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Resumo

E crescente o nimero de trabalhos que vém demonstrando através de ensaios in vitro,
gue as macas possuem elevado potencial antioxidante. Contudo, para que esse potencial se
mantenha nas condicdes fisioldgicas é necessario, entre outras condi¢des, que 0s compostos
por ele responsaveis resistam a digestao gastrointestinal. Este trabalho teve por objetivo avaliar
a biodisponibilidade em antioxidantes e em compostos fendlicos de trés variedades de maca
produzidas em Portugal, nomeadamente as variedades Jonagold, Golden Delicious e Royal
Gala. Para isso compararam-se os resultados obtidos em amostras preparados em acetona e
em amostras submetidas a uma simulacéo in vitro da digestao gastrica e gastrointestinal. Para
todas as amostras foi avaliado o teor em fendis e flavonoides totais, bem como, a atividade
antioxidante através de diferentes ensaios (FRAP, CUPRAC, sequestro dos radicais hidroxilo,
anido superoxido e DPPH).

Os resultados obtidos mostraram que a simulacéo in vitro das digestdes, levaram, de
um modo geral, a diminuicdo do teor em compostos fendlicos e em flavonodides bem como da
atividade antioxidante detetada. Assim, de acordo com os resultados obtidos, apés a digestdo
gastrointestinal cerca de 65% dos polifendis, para todas as variedades, e cerca 45% dos
flavondides, para as variedades Jonagold e Golden e 60% para a variedade Royal Gala,
presentes nas macas ficaram disponiveis para poderem ser posteriormente absorvidos. Foi
igualmente possivel verificar que a solubilizacdo dos compostos fendlicos ocorre
maioritariamente durante a fase gastrica da digestdo, ocorrendo um pequeno aumento do teor
destes compostos durante a fase intestinal. Contudo, este aumento do teor de compostos
fendlicos, e, em particular de flavondides, nem sempre se traduziu num aumento da atividade
antioxidante.

Palavras-chave: maca; compostos fendlicos; atividade antioxidante, digest&o in vitro.
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Abstract

It is growing number of studies that come demonstrate through in vitro assays that
apples have high antioxidant potential. However for this potential remains in physiological
conditions it is necessary, among other conditions, that the compounds responsible for it resist
to the gastrointestinal digestion. This work aimed to evaluate the bioavailability of antioxidants
and phenolic compounds of three varieties of apple produced in Portugal, namely Jonagold,
Golden Delicious and Royal Gala varieties. To achieve this goal results obtained on samples
prepared in acetone and on samples subjected to an in vitro simulation of the gastric and
gastrointestinal digestion were compared. For all samples the phenols and flavonoids contents,
as well as the antioxidant activity through different tests (hamely FRAP, CUPRAC, DPPH and
hydroxyl and superoxide anion radical scavenge) were evaluated.

The results obtained showed that the in vitro simulation of digestion led, in general, to a
decrease in the flavonoids and phenolic contents as well as to a decrease in the antioxidant
activity. Thus, according to the results obtained after gastrointestinal digestion about 65% of
polyphenols for all varieties, and about 45% of flavonoids for Golden and Jonagold varieties and
60% for Royal Gala, are available for subsequent uptake. It was also verified that the release of
polyphenols from apples is mainly achieved during the gastric phase, occurring a small increase
in the content of these compounds in the intestinal phase. However, this increase polyphenols

and flavonoids content not always resulted in an increase in antioxidant activity.

Keywords: Apple, phenolics compounds, antioxidant activity, in vitro digestion.
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1. INTRODUCAO

E sabido que os radicais livres causam danos oxidativos aos lipidos, proteinas e acidos
nucleicos, podendo levar a um grande ndmero de patologias. A incompleta eficacia de nosso
sistema endégeno de defesa antioxidante, a influéncia de fatores externos como a exposicao
ao fumo, poluicdo, radiacdo ultravioleta (UV) ou alimentagcdo, bem como a existéncia de alguns
processos fisiopatoldgicos tais como, por exemplo, a obesidade ou os processos inflamatérios
contribuem para o desenvolvimento de situacdes de “stress” oxidativo. Neste contexto, os
compostos bioativos provenientes da dieta podem ajudar a suprir as deficiéncias antioxidantes
promovendo protecdo, prevencdo ou a reducdo dos efeitos causados pelo “stress” oxidativo
(Huong et al., 20005; Pietta, 2000).

Aumenta-se a cada dia a procura de alimentos que possam trazer beneficios e bem-
estar para a salde. Os frutos e outros vegetais tém sido amplamente reconhecidos, em
pesquisas epidemioldgicas, por apresentarem um efeito protetor contra varios tipos de tumores
e contra doencas cardiovasculares (Shahidi, Finley, 2001). Para dar mais suporte a esta
hipotese existem estudos epidemiolégicos que indicam a existéncia de uma correlacdo inversa
entre o consumo de frutas e legumes ricos em polifendis e o aparecimento de doencas
cardiovasculares e enfartes de miocardio diversos tipos de cancro, cataratas, diabetes, doenca
de Alzheimer e até a asma. Desta forma, os antioxidantes da nossa dieta, em particular, os

polifendis, poderdo ter um papel importante na prevencéo destas doencas (Boyer & Liu, 2004).

Uma vez que apresentam na sua composicdo uma série de compostos bioativos,
denominados compostos fitoquimicos, as frutas sdo consideradas alimentos funcionais. As
concentracfes destes compostos variam de acordo com a cultivar, ponto de colheita, forma de
armazenamento, processamento e parte da fruta analisada (Anzuategui, 2009). As frutas tém
demonstrado possuir diversas propriedades especificas, que parecem dever-se a esses
compostos fitoquimicos. Dentro dessas propriedades incluem-se, por exemplo, propriedades
antioxidantes, antimutagénicas, antibacterianas,  anti-inflamatorias, antivirais  ou
antiangiogénicas. InUmeros desses fitoquimicos parecem aumentar a expressdo das enzimas
de destoxificacdo, aumentar as defesas imunitarias do organismo, diminuir a agregacéo
plaguetéaria e promover um perfil lipidico saudavel (Zafra-Stone et al., 2007).

Os erros alimentares sdo uma das mais importantes causas do aumento das doencas
cronicas. As doencas cardiovasculares séo mesmo a principal causa de morte em Portugal. O
consumo adequado de frutas e horticolas pode ajudar a prevenir este tipo de doencas, por isso
€ tdo importante a recomendacéo da Organizacdo Mundial de Salde (OMS) de consumir trés a

cinco pegas de fruta por dia (Feliciano, 2013).

“Avaliacéo da disponibilidade de antioxidantes em variedades de maga produzidas em Portugal.” 1
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1.1. A Maca

A macé apresenta uma pele fina e impermeavel, sabor agridoce ou acido (dependendo
da espécie) e polpa homogénea. E um fruto rico em agua (aproximadamente 85% em massa)
que sofre grandes transformagfes bioguimicas durante o seu amadurecimento (Santana,
2012). Numa alimentagdo saudavel, a macd, fornece fibras, destacando-se a pectina,
vitaminas, destacando-se o &cido ascorbico, sais minerais, destacando-se o potassio, e
substancias antioxidantes com reconhecida importdncia como componentes de uma dieta
humana equilibrada (Henriquez et al., 2010). Pobre em gordura e equilibrada em frutose, este
fruto, pode ser utilizado em dietas de emagrecimento, ser consumido entre refeicdes ou no final
das mesmas (frescas ou em sobremesas), podendo ainda constituir um ingrediente nos mais

variados pratos (Bértolo, 2011).

Diversos efeitos benéficos para a satde que tém vindo a ser associados ao consumo
de macds parecem resultar do conteddo em polifenéis que estes frutos apresentam. Os
polifendis formam uma das principais classes de metabolitos secundarios das plantas, com
uma variada gama de estruturas e funcdes, que incluem sempre pelo menos um anel
aromatico com um ou mais constituintes hidroxilos (Robards et al., 1999). Estes compostos
fendlicos estdo entre os fitoquimicos que podem prevenir o aparecimento de doencas, tendo
seus efeitos via acdo antioxidante, minimizando o “stress” oxidativo e suas consequéncias
(Zardo, 2007). Dentro dos compostos fitoquimicos identificados na maca encontram-se o acido
galico, o propilgalato e, principalmente, o 4cido salicilico (Wolfe et al., 2003).

A macieira (Malus domestica Borkh) é originaria da Europa e Asia Ocidental onde o seu
ancestral selvagem, Malus sieversii, ainda € encontrado atualmente. A macieira pertence a
familia Rosaceae e do género Malus e abrange cerca de 100 géneros e mais de 2 000
espécies espalhadas por todo mundo. Esta planta é uma espécie fruteira, lenhosa, decidua e
adaptavel a diferentes condic¢des climaticas (Luchi, 2002; citado por Tessmer, 2009).

As macieiras sdo plantas com gineceu de dois a cinco carpelos (raras vezes
monocarpelar, dando origem a um Uanico fruto), crescentes e aderentes ao receptaculo
carnudo. As condi¢Bes Otimas para 0 seu crescimento ocorrem em paises de clima temperado,
com temperatura amena no Verao e pluviosidade ndo muito intensa no Inverno. No que se
refere aos solos, esta planta, prefere solos argil -arenosos, profundos, soltos e bem drenados
(Santos, 2011).

1.1.1. Producdo e Consumo de Maga

A producdo mundial de macé teve um aumento gradual desde a segunda guerra

mundial. Este aumento de producdo resultou, principalmente, da aplicagdo de métodos de
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producdo mais intensivos, juntamente com o aumento das areas dos pomares (O’Rourke,
2003).

Atualmente, a China é o maior produtor de mag¢d no mundo, com um contributo de
cerca de 43% na producdo mundial. Em segundo lugar, mais bastante afastados, aparecem o0s
Estados Unidos da América com 6%, seguidos do Irdo e Turquia, cada um com um peso de
4%. Na Unido Europeia (UE-27), os produtores mais importantes de maca séo a Poldnia, Itédlia
e Franca, com um peso de cerca de 10%. A producdo nacional corresponde a cerca de 2% da
producédo anual da UE-27 (Globalagrimar, 2013).

Em Portugal, a maca representa um importante sector na producao agricola, sendo a
espécie com maior peso na producdo de frutos frescos, no continente, sobretudo nas regides
de Lisboa (Ribatejo e Oeste), Porto e Norte (Tras-os-Montes) e Centro, correspondendo a sua
producéo a 26,5% do volume total (Bértolo, 2011).

Segundo o Globalagrimar (2013), a “mag¢a é um produto com um potencial de
crescimento assinalavel, tendo presente, ndo s6 as excelentes condicBes agrondémicas e
climaticas nacionais, mas igualmente o interesse manifestado pelos consumidores e agentes

econdémicos.” Neste contexto antevéem-se, para o proximo periodo, as seguintes tendéncias:

e Aumento da producdo, contrariando a tendéncia no sentido do decréscimo da

producéo registada ao longo da ultima década;

e Aumento da quota no mercado nacional e o crescimento a nivel do mercado
externo, reforcando as competéncias das organiza¢des neste dominio, num quadro de

uma orientacéo mais focada para novos mercados e novas oportunidades de negdcio;

e Melhoria da capacidade de conservacdo do produto, facilitando a logistica e

melhorando a apresentac¢éo do produto no consumidor final;

e Maior integracéo dos operadores na cadeia alimentar e resiliéncia a volatilidade dos

precos;

e Reposicionamento da imagem do produto no mercado global — notoriedade

associada a qualidade, diferenciacdo e seguranca alimentar;

O consumo de macd em Portugal aumentou nas duas Ultimas décadas, tendo
estabilizado nos ultimos anos nas 317 000 toneladas por ano. Verifica-se uma valorizagéo da
maca de qualidade e/ou de variedades tradicionais, sob uma imagem que valoriza a salde
(Santana, 2012). Como o aumento do consumo de mac¢a ndo tem sido acompanhado por um

correspondente acréscimo da oferta proveniente da producéo nacional, tem-se agravado o
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défice das trocas com o exterior, contabilizando-se, para o ano de 2011, um valor de
importagdes (entradas) em torno dos 40M€, face a um valor de exportagdes (saidas) de 11M€
(Globalagrimar, 2013) (Figura 1.1).

Maca - Producao, Importacao, Exportacao e Consumo
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Figura 1.1 — Producgéo Importagdo, Exportacéo e consumo aparente (ton), de mac¢a em Portugal
(Globalagrimar, 2013).

1.1.2. Variedades de Maca

Ha centenas de variedades de macieiras cultivadas e desenvolvidas em todo o mundo,
porém todas derivam da macieira silvestre. A cultura de macieiras tera tido inicio cinco séculos
antes de Cristo, pelos Gregos e Romanos, que a espalharam pela Europa e Asia. Na Idade
Média, o cultivo desta planta, predominou nas zonas com forte influéncia das ordens religiosas.
Quando os europeus se instalaram no Novo Mundo, muitas variedades de macés foram
levadas para essas regides, a partir das quais evoluiram novas variedades. Em Portugal,
predomina a espécie Malus communis (Santos, 2011).

Sao hoje conhecidas mais de 10 000 variedades diferentes de macas, embora apenas
uma muito pequena percentagem destas seja produzida e comercializada a escala global
(Hampson & Kemp, 2003) (Figura 1.2). No cultivo de macas em Portugal destacam-se com
maior expressdo as variedades: Golden Delicious, Gala (Royal Gala), Red Delicious/Starking,
Jonagold, Jonagored, Reineta (Parda e Branca) e Bravo de Esmolfe. Com menor expressao
surgem ainda as Riscadinha de Palmela, Casa Nova, Granny Smith e Pink Lady (Bert6lo, 2011;
Ferreira, 1994).

“Avaliacéo da disponibilidade de antioxidantes em variedades de maga produzidas em Portugal.” 4



Sheila Ferreira Lemos

Fuji
1,9% = -
Jonathan __ N

2.0%
Jonagored

2.1%
Braesbum
27%
Shampion 7.1%
2,9% | Red Delicious
Granny Smith  \gstal- 1dared 7.0%
3.0% 45% 6,4%

Figura 2.2 - Variedades de mac¢a mais produzidas nos 27 paises da Unido Europeia (UE), no ano de
2008 (Santos, 2011).

A variedade Gala teve origem na Nova Zelandia (J.H. Kidd — Greytown Wairarapa), em
1939, através de um cruzamento da ‘Cox’s Orange Pippin’ com a ‘Red Delicious’, seguido do
cruzamento da variedade resultante (‘Kidd’s Orange Red’) com a ‘Golden Delicious’ (Santos,
2009). As macas ‘Royal Gala’ sdo uma das principais mutacdes desta cultivar e apresentam
cor amarela com estrias laranja-avermelhadas em trés a quatro quartos da sua superficie
(Figura 1.3). A polpa dos frutos apresenta uma intensidade de coloragdo média, um sabor
adocicado, um aroma agradavel e uma consisténcia firme e sumarenta. Estas magas sao

normalmente consumidas em natureza (Sinha, 2006; Santos, 2009).

