m/z 173 [4cido
quinico-H-H,0]’, acompanhado por um ido secundario com fragmento a m/z 179 com
cerca de 97% de abundancia do pico de base, o qual permitiu identifica-lo como o é&cido
4-0O-cafeoilquinico de acordo com o padrédo de fragmentacao descrito por Clifford et al.
(2003, 2005). Os trés sinais a m/z 337, também foram detetados (picos 3, 6 e 7); estes
compostos foram tentativamente identificados de acordo com a sua fragmentagdo MS?
como diferentes isomeros do &cido p-cumaroilquinico. As identidades foram atribuidas
com base nos padrdes descritos para os isdmeros do acido cafeoilquinico. O pico 3 foi
identificado como &cido 3-p-cumaroilquinico, obtendo-se o pico de base a m/z 191,
como descrito por Clifford et al. (2003 e 2005). A fragmentacdo dos picos 6 e 7
originou um 40 maioritario MS? a m/z 173, correspondente ao A&cido 4-p-
cumaroilquinico, sendo o pico 7 associado ao isomero trans, ao passo gque 0 pico 6 de
caracteristicas espetrais e massa semelhante foi atribuido ao é&cido cis 4-p-
cumaroilquinico.

A atribuicdo foi feita com base na sua ordem relativa de eluicdo; como seria
esperado os derivados cis hidroxicinamoil eluiram antes que os correspondentes trans,
como observado apo6s irradiacdo com UV (366 nm, 24 h) de acidos hidroxicindmicos no
laboratorio.

Os oligébmeros de procianidina também foram detetados, correspondendo aos
picos 2, 5 e 8, que mostraram espetros de UV com Amax 279-280 nm, caracteristicos das
proantocianidinas. Os picos 2 e 8 apresentaram um ido pseudo molecular
correspondente a dimeros de procianidina ([M-H] a m/z 577) e o pico 5 a um trimero de
procianidina ([M-H]" a m/z 865).

Os picos 9, 10, 13, 14 e 17 foram atribuidos a derivados de taxifolina com base
no seu espetro de UV e id&o pseudo molecular [M-H]" a m/z 435, libertando um

fragmento a m/z 303 [taxifolina-H]™ (-132 um, perda da fracdo pentosilo). Foram
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tentativamente identificados como taxifolina O-pent6sido que poderiam corresponder
tanto a diferentes estereoisdmeros, dada a natureza assimétrica da C-2 e C-3 de
taxifolina (i.e., di-hidroquercetina), como a diferentes padrdes de substituicdo do agucar.
A andlise de ESI/MS ndo permitiu a obtencdo de informacdo sobre a natureza e a
posicdo das fracOes de acUcar.

Os compostos fendlicos restantes correspondem a derivados de flavondides,
derivados da quercetina (Amax cerca de 350 nm e um fragmento de MS? a m/z 301), do
campferol (Amax cerca de 348 nm e um fragmento de MS? a m/z 285), da miricetina (Amax
cerca de 354 nm e um fragmento de MS? a m/z 317) e da 3-O-metilmiricetina
(laricitrina; Amax @ 354 nm e um fragmento de MS? a m/z 331) (Tabela 2). A miricetina
3-O-glicésido (pico 11) e a quercetina 3-O-glicosido (pico 18) foram identificadas
positivamente de acordo com a sua retencdo, massa e caracteristicas de UV-vis por
comparagdo com padrdes comerciais.

Os picos 19 e 20 ([M-H] a m/z 463), e 21 e 22 ([M-H] a m/z 433 e 447,
respetivamente) foram assinalados como derivados da quercetina; os picos 23 e 24 ([M-
H]" a m/z 417), e 25 ([M-H]" a m/z 431) foram assinalados como derivados do
campferol, e os picos 15 e 16 ([M-H]  a m/z 449 and 463, respetivamente) foram
assinalados como derivados da miricetina. Apresentaram fragmentos MS?
correspondentes a perdas distintas das fragdes hexosilo (-162 um), pentosilo (-132 um) e
ramnosilo (-146 um), e uma ordem de eluicdo coerente com o tipo de substituintes-
acucares, de acordo com a sua polaridade esperada, apesar da posi¢do e natureza das
fracbes de aclcar ndo poder ter sido identificada, uma vez que 0s seus tempos de
retencdo ndo correspondiam a qualquer um dos padrdes disponiveis.

O Pico 12 foi assinalado como laricitrina O-hexosido de acordo com 0s seus
espetros de UV e massa; a presenca de miricetina e quercetina 3-O-glicosiladas como
flavondides hexodsidos maioritarios, poderia indicar o pico 12 como sendo também um
3-O-glicésido.

O é&cido 3-O-cafeoilquinico e a quercetina O-pentosido foram os compostos

fendlicos mais abundantes no extrato metandlico e decocgédo (Tabela 6).
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Tabela 6. Quantificacdo de compostos fenolicos no extrato metandlico e decoccao de folhas de
Juglans regia (mean+SD).