Figura 3.3 — Aspeto da maca Royal Gala (http://www.pt.all.biz/maca-bgg1056084).
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A variedade Golden Delicious possui um porte semi-ereto, vigor médio e ramificacéo
regular com langamentos compridos, delgados e muito numerosos. A folhagem é sensivel a
necrose e queda. A produtividade é muito boa e regular, porém exige monda de frutos para
melhorar os calibres. E pouco sensivel ao oidio, ao pedrado e ao “cancro” mas muito sensivel a
virus e micoplasmas. Pela sua grande plasticidade cultural e produtividade, a Golden Delicious
€ a variedade mais cultivada em todo o mundo (Ferreira, 1994). As macas desta variedade
possuem uma coloracédo verde-amarelada e tém uma polpa amarela, doce, sumarenta e de
aroma intenso (Figura 1.4), sendo consumidas em natureza e muito utilizadas nas industrias de

sumo e produtos derivados de maca (Sinha, 2006).

e

Figura 4.4 — Aspeto da maca Golden Delicious (http://www.pt.all.biz/maca-bgg1056084).

A variedade Jonagold resultou de um cruzamento entre as variedades Jonathan e
Golden Delicious, os frutos tém um calibre médio a elevado, uma coloracao entre o amarelo, o
laranja e o vermelho. A polpa € fina, crocante, sumarenta, aromatica e de coloracdo branca
esverdeada (Figura 1.5). Estas magéds podem ser consumidas em natureza ou utilizadas na

preparacao de bolos e tartes (Sinha, 2006).

Figura 5.5 — Aspeto da maca Jonagold (http://www.kimmelorchard.org/orchard/apples/jonagold/).
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1.1.3 Composicédo Nutricional da Maca

A composigdo quimica da maca é intensamente influenciada pela variedade/cultivar,
grau de maturacao, técnicas culturais, data de colheita, condi¢des de armazenamento, entre

outros fatores (Santos, 2009).

z

A maca é um fruto com cerca de 90% de parte edivel, sendo a porcdo unitaria
recomendada de 160g (INSA, 2013). Estes frutos apresentam um excelente valor nutritivo,
sendo bons fornecedores de fibras, tanto insollveis (na epiderme) como sollveis, sendo,
nomeadamente bons fornecedores de pectinas, que parecem ajudar a reduzir o nivel sérico de
colesterol. Estes frutos sdo muito pobres em gordura e equilibradas em frutose, tém uma
grande riqueza em vitaminas (C, B;, B, niancina) e minerais como o potassio e fosforo,
substancias antioxidantes e fitonutrientes (Tognon, 2012; Feliciano, 2013). As magas contém
cerca de 57 kcal/100g (média de seis variedades) fornecidas maioritariamente por acucares
cujo perfil é variavel em funcéo da variedade de maca (Martins, 2007; Feliciano et al., 2010).

A elevada atividade de agua (ay), cerca de 0,98, da maca permite que se desenvolvam
microrganismos que podem comprometer a seguranca do produto (Santana, 2012). O
contedudo em agua destes frutos é de cerca de 82,9g por 100g. Segundo Oliveira (2007), os
principais fatores que influenciam a perda de agua sdo a natureza e a estrutura do produto, o
estado de maturacéo e respiracdo, fatores agroclimaticos (insolacdo, nutricao, etc.), defeitos ou
feridas na epiderme (danos), arrefecimento demasiado lento ou tardio, temperatura de
conservacao demasiado elevada e irregular, humidade demasiado baixa e a circulacédo do ar a

volta dos produtos.

Os acgucares sdo 0 componente mais abundante depois da agua, representando cerca
de 13,4% da composicdo da macd. Cerca de 80% do total dos agUcares da maca
correspondem a acuUcares simples, maioritariamente & frutose seguida da glucose e sacarose.
As fibras, maioritariamente fibras sollveis, representam cerca de 2% da maca e os acidos
organicos cerca de 0,2% (Sinha, 2006; INSA, 2013). O principal &cido organico da maca é o
acido mélico. O teor neste acido comeca a diminuir durante o processo de maturagdo e
armazenamento, levando a mudancas de sabor que resultam do aumento da relacé@o
aclcar/acido. Estas mudancas representam um atributo desejavel para o sabor e aroma do
fruto (Tessmer, 2009).

As proteinas encontram-se em quantidades relativamente baixas, representando cerca
de 0,2% do peso da macad. Estes compostos sdo sobretudo enzimas e desempenham um
papel relevante no processamento dos frutos. Os lipidos constituem menos de 0,5% do peso
da maca e estdo associados as camadas protetoras de cuticula na superficie do fruto e as
membranas celulares (INSA, 2013; Santos, 2009).

A maca contém ainda vitaminas e minerais (Tabela 1.1). Dentro das vitaminas

hidrossollveis existentes na maca, destacam-se com maior importancia a vitamina C (acido
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ascorbico) e a niacina (vitamina Bs ou vitamina PP), dentro das lipossollveis destaca-se 0 o-

tocoferol (vitamina E). Ao longo do periodo de maturacéo verifica-se um decréscimo nos teores

de vitaminas C e A (Santos, 2009).

Tabela 1.1- Composicdo média de seis variedades de maga com casca em vitaminas e minerais

(Adaptado de INSA, 2013)

VITAMINAS Valor por 100g de parte edivel  Valor por por¢do recomendada
Vitamina A total (equivalente de 4,0 6,4
retinol), pg
Caroteno, ug 26 42
Vitamina D, pg 0 0
a-tocoferol, mg 0,59 0,94
Tiamina, mg 0,020 0,032
Riboflavina, mg 0,030 0,048
Equivalente de niacina, mg 0,20 0,32
Niacina, mg 0,10 0,16
Triptofano/60, mg 0,10 0,16
Vitamina B6, mg 0,040 0,064
Vitamina B12, ug 0 0
Vitamina C, mg 7,0 11.2
Folatos, ug 5,0 8

MINERAIS Valor por 100g de parte edivel  Valor por por¢ao recomendada
Sédio, mg 6,0 9,6
Potassio, mg 139 222,4
Célcio, mg 6,0 9,6
Fosforo, mg 8,0 12,8
Magnésio, mg 8,0 12,8
Ferro, mg 0,2 0,32
Zinco, mg 0 0

Os compostos responsaveis pelo aroma, presentes nos frutos, sdo compostos de baixa
massa molecular (menor que 250), volateis a temperatura ambiente que sdo sobretudo
monoterpenos, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres e acidos. Estes compostos estdo presentes
em concentragdes minimas (menos de 10 mg por 100 g de produto), sob o ponto de vista
nutricional ndo apresentam qualquer interesse direto, sendo no entanto fundamentais no aroma
e sabor caracteristicos do fruto (Wills et al., 2007).

As macas contém quantidades significativas de compostos fitoquimicos, sendo a
epiderme particularmente rica em quercetina, a qual é reconhecidamente um composto com
elevada atividade antioxidante (Anzuategui, 2009), catequinas e antocianinas e a polpa
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particularmente rica em &acidos hidroxicinamicos, em especial em acido clorogénico (Sinha,
2006).

1.4. Efeitos benéficos para a saude humana

Sao frequentemente atribuidos aos componentes presentes na fruta, como fibras,
vitamina C e compostos fendlicos, os efeitos benéficos provenientes do consumo da maca,
principalmente na reducgdo do colesterol. Os compostos fendlicos sdo de suma importancia
devido a contribuirem para a cor, sabor e aroma da fruta e dos seus produtos derivados. Estes
compostos tém sido objeto de grande interesse por causa de suas propriedades bioldgicas, tais
como atividade anti-inflamat6ria, antitumoral, antihistaminica, habilidade de captura de radicais
livres e de protecdo contra as doencas cardiacas. Os polifendis da macd, tais como a
quercetina glicosidica, epicatequina, acido clorogénico, procianidinas, demonstraram forte
atividade antioxidante in vitro (Peng et al., 2005), e estdo em quantidade mais apreciaveis na
casca e mucilagem da fruta, enquanto as sementes sdo constituidas por aproximadamente
81% de acidos gordos tais como, por exemplo, os acidos linoléico e palmitico (Peschel et al.,
2005).

Tem sido estudada a atividade antioxidante das macas em ensaios in vitro e in vivo.
Assim, em ensaios in vitro, extratos preparados a partir de diferentes variedades de maca
revelaram a capacidade de inibir a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
humanas, verificando-se uma correlacdo positiva entre esta capacidade e o teor polifendis
totais das amostras analisadas. Por outro lado, foi possivel verificar uma maior inibicdo da
peroxidacdo de lipidos e maior capacidade antioxidante do plasma de ratos alimentados com a
casca da macd quando comparados com ratos alimentados apenas com a polpa, o que foi
relacionado com a maior concentracdo de polifendis existente na casca destes frutos
(Leontowicz et al., 2003; retirado de Martins, 2012). Em ensaios com ratos alimentados com
macas verificou-se, igualmente que a presenca deste fruto na alimentacdo levava uma reducéo
do colesterol facto que também foi associado ao seu teor em polifenéis e em vitamina C. Em
varios ensaios de atividade antioxidante in vitro, os polifendis da maca tém revelado uma

atividade antioxidante mais intensa do que a das vitaminas C e E (Lu & Foo, 2000).

Inimeros ensaios epidemioldgicos, in vivo e in vitro, ttm mostrado que o consumo de

macas pode ter efeitos benéficos para a satde humana a vérios niveis, destacando-se:

a) Reducéo do colesterol e hipertenséo

A macé tem uma quantidade significativa de potassio que favorece a excre¢do do

sédio, reduzindo a retencao de liquidos e, por consequéncia, a pressao arterial. Além disso, o
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facto de inibir a absorcdo de gorduras e de ajudar no controlo do colesterol tem um efeito
indireto positivo no controlo da hipertenséo arterial (McGuire, et al., 2005).

A magcé oferece imensas virtudes medicinais, além do fato de ser a fruta que combina
bem com praticamente todos os alimentos. E excelente para prevenir e manter a taxa de
colesterol em niveis aceitaveis, através da ingestdo de uma maca por dia. Esse efeito € devido

ao alto teor de pectina, encontrada na casca (Ribeiro, 2007).

O consumo diario de magcés leva a reducado de colesterol no sangue por duas vias
principais. Por um lado, a macé é rica em fibras que inibem a absor¢é&o intestinal e favorecem a
excrecao biliar do colesterol e, por outro, € rica em polifenéis que reduzem os niveis de LDL no
plasma (Aprikian et al., 2011). As fibras conferem protecé@o contra os altos niveis de colesterol,
contribuindo assim para a diminuicéo dos riscos de aterosclerose, endurecimento das artérias e
enfartes do miocardio. De facto, alguns estudos realizados apontam para uma reducgédo de 16%

do nivel de colesterol com apenas 2 macds na alimentacao diaria (Santos, 2011).

Outro beneficio das fibras consiste na sua capacidade de captacdo de potenciais
substancias toxicas (nomeadamente, metais pesados) dificultando a sua absorgéo intestinal
(Santos, 2011).

b) Obesidade

A macé é pobre em gordura e equilibrada em frutose o que faz com que possa ser
utilizada em dietas de emagrecimento (Bértolo, 2011). As suas fibras conferem uma sensacédo
de saciedade, aspecto que favorece o controlo de peso. A pectina, também contribui para o
emagrecimento, por dificultar a absor¢éo das gorduras, da glucose e colesterol. O alto teor de
potassio contido na polpa da maca contribui para a eliminacdo do sodio excedente, o que

contribui para eliminar o excesso de liquidos retidos no corpo (Ribeiro, 2007).

c) Diabetes tipo-2 e doencas cardiovasculares

O consumo de macas tem sido associado a prevencdo de doencas cronicas e reducao
do risco de doencas cardiovasculares (Teixeira, 2013). Estudos epidemiolégicos associam o
consumo da mac¢d a uma reducéo de risco de doengas cardiovasculares o que é justificado
pelo seu elevado teor em polifendis com uma elevada atividade antioxidante. Assim, estes
compostos parecem ser capazes de inibir a oxidacdo das LDL e a consequente deposicdo nas
artérias, evitando, assim, a aterosclerose. Como resultado, existe uma melhoria na circulacéo
sanguinea reduzindo, consequentemente, o trabalho cardiaco e aumentando a vida util do
coracdo. A maca inibe também a absor¢do da glucose e tem um efeito de controlo do apetite,

gragas ao seu teor em fibra, o que leva a que o consumo deste fruto esteja associado a uma
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reducdo de risco de diabetes tipo 2. Também o facto de contribuir para o controlo da
hipertenséo e da obesidade, que sdo fatores de risco para o surgimento da diabetes tipo 2, leva
a que a incidéncia desta doenca em pessoas que consomem regularmente esta fruta seja
inferior (Boyer & Liu, 2004).

d) Cancro

O consumo de macas tem sido associado a prevencdo protecdo do &cido
desoxirribonucleico (ADN) e reducao do risco de cancro. Ha evidéncias comprovadas de que
extratos de maca inteira possuem atividade antioxidante e atividade antiproliferativa em células
tumorais em cultura (Teixeira et al., 2012).

A maca é rica em polifenodis que, pela sua atividade antioxidante bem como por outras
vias que serdo mais a frente abordadas, pode reduzir a incidéncia do cancro, em particular do
cancro do pulmédo, como comprovam diversos estudos epidemioldégicos. Em ensaios in vitro,
extratos preparados a partir de macgds ou alguns dos compostos fendlicos presentes nestes
frutos, tém demonstrado uma potente actividade antiproliferativa em linhas celulares humanas
de carcinoma do célon (HT29), cancro gastrico humano (MKN45) e células leucémicas (HL-60).
A esta atividade antiproliferativa soma-se uma atividade antioxidante que pode ajudar a
prevenir as lesfes oxidativas no ADN, bem como a oxidacdo de lipidos, da qual pode resultar a
producdo de compostos capazes de causar diversos danos celulares, possuindo alguns deles,
como, € o caso do malonildialdeido, atividade cancerigena em ratos e mutagénica em células
bacterianas e de mamiferos (Chung et al., 1996; retirado de Martins, 2012).

1.5. Radicais Livres

Uma espécie quimica que contém um ou mais eletrdes desemparelhados é
denominado de radical livre. Essas espécies atuam como aceitadores de eletrdes de outras
moléculas originando a sua oxidacado. Os radicais livres, e moléculas com estes relacionados,
sdo classificados como espécies reativas de oxigénio (ROS) devido a sua capacidade de
causar danos oxidativos na célula (Migliore & Coppede, 2009). AS ROS compreendem todas
as formas reativas do oxigénio, incluindo radicais e ndo radicais que participam da iniciacdo e
progressao das reacdes em cadeia envolvendo a formacéo de espécies radicalares (Pazini,
2012). Exemplos destas espécies sdo o radical anido superéxido, o radical hidroxilo, o radical

peroxilo ou o peréxido de hidrogénio

Os estudos pioneiros a respeito de radicais livres ocorreram por volta de 1924,
contudo, apenas nos anos setenta, foi relatada a importancia desses radicais para os seres

vivos. Nos organismos aerébios, os radicais livres sdo produzidos continuamente durante os
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processos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de eletrbes em vérias
reacdes bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes no metabolismo (Bast et al., 1991,
retirado de Caetano, 2009).

No organismo sdo produzidos radicais livres de carbono, enxofre, azoto e oxigénio,
porém entre todos os que mais se destacam, devido a reatividade e aos danos que podem
ocasionar, sdo os radicais derivados do oxigénio (Fernandez-Panchon et al., 2008). O oxigénio
apresenta um papel fundamental na complexa e perfeita evolucdo da vida na Terra,
principalmente devido a harmonia bioguimica entre a fotossintese e a respiracao aerébia que
mantém a homeostase na biosfera do planeta (Buonocore et al., 2010). Todos 0s organismos
aerobios utilizam o oxigénio molecular para gerar trifosfato de adenosina (ATP), ou seja, para
gerar a energia necessaria para a manutencdo da vida. Entretanto, o oxigénio pode tornar-se
toxico e mutagénico devido ao seu forte poder oxidante e a impossibilidade de evitar a
ocorréncia de reacBes secundarias que dao origem a espécies reativas de oxigénio (Sorg,
2004; Buonocore et al., 2010).

Os organismos vivos encontram-se comumente numa situacao de equilibrio entre o seu
potencial pro-oxidante e antioxidante. Uma alteracdo desse equilibrio em favor do potencial
oxidante designa-se por “stress” oxidativo. O “stress” oxidativo pode resultar de uma deplegéo
de antioxidantes, devida a uma nutricdo deficiente ou a uma producdo em excesso de espécies
reativas de oxigénio, tanto de origem enddgena como exdgena. A exposicdo a condi¢cdes de
“stress” oxidativo suaves conduz, geralmente, a um aumento da sintese dos sistemas de
defesa antioxidante, com o objetivo final de repor o equilibrio. Por outro lado, a exposicdo a
condigdes de “stress” oxidativo mais severas conduz a uma acumulagao de lesdes oxidativas,

com implicacdes fisiopatoldgicas (Rasteiro, 2012).

As ROS podem levar a ocorréncia de lesGes oxidativas em diversos componentes
celulares, tais como, os lipidos de membrana, proteinas, agucares e ADN. Os danos causados
nesses componentes celulares podem acumular-se, com o passar dos crénico-degenerativas,
especialmente associadas com o avanco da idade, destacando-se o cancro, aterosclerose,
doencas inflamatorias, doenga de Parkinson, doenca de Alzheimer e cataratas (Harborne e
Willians, 2000, citado por Gongalves, 2008).

Os Radicais Livres sdo altamente instaveis, com tempos de semi-vida curtos, e
guimicamente muito reativos, podendo causar danos por reagir com praticamente qualquer
molécula com que entram em contato (Halliwell e Gutteridge, 1998; retirado de Gongalves,
2008). A maioria destes radicais surge durante o metabolismo normal. Por exemplo, as células
do sistema imunitério do organismo produzem estes radicais com o objetivo de neutralizar virus
e bactérias. Porém, fatores ambientais como a exposicdo a radiacdo ionizante, uma nutricao
desequilibrada, a exposicdo a metais como, por exemplo, cadmio, cromio e niquel,
hidrocarbonetos arométicos policiclicos, didéxido de enxofre, pesticidas como o paraquato e

substancias do fumo do tabaco, podem gerar um aumento da formacao destes radicais. Assim,
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as ROS podem, por um lado, produzir efeitos benéficos, podendo, por outro lado, produzir
efeitos deletérios quando geradas em excesso (Zardo, 2007; Anzuategui, 2009; Rasteiro,
2012).

Varias enzimas e antioxidantes de baixo peso molecular, presentes no organismo
humano, atuam como um sistema de defesa efetivo para eliminar os radicais livres. Os
compostos fendlicos podem aliviar o “stress” oxidativo e suas consequéncias, devido as suas

caracteristicas de compostos antioxidantes (Zardo, 2007).

1.6. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias aptas para retardar ou inibir a oxidacdo das
moléculas bioldgicas, evitando o inicio ou a propagacado das reac6es em cadeia de oxidacao.
Estes compostos, geralmente apresentam uma estrutura quimica aromatica e contém pelo
menos um grupo hidroxilo, podendo ser sintéticos, como o butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT) ou o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), largamente utilizados pela industria
alimentar, ou naturais, como é o caso dos compostos organosulfurados e fendlicos dos
terpenos ou das vitaminas C e E que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos
(Fennema, 1993; Brenna e Pagliarini, 2001; Zheng e Wang, 2001, retirado de Nascimento,
2010) (Figura 1.6).
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Figura 6.6 - Estrutura quimica de antioxidantes naturais e sintéticos (Prado, 2009).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas categorias, 0s enzimaticos, que sao
capazes de bloguear a iniciagdo da oxidagao, ou seja, S&0 enzimas que removem as especies

reativas de oxigénio, e 0s ndo enzimaticos, que sdo moléculas que interagem com as ROS, ou
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com 0s compostos que intervém na sua formacdo, sendo consumidas durante a reacao.
Exemplos dos antioxidantes enziméticos sao a superoxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase. Exemplos destes antioxidantes ndo enziméticos sdo macromoléculas
como a albumina, ceruloplasmina e ferritina e moléculas mais pequenas como o &cido Urico,
acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno e outros carotenodides, glutationa reduzida, arginina,
citrulina, taurina e creatina e ainda elementos minerais como o0 zinco e o selénio (Gongalves,
2008; Jardini, 2010; Ratnam et al., 2006 e Wanh et al., 1996) (Figura 1.7).
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Figura 7.7 - Classificacdo dos antioxidantes. Adaptado de (Ratnam et al., 2006 e Wanh et al., 1996).

Os compostos antioxidantes podem estabilizar as espécies reativas por doagédo de
eletrdes ou de &tomos de hidrogénio, por quelacdo de metais de transi¢do envolvidos no
processo oxidativo ou por inibicdo das enzimas oxidativas. O acesso destes compostos aos
diferentes compartimentos celulares, e, portanto, o seu local de ac¢éo, depende do seu carater
hidrofilico ou lipofilico e do seu coeficiente de participagdo (Shahidi et al., 1992; Manach e
Donovan, 2004; retirado de Jardini, 2010).

A eficicia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem vegetal vai
depender da sua estrutura e da sua concentragdo no alimento. Por sua vez, a quantidade
destas substancias em vegetais é largamente influenciada por fatores genéticos e condi¢cdes
ambientais, além do grau de maturacgéo e variedade das plantas (Nascimento, 2010).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente

encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como os flavondides. As propriedades benéficas
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desses compostos podem ser atribuidos a sua capacidade de sequestrar os radicais livres
(Decker, 1997, citado por Prado, 2009). Para além da capacidade antioxidante, os compostos
fendlicos, apresentam outras atividades biolégicas importantes, tais como atividades anti-
inflamatdrias, antialérgicas, antimicrobiana e anticancerigenas, sendo que algumas destas sédo

também o resultado da sua acéo antioxidante (Arcari, 2009).

O papel dos antioxidantes na prevencdo de doencas esta sendo investigado e se
multiplicam em escala exponencial os estudos publicados que sugerem que o binémio
“alimentag&o-antioxidantes” desempenhe papel fundamental no crescimento ou redugdo de
problemas cardiovasculares (incluindo a precursora hipertensao arterial), varios tipos de
cancro, lesdes no ADN, envelhecimento, patologias como a doenc¢a de Alzheimer, a diabetes, a
artrite reumatéide, a sindrome metabdlica e processos neurodegenerativos, alteracdes
imunologicas e processos inflamatdrios como a adeséo plaquetaria (Pimentel et al.,2005; citado
por Barros, 2011).

A medida de capacidade antioxidante reflete a acdo cumulativa de todos os
antioxidantes presentes num extrato ou amostra biolégica proporcionando, desta forma uma
analise de integrada deste parametro. A maior ou menor capacidade antioxidante determinada
em ensaios de laboratério depende do substrato utilizado, do solvente e da técnica de extracéo
utilizada (Nascimento, 2010). A capacidade antioxidante pode ser considerada um marcador
sensivel e confiavel para detectar mudancgas no “stress” oxidativo in vivo, fornecendo ajuda na
elucidacdo de fatores fisioldégicos e nutricionais importantes, e ainda, fornecer informacdes
sobre absorcéo e biodisponibilidade de compostos antioxidantes (Ghiselli et al., 2000).

1.7. Compostos Fendlicos como antioxidantes naturais

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem um anel
aromético com um ou mais grupos hidroxilo como grupos funcionais. Estes sdo facilmente
oxidaveis, tanto por meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, luz,
calor ou em meio alcalino, ocasionando o escurecimento de solu¢des ou compostos isolados.
Alguns compostos séo solUveis apenas em solventes organicos, outros, como € o caso das
formas glicosiladas sdo sollveis em agua, e existem ainda os grandes polimeros, que sao
totalmente insollveis (Prado, 2009; Tiveron, 2010). A classe de compostos fendlicos engloba
mais de 8 000 compostos, desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizagéo,
podendo dividir-se em diferentes classes (Figura 1.8) (Ferreira & Abreu, 2007). Os compostos
fendlicos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acgucares (glicosideos) e
proteinas e ocorrem naturalmente em frutas frescas, vegetais, nos chas e nos vinhos tintos

fazendo parte integral da dieta humana (Arcari, 2009).

A biossintese dos polifendis nos vegetais, pode ocorrer por meio de diferentes vias,

razdo pela qual eles constituem um grupo bastante heterogéneo. Duas vias metabdlicas
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béasicas estdo envolvidas na sintese de compostos fendlicos: a via do &cido chiquimico e a via

do acido malénico (Bergamaschi, 2010) (Figura 1.9).
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Figura 8.8 - Principais classes de compostos fenélicos (Ferreira & Abreu, 2007).
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maldnico) (Yamada e Castro, 2013).
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As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a sua
estrutura quimica estando os seus possiveis beneficios para a salde igualmente relacionados
com a sua absorcdo e metabolismo (Bergamaschi, 2010). O tipo de composto, o grau de
metoxilacdo e o nimero de grupos hidroxilo sdo alguns dos parédmetros que determinam a
atividade antioxidante. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e na quelacdo de metais de transicdo, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios
formados pela acdo de antioxidantes fendlicos s&o relativamente estaveis, devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (Goméz-Ruiz; Leake;
Ames, 2007).

1.8. Polifendis na Maca

O conteldo total de polifendis, para a maioria das variedades de macas, encontra-se
entre os 1 000 e 6 000 mg.kg™ de peso fresco, podendo alcancar até 10 000 mg.kg™ (Zardo,
2007; Balbi, 2009). Todavia, a atividade bioldgica destes compostos esta diretamente ligada a
sua estrutura quimica, que por sua vez é determinada por fatores ambientais, genéticos e de
p6s colheita onde se incluem o clima, a fertilizagcéo, as caracteristicas de cada cultivar, o grau
de maturacdo, as condicdes de solo, 0 manejo, a exposicdo a luz, as formas de
armazenamento (Ribeiro, 2007; Bergamaschi, 2010; Martins, 2012).

Nas macas encontram-se flavondis, entre 0s quais a quercetina e o caempferol,
flavanodis, entre os quais a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, acidos hidroxicinAmicos e
derivados, entre os quais o acido clorogénico, dihidrocalconas, entre as quais a floretina
(polifenol caracteristico da macd), e antocianidinas, entre as quais a cianidina (Tomas-
Barberan et al., 2000; Feliciano et al., 2010).

1.8.1. Acidos fendlicos

Os A&cidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupos de hidroxilo na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo, sendo, por isso, indicados para

o tratamento e prevencgédo de diversas doencas (Arcari, 2009).

Na maioria dos casos, os &cidos fendlicos ndo sdo encontrados no seu estado livre,
exceto em niveis traco, e sim em formas combinadas, solGveis e ainda acumulado em vacuolos
ou insoluveis quando ligadas a componentes da parede celular (Macheix Fleuriet, Billot, 1990;
citado por Anzuategui, 2009). Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois grupos (Figura

1.10). O primeiro é composto pelos &cidos hidroxibenzoicos (acido salicilico, acido p-

hidroxibenzdico, &acido vanilico, acido galico, entre outros), que possuem estrutura com sete
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atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza.
O segundo grupo é formado pelos &cidos hidroxicinamicos (acido cinamico, acido o-cumarico,
acido cafeico, acido ferdlico, acido sinapico, entre outros), que possuem nove atomos de
carbono (C6-C3). Os éacidos hidroxicinAmicos podem ser encontrados em todas as partes da

fruta embora a maior concentracéo esteja na parte externa de frutas maduras (Soares, 2002).

R;=0H: acido salicilico;

Rz Ri A 0 .
A R;=R4=0H: acido gentistico;
N Ra=0H: acido p-hidroxibenzdico;
Rs— | J/—COOH  R:=R:=OH: acido protocatequinico;
N—"/ R>=0CH; R;=0H: &cido vanilico;
/ R2=R3=R4=CH: acido galico;

R4 R>;=Rs=0CH; Rs= OH: acido siringico.
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R,=0H: acido m-cumarico; S\
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R.=R;=0H: acido caféico; Sy
R>=0CH; R3=0H: acido ferulico; ;
R;=R4=0CH, Ra:= OH: acido sinapico. R4

Figura 10.10- Estruturas quimicas dos acidos fendlicos: A — acidos hidroxibenzoéicos; B — acidos
hidroxicinamicos (Soares, 2002).

Importantes no perfil fendlico da maca, séo os derivados dos acidos hidroxicinAmicos,
gue tém como principal representante o acido clorogénico (Figura 1.11). Os acidos fendlicos
sdo importantes substratos para a enzima polifenoloxidase, contribuindo na formacgdo de
pigmentos castanhos (Zardo, 2007).

" J\@
OH
= 0H

Acido clorogénico

Figura 11.11 - Estrutura quimica do &cido clorogénico (Martins, 2012).
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1.8.2. Flavonodides

A palavra flavondide tem origem no latim flavus, que significa amarelo, e incluia no
inicio somente grupos de compostos que apresentavam a cor amarela e um nucleo flavona.
Hoje, este termo é usado num amplo contexto e inclui compostos menos coloridos e incolores,
bem como as antocianinas que apresentam coloracdo vermelha ou azul. Esses compostos
compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na
espécie humana, mas séo constituintes de frutas, vegetais e nozes (Peterson; Dwyer, 1998;
Rice-Evans, 2004; retirado de Oldoni, 2010).