Compostos fenolicos Extrato metandlico Decocgdo
Acido 3-O-Cafeoilquinico 6,41 +0,17 5,08 + 0,06
Dimero Procianidina 0,34 £0,01 0,30 £0,03
Acido 3-p-Coumaroilquinico 1,20 + 0,04 0,92 +0,01
Acido 4-O-Cafeoilquinico 0,95£0,05 1,76 £ 0,06
Trimero Procianidina 1,86 + 0,08 1,61 +0,01
Acido cis 4-p-Coumaroilquinico 0,22 +0,02 0,27 +0,00
Acido trans 4-p-Coumaroilquinico 0,19 +0,01 0,27 £0,00
Dimero Procianidina 0,17 £ 0,01 0,06 £ 0,00
Isémero Taxifolina O-pentésido tr tr

Isémero Taxifolina O-pentésido 0,06 £0,00 0,03 £0,00
Miricetina 3-O-glucoside 0,13+£0,01 0,13 +£0,00
Laricitrina O-hexoésido 0,12 £0,01 0,11+0,01
Isémero Taxifolina O-pentésido tr 0,25 £ 0,00
Isémero Taxifolina O-pentésido 0,05+0,00 0,06 £0,00
Miricetina O-pentdsido 0,08 £0,01 0,07+£0,01
Miricetina O-ramnosido 0,12 + 0,00 0,10 £ 0,00
Isémero Taxifolina O-pentésido 1,50 £ 0,01 0,72 +0,01
Quercetina 3-O-glucoside 2,37 £ 0,09 2,56 + 0,03
Quercetina O-hexdsido 0,98 + 0,03 0,69 + 0,06
Quercetina O-pentosido 0,38 +£ 0,00 0,40 £ 0,00
Quercetina O-pentosido 5,04 + 0,09 4,87 +0,01
Quecetina O-ramnésido 1,77 £0,02 1,58 £0,03
Campferol O-pentésido 0,38 +0,01 0,32 +0,01
Campferol O-pentésido 0,74 +0,02 0,69 + 0,03
Campferol O-ramnésido 0,25 + 0,01 0,22 +£0,00
Total acidos fendlicos (mg/g, dw) 8,95 + 0,27a 8,29 +0,01b
Total flavan-3-ois (mg/g, dw) 2,37 +0,08a 1,98 +0,02b
Total flavonoides / flavonoéis (mg/g, dw) 13,98 £ 0,20a 12,55 +0,10b
Total compostos fendlicos (mg/g, dw) 25,30 £ 0,39 22,82 +0,13b

tr- vestigios. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas
(p<0,05).
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Este estudo permitiu uma caracterizacdo mais completa de compostos fendlicos
de folhas de nogueira, tendo sido descritos anteriormente apenas nove (Amaral et al.,
2004) e dez (Pereira et al., 2007) compostos. Wichtl e Anton (1999) e Cheniany et al.
(2013), descreveram a presenca de outros acidos fendlicos tais como o cafeico, ferulico,
p-cumarico, p-hidroxifenilacético, galico e salicilico, nas folhas e microestacas de J.
regia. Pereira et al. (2007) e Amaral et al. (2004) apresentaram o 4&cido 3-O-
cafeoilquinico e a quercetina 3-galactésido como os principais compostos fendlicos
presentes.

Tanto quanto se sabe, esta € a primeira vez que a presenca de procianidinas,
taxifolina e derivados de miricetina foram descritas em folhas de nogueira. Além disso,
ndo existiam resultados da determinacdo fendlica em decoccdo, 0 modo de preparacao
mais utilizado para folhas de nogueira em etnofarmacologia. Em geral, a decoccéo
mostrou uma concentracdo mais baixa dos compostos fenolicos identificados, embora a

diminuicdo da quantidade total ndo tenha sido relevante (Tabela 6).

4.2. Bioatividade

4.2.1. Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante do extrato metandlico e decoccéao

preparados a partir de folhas de J. regia s@o apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Bioatividade do extrato metandlico e decoccdo de folhas de Juglans regia
(médiatSD).

Extrato metandlico  Decoccdo  Controlo positivo

Ativitidade antioxidante

(valores ECsp, pg/mL)

Atividade captadora DPPH 65,91 +6,47°  78,97+561°  43,03+171

Poder redutor 75,87 +2,41° 83,71 +1,15% 29,62 + 3,15
Inibicdo da descoloragéo 189,92 + 12,61° 269,27 + 2,33° 2,63+0,14
do B-caroteno