Os flavonéides sdo substancias aromaticas que contém 15 atomos de carbono no seu
esqueleto basico, possuindo estrutura C6-C3-C6, onde os dois anéis C6 sdo necessariamente
aromaticos (anéis A e B), ligados por uma ponte de trés carbonos, que geralmente contém um
atomo de oxigénio (anel C) (Rice-Evans, 2004, Manach et al., 2004) (Figura 1.12).

Figura 12.12 - Estrutura base dos flavonéides composta por dois anéis benzénicos (A e B) ligados
através de um anel pirano (C) (Tomas-Barberan et al., 2000).

De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavonéides sao
separados em diversas classes: flavonas, flavondis, dihidroflavonéides (flavanonas e
flavanondis); antocianidinas, isoflavonéides, auronas, neoflavonéides, biflavondides, catequinas
e seus precursores metabolicos conhecidos como chalconas. Estes compostos podem ocorrer
como agliconas, glicosilados e como derivados metilados. Como principais familias de
flavondides na natureza podem citar-se as antocianidinas, os flavandis, os flavondis, as

flavonas e as flavanonas (Oldoni, 2010) (Figura 1.13).
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Figura 13.13 — Classificagdo das principais familias de flavonoéides na natureza (Oldoni, 2010).

Os flavonoides sdo formados da combinacdo de derivados sintetizados da fenilalanina
(via metabdlica do acido chiquimico) e acido acético. (Arcari, 2009). A quantidade destes
compostos, assim como a sua distribuicdo na macéa depende de fatores como a disponibilidade
de nutrientes, a radiacao solar, a temperatura, o estado de maturagéo da fruta e o seu contexto
genético. Muitas das enzimas responsaveis pela sintese de flavonéides sdo induzidas pela
exposicdo a luz o que faz com que a sintese destes compostos seja acelerada pela exposicédo
solar (Arcari, 2009; Balbi, 2009).

Os flavondides séo acidos fracos, polares ou moderamente polares, sendo por isso
solliveis em etanol, metanol, butanol e combinacdes de solventes com &gua. Absorvem
radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta e do visivel, e dessa maneira apresentam um
papel de defesa das plantas & exposicdo a radiagdo UV. Apresentam, normalmente, duas
bandas de absorcéo no UV, sendo uma compreendida entre 220-295 nm e outra entre 300-390
nm (Robards et al., 1999; citado por Tiveron, 2010). Além disso, os flavonodides podem
representar uma barreira quimica de defesa contra microrganismos (bactérias, fungos e virus),
insetos e outros animais herbivoros (Cooper-Driver, 2001, citado por Oldoni, 2010). Os
flavonoides também podem agir como protetores de células vegetais por sequestrarem as ROS

induzidas pela exposicéo a radiagdo UV necesséria a fotossintese (Pietta, 2000).

Uma diversidade de estudos in vitro tem mostrado que os flavonéides podem inibir e,
as vezes, induzir uma grande variedade de enzimas envolvidas em importantes processos
reguladores como a divisdo e proliferacdo celular, agregagcéo plaquetéria, destoxificacéo, e
resposta inflamatéria e imune do organismo humano (Seinfried et al., 2007; Willians et al.,
2004; citado por Gongalves, 2008). Além das suas a¢des anti-inflamatdrias e antioxidantes, os
flavondides sé@o descritos pelos seus efeitos contra doengas crénicas como o cancro, doengas

cardiovasculares e coronarias ou diabetes. As acgdes bioldgicas dos flavondides sobre o
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organismo animal acontecem, principalmente, pela semelhanca entre a estrutura quimica
destes compostos e muitas moléculas inerentes a bioquimica normal de células animais, entre
elas coenzimas, hormonas esteréides e neurotransmissores. Esta semelhanca explica, em
parte, os seus efeitos inibitorios sobre enzimas, a ligacdo a recetores ou a indugdo da
expressdo de determinados genes. Além disso, a alta mobilidade dos eletrdes no nucleo
benzéico dos flavondides contribui para sua acdo antioxidante e neutralizadora de radicais
livres (Havsteen, 2002; retirado de Meoti, 2007).

1.9. Aparelho Digestivo Humano

O tubo digestivo humano é constituido pela boca, faringe, esé6fago, estémago, intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, colon — ascendente, transversal,
descendente e sigmoéide — e reto) e anus, estando-lhe associados outros 6rgdos e glandulas
secretoras anexos que também participam na digestédo. Este tubo pode ser dividido em cinco
regides principais onde o alimento vai progredindo, permitindo que a digestdo se dé em fases
sequenciais (Lidon e Silvestre, 2009; Giori, 2010) (Figura 1.14).

Figura 14.14 - Sistema digestivo humano, incluindo o trato gastrointestinal e alguns 6rgdos anexos (Giori,
2010).

As fungbes do aparelho digestivo incluem o processamento eficiente dos nutrientes e
fluido, a absor¢do dos nutrientes necessarios ao corpo e a eliminacdo dos residuos néo
absorvidos. Para além destas funcg8es, o aparelho digestivo tem ainda fun¢des imunolégicas e
enddcrinas, além de atuar como membrana semipermeavel entre 0s meios externos e interno
(Gaboardi, 2013).
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Segundo Lidon e Silvestre (2009), “no decurso da mastigagdo e salivacao, os
alimentos sdo fragmentados em particulas mais facilmente digeriveis ao serem cortados pelos
dentes, enquanto a saliva oriunda das glandulas salivares envolve as particulas dando inicio a
digestdo. A saliva também contém anticorpos e enzimas (nomeadamente lisozima), que

guebram as proteinas e atacam as bactérias.”

No estdbmago o alimento sofre a acdo do suco gastrico que é secretado pelas glandulas
localizadas na parede estomacal. O muco é produzido pelas glandulas pildricas e cardicas do
estdmago e lubrifica o bolo alimentar, além de proteger a parede do estdmago contra a agéo
das enzimas gastricas e do pH acido. O acido cloridrico presente no suco gastrico facilita a
absorcao de ferro, proporciona um pH 6timo para a digestédo proteica, ativa o pepsinogénio a
pepsina e tem acdo germicida. As enzimas do suco gastrico sdo a pepsina e as lipases e
amilases gastrica (Thiemann, 2013).

Os sais biliares (principalmente glicolato e taurocolato de sddio) sdo essenciais na
digestdo pois reduzem a tensdo superficial dos glébulos de gordura (resistentes a digestao
enzimatica), permitindo aos movimentos intestinais uma emulsificacdo dos mesmos, o que faz
com que as lipases do suco pancreatico sejam capazes de alcancar e hidrolisar os triglicéridos
em acidos gordos e monoglicéridos. ApOs este processo, esses produtos véo-se complexar
com os sais de bilis e formar micelas. Os pigmentos biliares (produtos da quebra de
hemoglobina proveniente de glébulos vermelhos envelhecidos, que é feita no figado) ddo uma
cor amarela esverdeada a secrecdo e dao as fezes a sua cor caracteristica (Hickman et al.,
2006; Giori, 2010, citado por Antunes, 2012).

O alimento ingerido passa pelo [imen do trato gastrointestinal circula durante todo o
processo da digestdo e absorcdo dentro do tubo, e a por¢do ndo absorvivel é eliminada como
fezes. O sistema nervoso, juntamente com algumas hormonas, regulam o funcionamento do
aparelho digestivo e o sistema circulatério nutre os érgaos da digestdo e permite o transporte
dos nutrientes absorvidos. A digestéo é a transformacédo dos alimentos numa forma que possa
ser utilizada pelo organismo em que as grandes moléculas de alimentos se tornam pequenas
moléculas de nutrientes que serdo absorvidas e utilizadas. As enzimas digestivas, sdo de suma
importancia no processo digestivo, e sédo classificadas como enzimas hidroliticas (hidrolases),
pois dividem as macromoléculas constituintes dos alimentos ingeridos por um processo de
hidrélise (quebra da ligacdo quimica por adicdo de uma molécula de agua) (Hickman et al.,
2006; Giori, 2010; citado por Antunes, 2012).

As células superficiais constituintes da parede interna do intestino delgado (mucosa)
secretam 0 suco entérico, uma solucdo de pH neutro, rica em enzimas que continuam a
digestdo, como aminopeptidases, dissacaridases (como a maltase, sacarase e a lactase),

fosfatases alcalinas, nucleotidases e nucleosidases (Hickman et al., 2006). O suco pancreatico,

produto do érgdo anexo ao aparelho digestivo, o pancreas, cujo pH oscila entre 7,8 e 9, contém

tripsinogénio e quimiotripsinogénio (precursores inativos) que, apos secretados para o l[imen
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intestinal, sofrem ac¢do enzimética, originando tripsina e quimiotripsina, respectivamente,
(Soares et al.; 1999; citado por Antunes, 2012), proteases altamente especificas que continuam
a degradacao enzimética iniciada pela pepsina (inativada pela alcalinidade intestinal). O suco
pancreético possui igualmente outras enzimas, como a carboxipeptidase, nucleases, lipase e
amilase pancreédtica (Thiemann, 2013). O revestimento mucoso do intestino tem multiplas
pregas (vilosidades) e, com isso, aumenta a superficie de contacto para que ocorra a absorcao
intestinal dos nutrientes (Gaboardi, 2013).

No intestino grosso, que ndo possui vilosidades nem secreta sucos digestivos, ocorre a
absorcao de agua, quer a ingerida, quer a proveniente das secrecfes digestivas, e de sais, €,
por acdo de numerosas bactérias que estabelecem uma relacdo mutual (envolvendo
nomeadamente a sintese de vitamina K, B, riboflavina e tiamina), processa-se a dissolucao
de restos alimenticios ndo assimilaveis (que demoram, em média, nove horas a atingir esta
fase (Lidon e Silvestre, 2009). O intestino grosso possui consideravel mobilidade,
especialmente no colon transverso e no sigmoide. As suas principais funcdes sédo a formacao,
transporte e evacuacdo das fezes. Toda a absorcdo ocorre na metade proxima do célon (célon
de absorcdo), enquanto o colon distal funciona principalmente no armazenamento (coélon de
armazenamento). As fezes compdem-se de cerca de trés quartos de agua e um quarto de
matéria soélida, sendo esta formada por cerca de 30% de bactérias mortas e vivas; e os 70%
restantes sdo constituidos por sais, muco, fibras, celulose e outras substancias ndo absorvidas
e ainda substancias ndo ingeridas tais como constituintes secos de sucos digestivos, como, por
exemplo, os pigmentos biliares, e células epiteliais descamadas (Lidon e Silvestre, 2009;
Gaboardi, 2013).

1.10. Biodisponibilidade dos Compostos Fendlicos

O termo biodisponibilidade pode apresentar varias definicbes dependendo da area em
gue se aplica. Assim, do ponto de vista nutricional, a biodisponibilidade refere-se a fragédo de
um nutriente presente em um dado alimento que fica de facto disponivel para ser usado nas
funcBes fisioldgicas ou para ser armazenado. Isto é, somente certas quantidades de todos os
nutrientes de um alimento serdo usadas efetivamente pelo organismo (Tognon, 2012). Os
compostos biodisponiveis serdo aqueles que entram na corrente sanguinea, apds separagao
da sua matriz no trato gastrointestinal, e atingem o seu local de ac¢éo biol6gica, tendo em conta
toda a sequéncia de eventos que ocorre durante a transformacédo digestiva dos alimentos,
incluindo a sua disponibilidade para absorcdo intestinal e a sua degradacdo metabdlica
(Ratnam et al., 2006; Giori, 2010).

E aceite que a biodisponibilidade dos compostos fendlicos é bastante baixa, ainda mais
guando se trata de compostos com grande peso molecular, estando mencionado que o
conteudo alimentar em compostos fendlicos complexos é bastante mais elevado do que o

mesmo contelddo em compostos fendlicos simples (Landete, 2012). Para além do peso
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molecular, caracteristicas como a solubilidade, o transito gastrointestinal, a permeabilidade da
membrana e o pH do l[imen séo igualmente fatores que podem influenciar a biodisponibilidade
dos polifendis (Lima, 2008; Lima, 2011). Desta forma, os polifendis mais abundantes ndo séo
necessariamente os que apresentam melhor perfil de biodisponibilidade, ndo sendo por isso 0s
gue atingem maiores concentracfes no interior das células humanas, ou porque ndo sao
resistentes a digestao gastrointestinal, ou porque séo pouco absorvidos no intestino, altamente
metabolizados ou rapidamente eliminados (Lima, 2008; Antunes, 2012). Acredita-se ainda, que
exista uma variabilidade individual na forma como se processa a absorcdo, metabolismo e

distribuicdo dos polifendis em humanos (Matsumoto, 2008; Arcari, 2009).

O primeiro passo ap0s a ingestdo de compostos fendlicos presentes na dieta é a
liberagdo dos mesmos da sua matriz. Esta libertacdo ndo ocorre no momento da ingestdo uma
vez que a saliva ndo tem o poder de realizar essa acdo sobre os compostos fendlicos. A
desglicosilacdo de flavondides, a clivagem de proantocianidinas poliméricas e a hidrélise de
acidos fendlicos esterificados sdo considerados pré-requisitos para a absorcdo dos mesmos
através da barreira intestinal. Alguns destes compostos, como as proantocianidinas poliméricas
podem ser quebrados em moléculas menores (monémeros e dimeros de epicatequina) por

acao do suco gastrico (Jardini, 2010; Gongalves, 2012).

A absorcéo dos polifenéis pode ser medida de forma direta, através da pesquisa destes
compostos ou dos seus metabolitos no plasma e urina, ou de forma indireta, pelo aumento da
capacidade antioxidante do plasma apds o consumo de alimentos ricos nestes compostos
(Lima, 2008; Jardini, 2010). Estudos de biodisponibilidade em humanos relatam que a
guantidade de polifendis intactos encontrados na urina pode variar de um composto para outro
(Goncalves, 2012). Dos varios polifendis, o 4cido gélico e as isoflavonas parecem ser os mais
bem absorvidos, seguidos pelas catequinas, flavanonas e glicosideos de quercetina. Os
polifendis de mais dificil absorcdo parecem ser as proantocianidinas, as catequinas galato do
cha e as antocianinas (Manach et al., 2005; Pantelidis et al., 2007; Galvano, 2008; retirado de
Rasteiro, 2012).

A absorcao intestinal dos flavonéides varia com o alimento onde estes se encontram e
com a diversidade de residuos de aclUcares e de outros grupos funcionais ligados & sua
estrutura base. De uma forma geral, os flavonéides sdo absorvidos na forma de agliconas
(forma que se apresenta livre) apds terem sofrido hidrélise no trato digestivo. Nesta forma,
estes compostos sao potencialmente mais bioativos que os compostos que |hes deram origem
(Lima, 2008; Antunes, 2012). Contudo, ha também informac¢des que apontam no sentido de
alguns flavonodides poderem ser absorvidos na forma glicosilada. Dependendo do aglcar a que
se encontram ligados, os flavondides glicosilados podem ou ndo ser mais facilmente
absorvidos do que as respetivas agliconas (Lima, 2008). A absorcdo destes compostos pode
também ser aumentada com a co-ingestdo de alimentos ricos em gordura. Estima-se que
apenas 5% dos flavondides ingeridos atinjam a circulagdo sanguinea, ligam-se ai as proteinas

e as membranas celulares das células sanguineas (Ruel e Couillard, 2007).
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O conhecimento da biodisponibilidade dos polifenéis constitui um fator chave para
poder sugerir que 0s antioxidantes presentes nos alimentos possam de fato conferir uma maior
protecdo contra o “stress” oxidativo de quem os consome. De fato, para que estes compostos
possam apresentar efeitos in vivo tém que chegar aos tecidos, na sua forma nativa ou na forma
metabolizada, numa dose suficientemente elevada para poder exercer efeito biologico
(Galvano, 2008). Os polifentis tém biodisponibilidade limitada e podem ser extensamente
metabolizados, no entanto, apesar desta limitacdo, estudos efetuados em humanos sugerem
gue mesmo essa pequena quantidade absorvida possa ser suficiente para exercer efeitos
benéficos na saltde (Williamson e Manach, 2005). E sabido que a concentragdo maxima no
plasma humano raramente excede 1 mM apés o consumo de 10-100 mg de um Unico
composto fendlico, a verdade é que a maioria das classes fendlicas sdo suficientemente
absorvidas para que Ihes seja permitido exercer efeitos biolégicos, sendo a concentracao total
no plasma demonstrativa de que os mesmos atravessam efetivamente a barreira intestinal e
chegam a corrente sanguinea (Landete, 2012). Pesquisas atuais sugerem que estes
compostos sdo absorvidos no trato gastrointestinal e estdo biodisponiveis no plasma dentro de
0,5 a 4 horas apos a sua ingestdo, ocorrendo o pico de absorcdo uma hora apés o seu

consumo (Matsumoto, 2008; Arcari, 2009).

Os polifendis que ndo forem absorvidos no intestino delgado, podem ser metabolizados
pela flora intestinal, originando metabolitos passiveis de ser absorvidos no epitélio do colon e,
desta forma, chegar a corrente sanguinea. Por exemplo, as proantocianidinas tém
demonstrado alguns efeitos em ensaios epidemioldgicos embora se saiba que a sua absorcdo
intestinal seja muito reduzida. Desta forma, é possivel que os efeitos bioldégicos associados a
estes compostos resultem de algum metabolito formado no decurso da sua metabolizacédo
pelas bactérias da flora intestinal (Williamson e Manach, 2005). Esta metabolizacdo pela flora
intestinal tem sido pouco estudada mas pode ter um efeito consideravel nas atividades
biolégicas dos polifendis, uma vez que para além de poder ser fundamental para a sua
absorcdo pode igualmente ser moduladora da sua atividade bioldgica (Lima, 2011; Gongalves,
2012).

Uma vez absorvidos, os polifendis ou os seus metabolitos, podem entrar na corrente
sanguinea e serem excretados através da urina, ou podem chegar novamente ao intestino,
através da circulacdo enterohepética, como componentes da bilis, podendo ser novamente
absorvidos ou excretados pelas fezes. A estrutura/tamanho da molécula € um fator que tem
influéncia na eliminagdo do composto. Assim, 0os compostos de menor peso molecular, sdo em
principio mais facilmente absorvidos, sendo a sua eliminacao realizada pela urina ou pela bilis.
Os compostos fendlicos com elevado peso molecular e alto grau de polimerizagdo, que nao
sofram ac@o enzimética no trato gastrointestinal e sejam resistentes a degradacdo pela
microflora coldnica (como os taninos insolUveis), sdo excretados nas fezes (Manach et al.,
2004; Rodriguez et al., 2008; citado por Jardini, 2010).
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Os polifendis existentes na dieta podem, mesmo ndo sendo absorvido pelo epitélio
intestinal, executar as suas fungfes benéficas no proprio intestino, desativando espécies
oxidativas que se encontrem ou se formem ao longo do tubo digestivo, impedindo, desta forma,

gue elas possam vir a exercer 0s seus efeitos deletérios.

Depois de absorvidos, ou ainda nas células do intestino, os polifenéis podem sofrer
metabolizacdo pelas enzimas de biotransformacdo, mediada quer por enzimas da fase |, em
particular pelos citocromos P450, quer pelas enzimas da fase Il, como, por exemplo,
sulfotransferases, glucuroniltransferases ou metiltransferases (Gongalves, 2012). Por exemplo,
os acidos fenolicos sdo amplamente conjugados com o ido sulfato e com o acido glucurénico,
sendo que o grau de conjugacao ira variar de acordo com as caracteristicas quimicas de cada
um destes acidos (Lima, 2008). Os produtos da conjugacdo com o acido glucurénico podem
ser descarregados pela bilis no intestino, sofrer a acdo das enzimas bacterianas
(especialmente da B-glicuronidase) e serem novamente reabsorvidos (Stahl et al., citado por
Jardini, 2010).

A figura 1.15 esquematiza todos o0s passos que ocorrem apds a ingestdo dos

polifenais.
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Figura 15.15 - Esquema sobre a biodisponibilidade dos compostos fendlicos no organismo
(Stahl et al., 2002).
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1.11. Ensaios in vitro

Do exposto no ponto anterior é possivel concluir que entre a sua ingestéo e a chegada
ao seu local de acgdo (tecido ou 6rgdo alvo), os compostos fendlicos presentes nos alimentos
podem sofrer multiplas alteracdes estruturais, quer no decurso da digestdo gastrointestinal,
quer pela acdo das enzimas de biotransformacéo. Todas estas transformacdes afetam a sua
estrutura podendo, consequentemente, afetar os seus possiveis efeitos benéficos. Desta
forma, os resultados obtidos nos ensaios in vitro realizados com os alimentos podem néo ser
necessariamente relevantes para a situacdo in vivo, uma vez que ndo levam em linha de conta

os efeitos da digestdo gastrointestinal ou da biotransformacéao.

Atualmente, tém sido desenvolvidos diversos métodos de digestdo in vitro, que
possibilitam estudar mudancas estruturais, digestibilidade alimentar e libertacdo de
componentes alimentares sob condi¢bes simuladas, fornecendo uma alternativa aos ensaios
de digestdo in vivo que, apesar de bastante precisos, sdo dispendiosos, demorados e tém
diversas restricdes éticas (Papadopoulou e Frazier, 2004; Wilfart et al., 2008; Hur et al., 2011;
Liang et al., 2012); citado por Antunes, 2012). A grande parte dos ensaios in vitro baseia-se na
fisiologia do trato gastrointestinal, simulando as condi¢des da digestdo humana e recorrendo,
para isso, a solugdes artificiais que simulam o meio de cada compartimento digestivo. Contudo,
os resultados obtidos com os modelos in vitro sdo muitas vezes distintos dos que se obtém
com modelos in vivo maioritariamente devido as dificuldades em simular com precisdo o0s
processos fisico-quimicos e fisioldégicos altamente complexos que ocorrem (Hur et al., 2011).
Tais modelos terdo de ser bastante dindmicos e ter em conta diversos aspectos (a atividade
enzimética, a composicao idnica, o tempo de digestdo, o pH da amostra e do meio digestivo,
entre outros), tentando mimetizar ao maximo o0 que se passa in vivo, sabendo-se ja que,
normalmente, in vitro os processos se dao bem mais facilmente, sendo necesséario entdo um
compromisso entre a precisdo e a facilidade de utilizacdo do modelo in vitro em questédo (Hur et
al., 2011, citado por Antunes, 2012).
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1.12. Enquadramento e Objetivos

Multiplos ensaios in vitro tém vindo a mostrar a existéncia nas macas de compostos
com intensa actividade antioxidante, atividade esta que pode ser importante na prevencao de
doengas cronicas. No entanto, para poder ter uma melhor ideia sobre a possibilidade de
manutencdo dessas atividades in vivo tornam-se necessarios mais estudos, nomeadamente
estudos sobre a biodisponibilidade, bioassimilacdo e biotransformagdo dos compostos que,
guando se encontram embutidos na matriz da fruta, sdo responsaveis pelas propriedades

bioativas das magés (Boyer e Liu, 2004).

Este trabalho teve, assim, por objetivo estudar a biodisponibilidade dos antioxidantes
nas cultivares de maca, Janagold, Golden Delicius e Royal Gala produzidas em Portugal. Para
isso efetuou-se uma simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal e estudou-se o impacte
deste procedimento na capacidade antioxidante e no teor em fendis e flavondides totais das
varias amostras de maca. Para poder ter uma melhor nocdo da forma como a digestdo vai
alterando os compostos responsaveis pela actividade antioxidante das macas, foram retiradas
amostras apos o processo de simulacdo da digestdo gastrica e no final da simulacdo da
digestao gastrointestinal.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Elaborar para cada uma das variedades de macad em estudo uma simulacdo da
digestdo gastrica, uma simulacdo da digestdo gastrointestinal e um extracto em acetona

(actividade antioxidante total).

2. Quantificar os compostos fendlicos e, em particular, os flavondides no extrato em

acetona e nas amostras obtidas ap6s simulacédo da digestao géastrica e gastrointestinal.

3. Determinar a capacidade antioxidante no extrato em acetona e nas amostras obtidas
apoés simulacdo da digestdo gastrica e gastrointestinal, de modo a conferir qual o impacte do
processo digestivo nas propriedades bioativas das distintas variedades de mac¢a. Nao havendo
nenhum método padrdo validado que possa avaliar todos os possiveis mecanismos de
atividade antioxidante, esta foi avaliada através da conjugacdo de diversos dos métodos
existentes, que detetam diferentes endpoints: capacidade de reducéo do cobre; capacidade de

reducéo do ferro, capacidade de sequestro dos radicais anido superoxido, hidroxilo e DPPH.

4. Comparar as diferentes amostras entre si relativamente a sua capacidade

antioxidante e ao conteido em compostos fendlicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e enzimas

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e enzimas:
acetato de amonio (Riedel-de Haén, 98%), acetato de sddio tri-hidratado (Panreac, 99%),
acetona (Panreac, 99,9%), acido acético (Panreac, 99%), acido L(+)ascérbico (Panreac, 99%),
acido cloridrico (Panreac, 37%), acido galico monohidratado (Merck, 99,5%), acido
tiobarbitarico (TBA) (Acros, 98%), acido tricloroacético (Riedel-de Haén, 99,5%), alcool etilico
(Riedel-de Haén, 99%), azul de nitrotetrazdlio (NBT2+) (Sigma), bicarbonato de s6dio (Panreac,
99%), bilis bovina desidratada (Sigma B3883), carbonato de sédio (VReis), (+)-catequina
monohidratada (Sigma > 96%), cloreto de cobre () bihidratado (Riedel-de Haén, 99%), cloreto
de aluminio (Fluka, 99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), desoxirribose (Sigma,
99%), dihidrogenofosfato de potassio (Merck, 99,5%), dinucleétido de nicotinamida e adenina
na forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%), hidrogenofosfato de dipotassio (BDH Chemicals Lda,
97,5%), hidréxido de sodio (Merck, 99%), metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma, 90%),
neocuproina (Sigma), nitrito de sédio (Merck, 99%), pancreatina de pancreas de porco (Sigma
P3292), pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma, P7125, Lote 030M15711V), peroxido de
hidrogénio (H.0,) (Panreac, 30%), radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") (Sigma-Aldrich),
reagente de Folin-Ciocalteau (Panreac), sal dissddico de acido etilenodiaminatetracético
(EDTA) (Panreac, 99%), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de Haén, 99%), 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) (Fluka, 99%). Na preparacéo de todas as solucdes e diluicdes utilizou-
se sempre agua ultra-pura, captada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,

Molsheim, Franca).

2.2. Aquisicao das macas

As macas utilizadas no ensaio pertenciam as variedades Golden Delicious, Jonagold e
Royal Gala. Todas as macéds foram produzidas em Portugal e adquiridas no comércio de
Lisboa. No momento da compra e da preparacdo das amostras todas as macas se
encontravam no estdgio de maturac&o préprio para 0 consumo in natura.

2.3. Preparagado das amostras

As macas (6 de cada variedade) foram lavadas em agua corrente, passadas por agua
ultrapura (Mili Q) e secas em papel. Em seguida, retiraram-se 0s carocos e fatiaram-se as
polpas dos frutos sem se retirar a pele. As magés assim preparadas foram pesadas, colocadas
num copo misturador (Electric Co) juntamente com agua Mili Q acidificada a pH 2 (0,3 mL de
agua por cada grama de macd) e trituradas até formar uma pasta homogénea. A agua
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adicionada foi pesada antes de ser introduzida no copo misturador. Foi necessaria adicao de
agua para que o liquidificador conseguisse triturar devidamente as macas e utilizou-se agua
acidificada por forma a tentar minimizar a atividade da polifenoloxidase. Imediatamente apds a
trituracdo, a pasta obtida foi distribuida por nove frascos de vidro tipo Schott de 100 mL (5 g por
frasco), tendo-se entdo procedido a preparacao dos extratos em acetona e as simulacfes das

digestdes gastrica e gastrointestinal. Todos os procedimentos foram efectuados em triplicado.

2.3.1. Preparacao dos extratos em acetona

Os extratos em acetona foram preparados de acordo com o procedimento descrito por
Serra et al., (2010). Assim aos frascos contendo 0s 5 g de maga triturada adicionou-se uma
solucdo de acetona a 80% numa proporcdo peso/volume de (1:2). A acetona parece ser um
bom solvente para a preparacdo de extratos de macd devido a desnaturar rapidamente a
enzima polifenoloxidase. Em seguida, os frascos contendo as amostras, foram colocados em
agitacdo ao abrigo de luz durante 30 minutos. Findo este tempo as amostras foram
centrifugadas (11 000 rpm, 30 minutos e a 4°C), filtradas (Millipore Millex GP com poro de 0,22
pum), aliquotadas em microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de amostra por cada

microtubo) e armazenadas a -60 °C.