TBARS inibigéo 20,36 + 0,82° 114,68 + 16,41° 3,73+0,74

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).
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O extrato metandlico apresentou menores valores de ECsy (maior atividade
antioxidante) do que a decocgdo, em todos os ensaios. Ambas as amostras revelaram
uma maior atividade captadora de radicais livres DPPH e poder redutor que os extratos
metanolicos obtidos de diferentes cultivares portuguesas de J. regia (ECso = 0,151 a
0,202 mg/mL para a atividade captadora de radicais livres DPPH; ECy5= 0,192-0,229
para 0 poder redutor, Pereira et al., 2007; ECsp = 0,199 mg/mL para a atividade
captadora de radicais livres DPPH, Carvalho et al., 2010) e de diferentes cultivares
iranianos de microestacas (ECso = 0,312 a 0,631 mg/mL para a atividade captadora de
radicais livres DPPH; ECy5= 0,374 a 0,668 mg/mL para o poder redutor, Cheniany et
al., 2013). Na avaliacdo da inibicdo da peroxidacdo lipidica, efetuada pelo ensaio (-
caroteno/linoleato, os valores ECsy obtidos neste estudo também foram mais baixos
(ECso = 189,92 e 269,27 mg/mL para o extrato metanolico e decocgéo, respetivamente)
do que os valores descritos por Pereira et al. (2007) (ECso = 0,742 a 1,645 mg/mL).

4.2.2. Atividade antitumoral e citotoxicidade

Os efeitos do extrato metanolico e decocgdo sobre o crescimento de diferentes
linhas celulares tumorais humanas (MCF-7, NCI-H460, HCT-15, HeLa e HepG2) foram
também avaliados (Tabela 8). Ambas as amostras apresentaram potencial semelhante
contra as linhas celulares de cancro de mama (MCF-7), célon (HCT-15) e
hepatocarcinoma (HepG2). O extrato metandlico foi mais potente contra a linha celular
de carcinoma cervical (HeLa, Glso = 294,87 mg/mL), enquanto a decoc¢do ndo mostrou
qualquer efeito. Nenhum dos extratos apresentou toxicidade em culturas primarias de
células de figado (PLP2).
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Tabela 8. Avaliacdo da atividade antitumoral do extrato metandlico e decoccao de folhas de
Juglans regia (médiaxSD).

Atividade Antitumoral Extrato metandlico Decocg¢édo Controlo

(valores G150, pg/mL) positivo

MCF-7 (adenocarcinoma de mama) ~ 209,28+8,83° 242,14+10,14"  0,91+0,04
NCI-H460 (cancro de pulmé&o) > 400 > 400 1,42+0,00
HCT-15 (carcinoma de colén) 215,58+0,58° 258,93+11,02"  191+0,06
HeLa (cervical carcinoma) 294,87+9,36 > 400 1,14+0,21
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 240,67+7,13° 285,20+0,25° 3,22+0,67

Hepatotoxicidade
(valores GI50, pg/mL)
PLP2 > 400 > 400 2,06%0,03

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

Carvalho et al. (2010) descreveram a atividade antiproliferativa do extrato
metanolico de folhas de J. regia usando duas linhas celulares cancerigenas renais
humanas (A-498 e 769-P) e uma linha celular de cancro de célon (Caco-2).

Embora a linha celular de cancro de célon seja diferente da utilizada no presente
estudo (HCT-15), os resultados apresentados por Carvalho et al. (2010) (ICs,=229
pg/mL) foram semelhantes aos aqui obtidos (Gls50=258.93 e 215.58 pg/mL para o

extrato metanolico e decocgdo, respetivamente).
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5. CONCLUSOES

No geral, cinco &cidos orgénicos, dois monossacéridos, dois dissacaridos e as
quatro isoformas de tocoferdis foram identificados em folhas de nogueira (J. regia),
sendo o acido malico, a sacarose ¢ o a-tocoferol, 0s compostos mais abundante de cada
classe, tanto no material vegetal seco como na decoccao.

Para além disso, foram identificados e quantificados vinte e cinco compostos
fendlicos: cinco derivados de acidos fendlicos (&cido cafeoilquinico e derivados de
acido p-cumaroilquinico), dois dimeros e um trimero de procianidinas, doze flavondis
(quercetina, miricetina e derivados de kaempferol), e cinco isdbmeros de taxifolina O-
pentosido. Os acidos 3-O-cafeoilquinicos e a quercetina O-pentésido foram os
principais compostos fendlicos encontrados em folhas de J. regia.

O extrato metandlico apresentou maior potencial antioxidante e antitumoral in
vitro que a decoccdo; nenhuma das preparagdes demonstrou toxicidade em culturas
primarias de células de figado.

Este estudo fornece uma caracterizacdo mais completa de compostos fenolicos
em folhas de nogueira e, tanto quanto sabemos, é o primeiro estudo que descreve a

presenca de procianidinas e derivados taxifolina, bem como tocoferois.
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7. ANEXOS

Os resultados descritos nesta dissertacdo deram origem & publicacdo de um
artigo numa revista indexada a ISI web of knowlege e a duas apresentacfes em poster
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- André Santos, Lillian Barros, Montserrat Duefias, Ana Maria Carvalho, Celestino
Santos-Buelga, Isabel C.F.R. Ferreira. Juglans regia L. leaves as a source of bioactive
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scorodonia L. 1st Symposium on Medicinal Chemistry of University of Minho. 17 de
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