2.3.2. Simulacédo da digestdo gastrica

Para a simulacdo da digestédo gastrica seguiu-se o procedimento descrito por Briones-
Labarca et al., (2011). Assim, aos frascos contendo os 5 g de maca triturada adicionaram-se 25
mL de &gua e ajustou-se o pH a 2 com uma solucdo de HCI 1M. Em seguida adicionaram-se
50 pL de solugéo de uma solugéo de pepsina (50 mg/mL em HCL 0,1 N) por cada mililitro de
amostra. As amostras incubadas ao abrigo da luz, durante 2 horas, com uma agitacéo de 100
rpm e a temperatura de 37°C. Findo este tempo as amostras foram centrifugadas (11 000 rpm,
30 minutos e a 4°C), filtradas (Millipore Millex GP com poro de 0,22 um), aliquotadas em
microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de amostra por cada microtubo) e
armazenadas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras realizou-se um ensaio controlo
(branco da digestéo gastrica), em que se substituiu a amostra por igual volume de agua ultra-

pura, tendo o restante procedimento sido exatamente idéntico ao descrito para as amostras.

2.3.3. Simulacéo da digestéo gastrointestinal

Para a simulacdo da digestdo gastrointestinal seguiu-se o procedimento descrito por
Briones-Labarca et al., (2011). As amostras foram preparadas conforme o descrito no ponto

anterior para a preparacao da digestao gastrica. Apos a incubag¢@o com pepsina, acertou-se 0
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pH das amostras a 6,0 recorrendo a uma solugdo de NaHCO; 1 M e adicionou-se 250 pL de
uma solucdo mista de pancreatina e bilis (4 mg de pancreatina e 24 mg de bilis/mL em
NaHCO; 0,1 M). As amostras foram novamente incubadas ao abrigo da luz, durante 2 horas,
com uma agitacdo de 60 rpm e a temperatura de 37°C. Findo este tempo as amostras foram
centrifugadas (11 000 rpm, 30 minutos e a 4°C), filtradas (Millipore Millex GP com poro de 0,22
pum), aliqguotadas em microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de amostra por cada
microtubo) e armazenadas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras realizou-se um
ensaio controlo (branco da digestdo gastrointestinal), em que se substituiu a amostra por igual
volume de agua ultra-pura, tendo o restante procedimento sido exatamente idéntico ao descrito

para as amostras.

2.4. Determinacdo dos fendis totais - Método de Folin-Ciocalteu
2.4.1. Principio do método

A quantificagcdo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras foi realizada
através do ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu, um método operacionalmente simples,
sensivel e reprodutivel (Prior et al., Magalhdes et al., 2008). O mecanismo basico deste método
reside na capacidade dos compostos fendlicos, na forma de ido fenolato, reduzirem o
heteropolianido molibdotungnesteniofosférico (coloracdo amarela) presente no reagente de
Folin-Ciocalteu, produzindo uma mistura de 6xidos de tungsténio e molibdénio com coloracdo
azul. Desta forma, a leitura da absorvéncia a 765 nm, permite a quantificacdo dos compostos
redutores presentes na amostra, pois a intensidade da coloracdo azul desenvolvida é
proporcional ao seu teor. A reacdo ocorre em meio alcalino, obtido pela adicdo de carbonato de
sodio em solugdo saturada. O acido galico € utilizado como composto padrédo de referéncia,
sendo os resultados expressos em equivalentes de acido gélico (EAG), normalmente mg/L
(Magalhées et al., 2008; Antunes, 2012).

O ensaio é considerado simples, no entanto € sensivel e moroso, determinando apenas
antioxidantes hidrofilicos (ndo sendo aplicavel a matrizes e compostos lipofilicos) (Magalhdes
et al., 2008), ndo sendo um método especifico, apresenta a desvantagem de determinar
também outras substancias redutoras adicionadas ou naturalmente presentes como agucares,
compostos de enxofre, acido ascorbico e outras vitaminas, acidos organicos, ides inorganicos
como Cu(l) e Fe(ll), tidis, entre outros (Magalhaes et al. 2008; Rasteiro, 2012).

2.4.2. Procedimento experimental

O procedimento de determina¢é@o dos compostos fendlicos totais realizado foi adaptado
a partir de um método ja publicado (Kosar et al., 2008), com algumas modificagdes. Assim, em
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baldes volumétricos de 10 mL, contendo cerca de 6 mL de agua ultrapura, adicionou-se o
volume adequado de cada amostra ou das suas diluicdes (extratos em acetona, amostras apds
digestdo gastrica e apos digestdo gastrointestinal e respectivos controlos das digestfes), 500
ML de reagente de Folin-Ciocalteu sem dilui¢cdo e deixou-se um minuto a temperatura ambiente.
Findo este tempo adicionou-se 1,5 mL de uma solugcdo de carbonato de sodio a 20%
(peso/volume) e perfez-se o volume a 10 mL com agua ultrapura. As misturas assim
preparadas foram incubadas durante 2 horas, a 25 °C e no escuro, tendo-se em seguida
procedido a medicdo da absorvancia das amostras num espectrofotémetro (SPEKOL 1500) a
765 nm, contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por agua
ultrapura. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fenois
sido determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita
mas substituindo as amostras por soluges de acido galico com concentragfes entre os 0,5 e
os 5 mg/L. Para a quantificacdo dos fendis presentes nos extratos em acetona adicionou-se
aos padrées um volume de acetona a 80% igual ao existente nas amostras. Os resultados
obtidos foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama de peso fresco de

magca.

2.5. Determinacdo dos flavondides totais

Para a determinacdo dos flavondides totais utilizou-se o procedimento descrito por
Barros et al. (2010). Assim, uma aliquota de cada amostra foi misturada agua até perfazer 2
mL. Em seguida adicionaram-se 150 pL de uma solucao nitrito de sédio (5%) 6 minutos depois
150 L de uma solucéo cloreto de aluminio (10%). Ap6s mais 6 minutos adicionaram-se 2 mL
de NaOH (4%) e agua até perfazer os 5 mL. As amostras assim preparadas foram incubadas
durante 15 minutos no escuro, tendo-se em seguida procedido & medi¢&do da sua absorvancia
num espectrofotébmetro (SPEKOL 1500) a 510 nm, contra um branco preparado da mesma
forma mas substituindo a amostra por agua ultrapura. Todas as amostras foram analisadas em
triplicado, tendo a concentracdo em flavondides sido determinada por interpolagédo de uma reta
de calibracéo, preparada da forma ja descrita mas substituindo as amostras por solu¢des de
catequina com concentracdes entre os 4,5 e 0s 290 mg/L. Para a quantificacao dos flavondides
presentes nos extratos em acetona adicionou-se aos padrdes um volume de acetona a 80%
igual ao existente nas amostras. Os resultados obtidos foram expressos em mg de

equivalentes de catequina por grama de peso fresco de maca.
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2.6. Determinacgéo da capacidade antioxidante
2.6.1. Capacidade de Sequestro do radical DPPH-
2.6.1.1. Principio do método

O método de sequestro do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) foi sugerido
primeiramente em meados da década de cinquenta, originalmente para descobrir doadores de
hidrogénio em produtos naturais, e, mais tarde, para determinar o potencial antioxidante de
compostos fendlicos individuais e de alimentos. Atualmente € um dos métodos mais utilizados
para verificacdo da atividade antioxidante (Tiveron, 2010). Este método, simples e altamente
sensivel, baseia-se na mudanca da cor purpura para amarelo que ocorre quando o radical
DPPH’ é desativado ao receber um hidrogénio de um antioxidante ou ao ser reduzido (Figura
2.1) (Bergamaschi, 2010).

RH
(Antioxidant)

I\ - 0N N—N
\

2 2-Diphanyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH+) (DFPH)

Figura 2.16 - Reaccao de desativac¢éo do radical DPPH+ (Moon e Shibamoto, 2009).

2.6.1.2. Procedimento experimental

O procedimento do ensaio DPPH’ foi adaptado a partir de um método ja publicado
(Miceli et al., 2009), com algumas modificacbes. Para tal, em tubos de ensaio, misturaram-se
500 pL de cada uma das amostras, ou de suas diluicGes, com 3 mL de uma solucdo de DPPH’
(24 mg/L em etanol). As diversas misturas foram agitadas, tendo-se medido a absorvancia a
517 nm (espectrofotometro SPEKOL 1500) apds 30 minutos de incubagdo no escuro e a
temperatura ambiente. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo para cada

amostra sido determinada a percentagem de sequestro através da equacao:

%Inibicdo = [(Absorvancia sem amostra - Absorvancia com amostra)/(Absorvancia sem amostra)] x 100

A capacidade de sequestro do radical DPPH" das amostras foi expressa mg de

equivalentes de acido ascorbico (EAA) por 100 g de peso fresco de maca, apos interpolagéo de
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uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo as amostras por
solugbes de &cido ascoérbico com concentracbes entre os 0,02 e 0,035 mg/mL. Para a
determinagdo da capacidade de sequestro do radical DPPH' nos extratos em acetona

adicionou-se aos padrées um volume de acetona a 80% igual ao existente nas amostras.

2.6.2. Avaliacado da capacidade de reducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC
2.6.2.1. Principio do método

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na reducéo do
Cu(ll) para Cu(l) através da acao de antioxidantes redutores, presentes numa amostra. Esta
reacdo origina um complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) na forma reduzida, que
apresenta uma coloracéo intensa, com um maximo de absor¢éo a 450 nm (Figura 2.2). Como
tal, a reducdo da forma oxidada do complexo referido pelos componentes da amostra é
determinada espectofotometricamente, mediante a leitura da absorvéncia a 450 nm. Este
método simples, rapido, reprodutivel e sem necessidade de muitos aparelhos (Apak et al.,
2004). Os protdes libertados na reacdo entre os polifendis e este complexo, sdo tamponados
por uma solucdo de acetato de amonio (Apak et al., 2004). O acido ascoérbico é utilizado como
composto padrdo de referéncia, sendo os resultados expressos em equivalentes de &cido

ascérbico (EAA), normalmente umol/g de amostra (Lima, 2011; Antunes, 2012).

—
oxidant

Figura 2.2 - Reducéo do complexo Cu(ll)-neocuproina a Cu(l)-neocuproina, por acao dos antioxidantes
da amostra (Apak et al., 2004).

2.6.2.2. Procedimento experimental

A realizacdo do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por
Apak e colaboradores (2004) com adaptacdes. Assim, num tubo de ensaio juntou-se 1mL de
cada uma das seguintes solucdes: cloreto de cobre (1) bihidratado 10 mM, acetato de amonio
1M e neocuproina 7,5 mM em etanol. Em seguida, adicionaram-se 100 yL de amostra, ou de

suas dilui¢cdes, e completou-se a 4100 yL com agua. Os tubos foram incubados ao abrigo da
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luz durante 1 hora & temperatura ambiente procedendo-se entdo a leitura da absorvéancia
(espectrofotometro SPEKOL 1500) a 450 nm, utilizando como branco a mesma mistura com
1,1 mL de 4gua em vez da amostra. As amostras foram analisadas em triplicado tendo a
atividade antioxidante sido determinada por interpolagdo de uma reta de calibracéo, preparada
da forma ja descrita mas substituindo as amostras por 1,1 mL das solucfes padrdo de acido
ascorbico com concentragfes entre os 15,625 e os 250 uM. Para a determinagéo da atividade
CUPRAC nos extratos em acetona adicionou-se aos padrdes um volume de acetona a 80%
igual ao existente nas amostras. Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de

acido ascorbico/g de peso fresco de maca.

2.6.3. Determinagéo da atividade de reducéo Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP
2.6.3.1. Principio do método

O método do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), baseia-se em reacfes de
transferéncia de eletrbes. Segundo alguns autores, esta metodologia foi desenvolvida como
alternativa para analise de fluidos biologicos e solucdes aquosas de compostos puros e pode
ser aplicada tanto para estudos da atividade antioxidante em alimentos e bebidas, como em
substancias puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias
(Tiveron, 2010).

Este método baseia-se na capacidade dos antioxidantes reduzirem o Fe*" a Fe®".
Quando essa reducdo ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) e em
condicdes acidas a reducdo € acompanhada pela formacdo de um complexo corado (azul

intenso), com uma absor¢do maxima a 593 nm (Figura 2.3) (Bergamaschi, 2010).

Antioxidant

Qza

‘M I

Ferric tripyridyltriazine Ferrous tripyridyltriazine

(Fe**-TPTZ) complex (Fe2*-TPTZ) complex
Intense blue color

Figura 2.3 - Formacé&o do complexo (Fe2+-TPTZ) apds reducédo do Fe3+ por um antioxidante (Moon
e Shibamoto, 2009).
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Este método apenas consegue detetar antioxidantes capazes de ceder eletrbes nao
sendo detetados aqueles que tém por mecanismo de ac¢édo a transferéncia de atomos de
hidrogénio. Este método ndo consegue, igualmente, detetar antioxidantes com o grupo tiol,
como, por exemplo, o glutationo (Apak et al., 2004). Qualquer composto presente na amostra,
mesmo que ndo tenha nenhuma ac¢édo antioxidante, desde que tenha um potencial redox
superior ao do par Fe*/Fe* pode, teoricamente, reduzir o Fe* e, deste modo, contribuir para
uma avaliacdo por excesso das capacidades antioxidantes da amostra (Magalhdes et al.,
2008).

2.6.3.2. Procedimento experimental

Para a realizacdo do ensaio FRAP seguiu-se o método descrito por Ramful e
colaboradores (2010) com certas modificaces. Preparou-se o reagente FRAP no momento da
utilizacdo, adicionando 25 mL de tampéao acetato 0,25 M (pH 3,6); 2,5 mL de TPTZ (10mM em
HCI 40 mM) e 2,5 mL de cloreto de ferro (Ill) (20 mM). O ensaio iniciou-se com a adicdo, hum
tubo de ensaio, de 3,0 mL do reagente FRAP, preparado de fresco e pré-aquecido a 37° C,
com 300 pL de agua e 100 pyL de cada uma das amostras ou das suas diluicBes. As misturas
foram incubadas no escuro durante 4 minutos a 37° C. Durante esta incubacéo foi possivel
observar o aparecimento de uma coloracdo azul, cuja intensidade variava entre as varias
amostras, e que foi quantificada por leitura da absorvancia a 593 nm (num espectrofotémetro

SPEKOL 1500), utilizando como branco a absorvancia do reagente FRAP.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido
determinada por interpolacdo de uma reta de calibracéo, preparada da forma ja descrita para
as amostras, mas substituindo as amostras por solu¢des de sulfato ferroso com concentragdes
entre os 0,25 e os 1,25 mM. Para a determinac@o da capacidade da atividade FRAP nos
extratos em acetona adicionou-se aos padrdées um volume de acetona a 80% igual ao existente

nas amostras. Os resultados foram expressos em pmol de Fe**/g de peso fresco de maca.

2.6.4. Determinacgao da atividade antioxidante por sequestro do radical hidroxilo

através da diminui¢cdo da degradac¢éo da desoxirribose
2.6.4.1. Principio do método

A degradacdo da desoxirribose pelo radical hidroxilo (OH’) leva a formac&o de diversos
produtos, entre os dos quais se encontra 0 malonildialdeido (MDA), que em meio &cido e a
temperatura elevada, reagem com o acido tiobarbitarico (TBA) dando origem a compostos cor-
de-rosa passiveis de serem quantificados espectrofotometricamente por medi¢cdo da

absorvancia a 532 nm (Figura 2.4). Neste ensaio utiliza-se a reacdo de Fenton (Figura 2.5)
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para gerar o radical hidroxilo, necesséario para esta reac¢do. Desta forma, qualquer molécula
capaz de sequestrar OH’, ou prevenir a sua formacéo por desativacdo da molécula de H,0,
(transformando-a em H,0) ira conduzir a uma diminui¢cdo da formacao dos compostos corados,
visto que a medida que sdo formados os radicais sdo imediatamente neutralizados, existindo
uma competicdo entre a desoxirribose e os antioxidantes existentes no meio reacional. Assim,
pode determinar-se a capacidade da amostra para sequestrar o radical HO' através da
medicdo da diminuigdo da absorvancia a 532 nm. A reagdo ocorre em meio &cido, obtido pela
adicdo do acido tricloroacético (Magalhaes et al., 2008; Chobot, 2010).

HS OH
2 T
WES
HD?H/OQH (|3H0 CH N\rSH
Nt o CH: __TBA JCH—CH#ZH + 210
HO H CHO
Desoxirribose MDA Cromogénio (MDA-TBA)

Figura 2.4 - Reagao de formacé&o dos compostos MDA-TBA (adaptado de Chobot, 2010).

Fe* - EDTA + ascorbato — Fe®* - EDTA + ascorbato oxidado

Fe’*- EDTA + H,O,— OH + "OH + Fe** - EDTA

Figura 2.5 — Formacd&o do radical hidroxilo através da rea¢do de Fenton (Filgueiras et al., 2009).

A formacé@o do complexo Fe-EDTA impede a formacdo de complexos entre o ferro e
outras substancias presentes nas misturas de ensaio, hdo impedindo a participacdo do ferro na

reaccdo de Fenton (Chobot, 2010). Quando o ensaio € realizado na auséncia de EDTA a

desoxirribose pode quelar o Fe(lll) o que origina uma maior degradacéo desta molécula, devido
a sintese site specific dos radicais hidroxilo (Chobot, 2010).

2.6.4.2. Procedimento experimental

O procedimento de determinacéo da capacidade de sequestro do radical OH" através

da determinacédo da diminuicdo da degradacdo da desoxirribose foi adaptado a partir de um
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método ja publicado (Chobot, 2010). As determinacdes foram efetuadas em triplicado, num
espectrofotometro (SPEKOL 1500), a 532 nm. Em tubos de ensaio adicionou-se pela seguinte
ordem 690 pL de tampéo de fosfatos de potassio (15 mM, pH 7,4), 25 uL de amostra, 100 pL
de desoxirribose (28 mM), 50 pL de H,0, (28,4 mM), 50 uL de solugéo de FeCls/EDTA (FeCls;
400 pM dissolvido em 2mM de Na,EDTA.2H,0) e por fim, 10 yL de acido ascoérbico 5 mM,
perfazendo com o solvente da amostra a um volume final de 1 mL. Esta mistura reacional foi
incubada a 37°C durante uma hora. ApoOs esse periodo, adicionou-se 1 mL de solucéo de TBA
(1% p/v em NaOH 50 mM) e 1 mL de acido tricloroacético (2,8% p/v). A solucao resultante foi
aquecida durante 15 minutos, em banho de agua, a 100°C. Terminado o tempo de incubacéo,
a amostra foi sujeita a um arrefecimento, com posterior leitura da absorvancia a 532 nm.
Realizou-se, igualmente, um branco, contendo todos os componentes da mistura reacional
substituindo a desoxirribose por igual volume de agua, a fim de averiguar a existéncia de
produtos TBA reativos, provenientes de contaminantes presentes no material ou reagentes.
Efetuou-se, igualmente, um controlo positivo, contendo todos os componentes da mistura
reacional, substituindo a amostra por igual volume de agua.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da formacdo de produtos
reativos face ao TBA por mg de peso fresco de maca. A percentagem de inibic&o foi calculada

relativamente ao controlo positivo, calculada recorrendo a seguinte expresséo:

%Inibig&o = [(Absorvancia controlo positivo — Absorvancia amostra)/(Absorvancia controlo positivo)] x 100

2.6.5. Capacidade de sequestro do radical anido superoéxido
2.6.5.1. Principio do método

Para determinacéo da capacidade antioxidante das amostras em estudo em funcgéo do
sequestro de O;" utilizou-se o método colorimétrico de diminui¢cdo da formacgédo de formazano,
um método operacionalmente moroso mas bastante sensivel e com grande importancia
biolégica uma vez que o radical anido superéxido pode formar-se in vivo no decurso dos
processos metabdlicos (Magalhdes et al., 2008). O radical do anido superéxido reage com o
NBT?, reduzindo-o a formazano (Figura 2.6). Este composto apresenta uma coloracao azul,
com um méximo de absor¢do a 560 nm. Desta forma, qualquer molécula com a capacidade de
sequestrar o radical anido superoxido pode dar origem a uma diminui¢do da velocidade de
reducdo do NBT?*, que se traduz por uma diminuicio da taxa de aumento da absorvancia a
560 nm. Neste ensaio, o radical anido superéxido foi gerado pelo sistema PMS e pelo NADH: o
PMS, apés ter sido reduzido pelo NADH, reage com o oxigénio, produzindo o radical do anido
superoxido. A reacdo ocorre em meio neutro, obtido pela adi¢cdo de tampéo fosfatos. O acido

gélico é utilizado como controlo positivo de referéncia (Antunes, 2012).
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Figura 2.6 - Estrutura do (A) NBT2+ e do (B) formazano (Valentdo et al., 2001).

2.6.5.2. Procedimento experimental

O procedimento de determinagdo da capacidade sequestrante de O,” pela diminuicdo
da formacédo de formazano foi adaptado a partir de um método ja publicado (Nakamura et al.,
1992; Valentdo et al., 2001), com algumas modificagcbes. Sendo assim, adicionaram-se em
cuvetes do espectrofotometro diferentes volumes das amostras, ou das suas diluicbes, de
modo a testar diferentes concentracdes, completando-se posteriormente com agua ultra pura,
até 200 uL. Logo depois, adicionaram-se 300 yL de NADH (1,66 mM em tampéao fosfato 19
mM, pH 7,4), 300 pL de NBT*" (430 pM, em tampéo fosfato 19 mM, pH 7,4) e tampao fosfato
(19 mM, pH 7,4) a fim de se completar o volume a 2 950 pL. A reacéo iniciou-se com a adi¢ado
de 50 uL de PMS (162 uM, em tampéao fosfato 19 mM, pH 7,4) acompanhando-se a variacao
da absorvancia a 560 nm, durante dois minutos a temperatura ambiente. Realizou-se,
igualmente, um ensaio controlo substituindo a amostra por igual volume de solvente da
amostra. As determinagfes foram realizadas em triplicado, num espectrofotémetro (SPEKOL
1500). A percentagem de inibicdo da reducdo do NBT?* de cada uma das concentracdes das

amostras foi calculada em relacéo ao controlo recorrendo a seguinte expressao:

%Inibicdo = [(Declive médio do controlo — Declive médio da amostra)/(Declive médio do controlo)] x 100

A capacidade de sequestro do radical anido superdxido das amostras foi expressa mg
de equivalentes de &cido galico (EAG) por 100 g de peso fresco de maga, apoés interpolacédo de
uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo as amostras por
solugBes de acido galico com concentragfes entre os 0,005 e 0,078 mM. Para a determinagéo
da capacidade de sequestro do radical anido superéxido nos extratos em acetona adicionou-se

aos padrées um volume de acetona a 80% igual ao existente nas amostras.
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2.7. Andlise estatistica dos resultados

O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi efetuado recorrendo ao software
Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft Corporation, Washington). Em todos os testes-t

elaborados foi utilizado um nivel de significancia de 0,05.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Determinacdo do teor em fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado com recurso ao método Folin-Ciocalteu e os
resultados obtidos expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de peso
fresco de macd. Os resultados referentes a composicdo em compostos fendlicos totais das
amostras em estudo encontram-se na Figura 3.1. As trés variedades de macas apresentaram
entre si diferencas significativas no teor em fendis totais sendo a variedade Jonagold a que
apresenta o teor mais elevado e a variedade Royal Gala o teor mais baixo. Estes valores
podem resultar de diferencas genéticas entre as variedades, das diferentes condi¢cbes de solo
e clima ou das praticas agricolas (densidade de plantacao, fertilizacdo, irrigacéo e tratamentos
antipragas) utilizadas na sua producdo. Com efeito, € sabido que todos estes fatores podem
influenciar o teor em fendis totais dos frutos (Azuantegui, 2009). O resultado obtido com os
brancos das digestdes mostraram a existéncia, nas solucGes enzimaticas utilizadas, de
compostos capazes de reduzir o reagente de Folin, no entanto os resultados foram muito
baixos quando comparado com o das amostras e, deste modo, pode considerar-se esta

interferéncia negligenciavel.
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Figura 3.1 — Teor em compostos fendlicos totais das amostras em estudo.

A observacao da figura 3.1 permite verificar a existéncia de um decréscimo do teor em
compostos fendlicos totais apds a simulacdo da digestdo, tanto géstrica como gastrointestinal,

apresentando as amostras digeridas teores de fendis totais significativamente inferiores aos
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dos extratos em acetona. Esta observacdo aponta no sentido de durante a digestdo das macéas
ndo se conseguir obter uma libertacdo completa dos compostos fendlicos presentes nos frutos
ou de uma parte destes compostos ser degradada nas condi¢des digestivas. Os resultados
mostram ainda que a maioria dos compostos fendlicos é solubilizada durante a digestao
gastrica, ocorrendo no entanto um aumento gradual e significativo para as variedades Golden e
Royal Gala, do teor em compostos fendlicos da digestdo gastrica para a digestédo
gastrointestinal. Este aumento pode estar relacionado com o aumento do tempo de extracdo
e/ou com a atividade das enzimas pancreaticas. Resultados semelhantes foram obtidos por
outros autores com diversas variedades de magcas cultivadas no Luxemburgo (Bouayed et al.,
2011). De acordo com os resultados obtidos, apés a digestdo gastrointestinal cerca de 65%
dos polifendis presentes nas macéds ficam disponiveis para poderem ser posteriormente
absorvidos. O efeito da digestdo gastrointestinal foi semelhante nas trés variedades de macas

em estudo.

3.2. Determinacdo do teor em flavonodides totais

O teor em flavonoides totais das amostras em estudo encontram-se na Figura 3.2. Os
brancos de ambas as digestdes ndo interferiam no ensaio. As trés variedades de macas
apresentaram entre si diferencas significativas no teor em flavondides totais sendo a variedade

Jonagold a que apresenta o teor mais elevado e a variedade Royal Gala o teor mais baixo.

A observacédo da figura 3.2 permite verificar a existéncia de um decréscimo do teor em
flavonoides totais apés a simulacdo da digestdo, tanto gastrica como gastrointestinal,
apresentando as amostras digeridas teores de flavondides totais significativamente inferiores
aos dos extratos em acetona. Tal como ja referido no caso dos fendis totais, também neste
caso, os resultados apontam no sentido de durante a digestdo das macés ndo se conseguir
obter uma libertacdo completa dos flavonéides presentes nos frutos ou de uma parte destes

compostos ser degradada nas condic¢des digestivas.

Também em concordancia com o observado para os fendis totais, mais uma vez os
resultados mostram que a maioria dos compostos fendlicos é solubilizada durante a digestdo
gastrica, ocorrendo no entanto um aumento gradual e significativo do teor em flavonéides da
digestdo gastrica para a digestdo gastrointestinal. De acordo com os resultados obtidos,
durante a digestdo gastrica sdo solubilizados cerca de 30% dos flavondides presentes nas
macas, passando este valor para cerca de 45% para as variedades Jonagold e Golden e cerca
de 60% para a variedade Royal Gala apds a digestdo gastrointestinal. Desta forma, os
resultados sugerem, que os flavondides presentes na variedade Royal Gala sejam mais

facilmente extraidos ou sejam mais estaveis nas condi¢fes da digestao gastrointestinal.
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Figura 3.2 - Teor em flavondides totais das amostras em estudo.

3.3. Determinacgéo da Capacidade Antioxidante

E notério o crescimento de pesquisas cientificas relacionadas com os antioxidantes,
assim como o nimero de métodos desenvolvidos que permitem medir a sua atividade. E
sabido que existem diversas formas de antioxidantes nos sistemas bioldgicos, que podem atuar
por diferentes mecanismos consoante o sistema de reacdo. Devido a estes fatores, nenhum

ensaio podera detectar simultaneamente todos os antioxidantes de um sistema complexo.

A capacidade antioxidante das macds antes e apds simulacdo da digestdo
gastrointestinal foi avaliada recorrendo a dois ensaios de determinac¢éo da capacidade redutora
(ensaios CUPRAC e FRAP), capacidade de sequestro do radical DPPH" e capacidade de
sequestro de duas das principais ROS que podem formar-se in vivo: os radicais anido

superdéxido e hidroxilo.

3.3.1. Avaliac&o da reducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

Verificou-se que o0s brancos tanto da digestdo géstrica como da digestédo
gastrointestinal ndo interferiram no ensaio, ou seja, as vérias enzimas e sais biliares ndo
possuem, nas concentracdes adicionadas, compostos positivamente interferentes com o

método em questéo.
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A andlise da capacidade antioxidante das distintas variedades de maca pelo ensaio
CUPRAC (Figura 3.3) permitiu verificar a existéncia de diferencas significativas entre os
tratamentos, tanto antes como depois das digestbes simuladas, tendo as macas da variedade
Jonagold apresentado uma atividade antioxidante mais elevada comparativamente as duas
outras variedades estudadas (Royal Gala e Golden). Este resultado estd em concordancia com
os resultados obtidos nos ensaios anteriores e sugere o envolvimento dos fendis, e, em

particular, dos flavondides na atividade antioxidante detetada pelo ensaio CUPRAC

A andlise da figura 3.3 permite verificar que nem todos os compostos responsaveis
pela atividade antioxidante das macas, detetada pelo ensaio CUPRAC, ficaram bioacessiveis
ap6s a simulacao da digestdo. Com efeito, todas as variedades em estudo apresentaram
valores mais elevados de CUPRAC nos extratos em acetona. Os compostos responsaveis pela
atividade CUPRAC que ficaram bioacessiveis apos a digestédo in vitro das macéds Golden e
Jonagold foram maioritariamente extraidos durante a fase de digestdo gastrica, uma vez que
ndo se verificam diferencas significativas entre os valores de CUPRAC apés as digestdes
gastrica e gastrointestinal. J& no caso das macgds Royal Gala verificou-se um aumento
significativo do valor de CUPRAC apos a fase intestinal o que sugere que esta Ultima etapa da
digestdo in vitro contribua para uma melhor solubilizagdo dos compostos antioxidantes

presentes na matriz destas magcas.
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Figura 3.3 - Capacidade antioxidante das variedades de maca determinada pelo ensaio CUPRAC.

3.3.2. Avaliacdo da atividade de reducgéo Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

O método de capacidade antioxidante FRAP é baseado na capacidade que em meio
acido os antioxidantes tém para reduzirem o ferro, especificamente o ferro do complexo Fe(lll)-

tripiriditriazina, para o estado ferroso, o que provoca uma alteracdo da cor do meio para azul
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(Bergamaschi, 2010). O fato deste ensaio se realizar a pH acido pode indicar que é o melhor
ensaio para testar a atividade antioxidante dos extratos géstricos (Bouayed et al., 2011).

Os resultados do ensaio FRAP para as variedades de macad e para os distintos
tratamentos, estdo apresentados na Figura 3.4. Os brancos de ambas as digestées néo
interferiam no ensaio. Os valores mais elevados foram encontrados nos extratos em acetona,
onde variedade Jonagold mais uma vez se destacou, provavelmente pela sua diferenciada
concentracao de polifendis. Assim, tal como verificado para o ensaio CUPRAC, também neste
ensaio se observou que os extratos em acetona das macgds com maior teor de fendis e
flavondides totais foram as que apresentaram maiores valores de FRAP, indicando que estes
compostos possam contribuir significativamente para a atividade antioxidante detectada por

este ensaio.

Os tratamentos digestivos gastrico e gastrointestinal, apresentam, para as trés
variedades, uma redugdo da atividade antioxidante em relagdo aos extratos em acetona. Entre
os tratamentos de digestdo, os valores menores foram apresentados nas amostras
correspondentes a simulagdo da digestdo gastrointestinal, mostrando que a biodisponibilidade
dos antioxidantes envolvidos na atividade FRAP diminui no final da digestdo. Idénticos
resultados foram obtidos por outros autores com magcas cultivadas no Luxemburgo (Bouayed et
al., 2011). A comparacao do teor em fendéis e em flavonoides obtidos com a atividade FRAP
dos extratos apds a simulacdo da digestdo gastrointestinal, sugere uma de duas coisas. Assim,
os resultados sugerem ou o envolvimento de outros compostos que néo os fendis na atividade
antioxidante das macas, ou que durante a fase intestinal ocorra uma alteracdo estrutural dos

fendis que diminua a sua capacidade de reduzir o Fe(lll).
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Figura 3.4 - Capacidade antioxidante das variedades de maca determinada pelo ensaio FRAP.
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3.3.3. Capacidade de Sequestro do Radical DPPH-

A capacidade de sequestrar o radical DPPH’ das amostras de macids em estudo,
encontra-se na figura 3.5. Os brancos de ambas as digestées ndo demonstraram nenhuma
capacidade para sequestrar o radical DPPH’. A capacidade de sequestro do radical DPPH’ foi
superior nas amostras com mais elevado teor em compostos fendlicos (figuras 3.1 e 3.2), 0 que
realca a contribuicdo destes compostos para as propriedades antioxidante das macas. Apos a
simulacdo das digestbes gastrica e gastrointestinal foi possivel verificar uma reducgédo
significativa da atividade antioxidante de todas as variedades de macas em estudo. Com efeito,
0s extratos em acetona apresentaram sempre uma atividade muito superior mostrando que 0s
compostos antioxidante detetados neste ensaio se perdem ou se alteram durante a simulagéo
da digestdo. Os resultados obtidos mostram que a simulacdo da digestdo exerceu um efeito
diferente sobre as véarias amostras em estudo. Assim, 0s compostos responsaveis pela
atividade de sequestro do radical DPPH’ das magas Golden foram todos extraidos durante a
fase de digestdo gastrica, uma vez que ndo se verificam diferencas significativas entre estes
dois valores. Ja no caso das magcéds Jonagold se verificou uma ligeira mas significativa
diminuicdo desta atividade de sequestro entre as digestdes gastrica e gastrointestinal,
sugerindo que alguns dos compostos responsaveis por esta atividade se alterem e percam a
sua atividade no decurso da digestdo intestinal. Em relacdo as macas Royal Gala verificou-se
exatamente o contrario, parecendo que a digestdo intestinal contribua para uma melhor

solubilizac@o dos compostos antioxidantes presentes na matriz da fruta.
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Figura 3.5 - Capacidade antioxidante das variedades de maca determinada pelo sequestro do radical
DPPHe.
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3.3.4. Capacidade de Sequestro do Radical Hidroxilo

O radical hidroxilo é um das espécies reativas de oxigénio mais deletérias, com um
tempo de meia-vida muito reduzido (cerca de 107 segundos nas células), este radical possui
uma elevada reatividade (Filgueiras et al., 2009; Alves et al., 2010), reagindo com proteinas,
ADN, &cidos gordos poliinsaturados das membranas e quase todas as moléculas biolégicas,
para formar espécies radicalares menos reativas (Filgueiras et al., 2009). A determinacdo da
capacidade das amostras em estudo para sequestrar o HO' constitui um ensaio com relevancia

fisiolégica devido a possivel formacdo deste radical em organismos aerdbios (incluindo

humanos).

Neste ensaio apenas foi possivel considerar os resultados obtidos com as amostras
apo6s simulacao da digestdo gastrica uma vez que, quer a acetona quer o branco da digestédo
gastrointestinal interferiram com o ensaio. No caso da acetona esta levava a uma inibicdo de
100%, no caso do branco da digestdo gastrointestinal o valor rondava os 50% de inibic&o.
Contudo, neste (ltimo caso, optou-se por ndo descontar o valor do branco as amostras uma
vez que nado é sabido até que ponto a presenca das amostras altera a acdo dos componentes

do branco e vice-versa.

Os resultados da capacidade de sequestro do radical hidroxilo para as trés variedades
de macad apés simulacdo da digestdo gastrica, expressos em termos de percentagem de
inibicdo por mg de peso fresco de maca, encontram-se na Figura 3.6. Foi possivel verificar em
todas as amostras a ocorréncia de sequestro do radical hidroxilo, com consequente diminuicdo
da formacdo do composto cromogénico MDA-TBA, e correspondente diminuicdo da
intensidade da coloracdo résea no final do ensaio. As variedades apresentaram capacidades
de sequestro significativamente diferentes entre si, tendo a variedade Royal Gala sido aquela
gue mais se destacou seguida da Jonagold e, por fim, da Golden. Estes resultados sugerem,
que para além dos compostos fendlicos, outros compostos possam estar envolvidos nesta

atividade.
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Figura 3.6
- Capacidade antioxidante das variedades de macéa determinada pelo sequestro do radical hidroxilo.
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3.3.5. Capacidade de Sequestro do Radical Aniao Superéxido

A capacidade de sequestro do radical anido superoxido € igualmente um ensaio com
elevada relevancia biolégica dada a possibilidade de formacgdo in vivo deste radical. Os
brancos de ambas as digestBes nao interferiram no ensaio, isto €, ndo demonstraram nenhuma

capacidade para sequestrar o radical anido superoxido.

A andlise dos dados obtidos (Figura 3.7) possibilitou concluir que todas as macas em
estudo apresentaram capacidade de sequestro do radical em questdo. Os resultados
mostraram ainda que a simulagédo da digestéo intestinal levou a uma perda significativa dos
compostos responsaveis por esta atividade uma vez que se verificou uma diminuicdo
acentuada da percentagem de sequestro entre a simulacdo da fase gastrica e intestinal da
digestao. Diversos fatores podem levar aos resultados obtidos apés a digestdo gastrointestinal.
Segundo Bouayed et al. (2011), condi¢des tais como o pH ou a interagdo dos compostos
fendlicos com outros componentes alimentares libertados durante a digestdo, como, por
exemplo, os minerais, a fibra dietética ou as proteinas, podem influenciar a solubilidade e

disponibilidade dos polifendis.

Foi igualmente possivel observar que a simulacdo da digestdo gastrica foi bastante
eficiente na solubilizacdo dos compostos antioxidantes presentes nos frutos. Com efeito estes
extratos apresentaram uma capacidade de sequestro do radical anido superdxido igual, no
caso da variedade Royal Gala, ou superior, ho caso das variedades Jonagold e Golden, a
apresentada pelos extratos em acetona. Outros trabalhos mostram que, em alguns casos, a
extracdo com solventes orgénicos pode ndo conseguir solubilizar todos os compostos
presentes nas matrizes alimentares o que pode levar a sub-estimacédo de algumas atividades
antioxidantes (Bhatt e Patel, 2013).
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Figura 3.7 - Capacidade antioxidante das variedades de maca determinada pelo sequestro do radical

anido superoxido.
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4. Concluséo

Muitos dos estudos realizados para demonstrar a existéncia de propriedades bioativas
nos alimentos resultam da aplicacdo de ensaio in vitro. Contudo, a extrapolacdo desses
resultados para a situagdo in vivo ndo pode ser imediata. Com efeito, o fato de um composto
apresentar uma determinada atividade in vitro ndo é condi¢cao necessaria e suficiente para que
a mantenha nas condic¢®es fisiolégicas. Para que isso aconteca é necessario que ele resista ao
processo de digestdo gastrointestinal, que seja absorvido pelas células do intestino e que nao
seja rapidamente inativado nem pelas bactérias da flora intestinal, nem pelas enzimas de

biotransformac&o humanas.

Os produtos bioativos obtidos pela dieta sofrem diferentes processos de absorcdo e
metabolizacdo e, por isso, uma extrapolacdo dos efeitos que demonstram em ensaios in vitro
para a salde humana deve ser efetuada com cautela, pois os compostos bioativos, e, em
particular, os polifendis, tém biodisponibilidade limitada e podem ser extensamente
metabolizados. De fato, o conhecimento da biodisponibilidade e da biotransformacdo dos
polifendis constituem fatores chave para poder especular sobre a maior protecdo contra o
stress oxidativo que os antioxidantes presentes nos alimentos possam conferir. De acordo com
alguns autores citado por Rasteiro (2012), apesar de poderem ser extensamente
metabolizados e de apresentarem uma limitada disponibilidade, estudos efetuados em
humanos sugerem que, apés a ingestdo de alimentos contendo polifendis, é possivel atingir no
plasma concentracdes semelhantes aguelas em que estes exercem os seus efeitos protetores
nos ensaios in vitro. Outro ponto importante para a manutencdo in vivo das atividades
detetadas in vitro reside na metabolizacdo pela flora intestinal. Esta metabolizacdo tem sido
pouco estudada mas pode ter um efeito preponderante nas atividades bioldgicas dos polifendis,
uma vez que se estes nao forem absorvidos no trato gastrointestinal, podem ser metabolizados
por estas bactérias, originando metabolitos passiveis de ser absorvidos no epitélio do célon e,

desta forma, chegar a corrente sanguinea (Williamson e Manach, 2005).

O objetivo deste trabalho residiu no estudo do efeito da simulacdo da digestédo
gastrointestinal nas propriedades antioxidantes de trés diferentes variedades de maca
produzidas em Portugal. A maca foi o fruto escolhido pelo facto de ser um dos mais produzidos
em Portugal e de ser um fruto que apresenta elevado teor em compostos fenélicos bioativos,
cujo impacte positivo na salde de quem os consome, se encontra documentado em diversos

ensaios in vivo e in vitro.

Uma vez que ndo existe um método universal para a determinacdo da atividade
antioxidante das amostras, por esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos,
aplicaram-se diferentes ensaios, nomeadamente, ensaios de avaliagdo da capacidade redutora

(FRAP, CUPRAC e DPPH) e capacidade de sequestro de espécies reativas de oxigénio que
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podem formar-se in vivo (radical hidroxilo e radical anido superéxido). A analise da capacidade
antioxidante recorrendo a diferentes metodologias é importante como uma forma de melhor se
avaliar esta propriedade, j4 que nao € possivel afirmar que uma metodologia seja melhor que

outra, uma vez que todas possuem vantagens e limitacoes.

Os resultados obtidos mostraram que a simulacdo da digestdo gastrointestinal usando
o fruto maga@ como matriz alimentar, levaram, de um modo geral, a uma atividade antioxidante
estatisticamente menor do que a obtida por extragdo com acetona. Este resultado demonstra
gque a preparacdo de extratos em solventes organicos para avaliar o potencial bioativo dos
alimentos pode levar a sobrestimacdo desse potencial, uma vez que a quantidade de
compostos bioativos que ficam biodisponiveis apés a digestdo pode ser menor do que a

guantidade que é solubilizada pelos solventes orgéanicos.

Os resultados mostraram igualmente que durante a fase gastrica da digestédo ocorre a
solubilizacdo da maioria dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante das macas.
As amostras ndo se comportaram da mesma forma para todas as metodologias, € ndo houve
uma ordem de atividade antioxidante definida para todas. Assim, enquanto que nos ensaios
CUPRAC e no doseamento em flavondides e fendis totais se verificou um ligeiro aumento entre
a digestdo gastrica e a gastrointestinal, nos restantes ensaios verificou-se o contrério,
sugerindo uma menor estabilidade dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante
nas condi¢cdes intestinais. A atividade antioxidante detetada, quer na fase géstrica, quer na fase
intestinal, sugere que as macgéas possam desempenhar um papel importante na desactivacédo

de espécies reactivas de oxigénio que se formem nessas zonas do aparelho digestivo.

Em termos futuros seria de grande interesse fazer a determinacgéo, por HPLC, do peffil
em compostos fendlicos das variedades estudadas de modo a tentar estabelecer relaces
entre as atividades biolégicas e a presenca ou auséncia de compostos especificos, tentando
identificar os principais compostos bioativos presentes nas diferentes variedades e estudando
de forma individual o modo como sédo afetados pela simulacdo da digestdo. Seria também de
todo o interesse avaliar a forma como esta simulacéo pode afetar outras atividades biolégicas,
tais como, por exemplo, a atividade antimutagénica contra mutagéneos diretos e pré-

mutagéneos, atividade antiinflamatéria ou atividade antibacteriana.

O estudo da biodisponibilidade dos componentes bioativos das diferentes variedades
de maca estudadas apds o processo de digestdo gastrointestinal, constitui um importante
passo para a extrapolagcdo dos efeitos benéficos observados in vitro para a situagdo in vivo.
Contudo, para poder constituir uma melhor aproximacdo este estudo deveria ser
complementado com estudos de bioassimilacdo, utilizando a linha celular de enterdcitos
humanos Caco-2. Esta linha celular expressa os transportadores normalmente presentes nos

enterdcitos e constitui um bom sistema celular para realizar estudos de absor¢&o intestinal.
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