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Resumo

Diversos trabalhos tém vindo a demonstrar, através de ensaios in vitro, que as infusdes de
plantas medicinais possuem elevado potencial antioxidante. Contudo, para que esse potencial se
mantenha nas condicdes fisioldgicas é necessario, entre outras condigdes, que 0S compostos por
ele responsaveis resistam a digestdo gastrointestinal. Este trabalho teve por objectivo a
determinacdo da capacidade antioxidante e a quantificagdo dos compostos fendlicos de duas
infusBes de consumo corrente em Portugal, flor de camomila (Matricaria chamomilla L.) e flor de
laranjeira-azeda (Citrus aurantium), antes e apés serem submetidas a uma simulacao in vitro da
digestdo gastrointestinal. Para todas as amostras foi avaliado o poder de quelacédo férrica, a
capacidade redutora do cobre (pelo ensaio CUPRAC), a capacidade de sequestro dos radicais

anido superoxido e hidroxilo e a quantificagdo em compostos fendlicos e flavondides totais.

No caso da infusdo de laranjeira, a simulacéo in vitro da digestdo n&o alterou o teor em
compostos fendlicos, levou a uma redugéo de cerca de 17% do teor em flavondides e de 8% do
valor de CUPRAC, nédo tendo qualquer efeito sobre o sequestro do radical anido superoxido. No
caso da infusdo de camomila, a simulagéo da digestdo levou a reducdo em cerca de 83% do valor
de flavonoides e de 28% do sequestro do radical anido superoxido. Nos ensaios de sequestro do
radical hidroxilo e de quelacédo de Fe (Il) ndo foi possivel tirar conclusdes devido a interferéncia

das enzimas digestivas com as técnicas analiticas.

Os resultados obtidos permitem concluir que, apesar das diferencas observadas antes e
apos a simulacdo da digestdo gastrointestinal, a maioria dos compostos responsaveis pelo
potencial antioxidante das infusGes de flor de camomila e laranjeira ndo perde a sua actividade
durante o processo digestivo, uma vez que ambas as infusdes possuem capacidade antioxidante
apos terem sofrido digestéo gastrointestinal in vitro.

Palavras-Chave: Infusdes medicinais, flor de camomila, flor de laranjeira-azeda, digestédo

gastrointestinal in vitro, capacidade antioxidante, compostos fendlicos.



Abstract

Several studies have come to demonstrate, through in vitro assays, that herbal infusions
have high antioxidant potential. However, in order for this potential to remain in physiological
conditions it is necessary, among other conditions, that the compounds responsible resist
gastrointestinal digestion. The aim of this work was the determination of the antioxidant capacity
and quantification of phenolic compounds of two infusions with common consumption in Portugal,
chamomile flower (Matricaria chamomilla L.) and sour-orange blossom (Citrus aurantium), before
and after being submited to a simulated gastrointestinal in vitro digestion. All samples were rated in
terms of iron chelating power, cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC assay), ability to
scavenge hydroxyl and superoxide anion radicals and quantification in total phenolic compounds

and flavonoids.

In the case of the orange blossom infusion, the in vitro digestion simulation did not alter the
phenolic compounds content, led to a 17% reduction in the flavonoid content and 8% in the
CUPRAC value, not having any effects on superoxide anion radical scavenge. In regard to the
chamomile infusion, the digestion simulation led to a reduction in 83% of the flavonoids value and
28% of the superoxide anion radical scavenge. For hydroxyl radical scavenge and Fe (ll) chelation
assays conclusions were unable to draw due to the interference of the digestive enzymes with the

analytical techniques.

The obtained results allow concluding that, despite the differences observed before and after
simulated gastrointestinal digestion, most compounds responsible for the antioxidant potential of
chamomile and orange blossom infusions do not lose their activity during the digestive process,
since both infusions have antioxidant capacity after undergoing in vitro digestion.

Keywords: Medicinal infusions, chamomile flower, sour orange blossom, gastrointestinal in

vitro digestion, antioxidant capacity, phenolic compounds.
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1. Stress Oxidativo e Antioxidantes

Nas ultimas décadas, o aparecimento de determinadas doencas degenerativas no Homem
tem sido bastante correlacionado com a presenca de espécies radicalares que, quando em
excesso, promovem reac¢des oxidativas nocivas ao organismo humano (Rizea et al., 2010). Desta
forma, para que o organismo funcione normalmente, torna-se essencial a existéncia de um
equilibrio entre a producao dessas mesmas espécies radicalares e a capacidade do organismo
para as eliminar, ou seja, a capacidade de defesa antioxidante. Se uma célula tender para a perda
desse equilibrio, no sentido da formacéo de radicais livres em excesso, 0 organismo entra em
stress oxidativo, o que pode levar a diversas consequéncias negativas para o funcionamento
celular e ao despertar de variadas patologias (Ferreira e Abreu, 2007; Magalhdes et al., 2008;
Dudonné et al., 2009). Cada vez mais, os estudos epidemiolégicos realgcam a extrema importancia
da alimentacdo no desenvolvimento de doencas cronicas silenciosas (como é o caso da
obesidade, doencas coronarias e cerebrovasculares, diversos tipos de cancro e diabetes),
responsaveis pelas causas mais comuns de incapacidade e morte prematura em paises
desenvolvidos (Rodrigues et al., 2008). Uma alimentacdo equilibrada e rica em alimentos com
guantidades significativas de compostos fendlicos, que tém vindo a ser descritos como compostos
com elevado potencial antioxidante, parece ser um factor capaz de ajudar a eliminar o excesso de
espécies radicalares oxidativas, induzindo, simultaneamente, a activacdo de enzimas enddgenas
com funcdo protectora, contribuindo assim para uma reducéo dos danos celulares oxidativos no

organismo (Petisca, 2008).

1.1 Radicais Livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem uma ou mais orbitais com electrdes
desemparelhados, possuindo assim uma forte capacidade para reagir com a maioria das espécies
guimicas, devido a afinidade electrénica adquirida. Estes radicais sdo constantemente produzidos
durante o funcionamento celular normal em organismos aerébios e, quando em baixas
concentracdes, sdo benéficos para as células, estando integrados em diversos processos
fisiolégicos de sinalizagdo e regulacéo. Sendo espécies instaveis que funcionam como dadores de
electrdes, os radicais livres podem também ser Uteis na intercep¢do de microrganismos invasores
do organismo (Petisca, 2008; Halliwell, 2011). As causas do stress oxidativo podem ser naturais
(por exercicio fisico extremo, existéncia de processos inflamatérios ou processos de
envelhecimento) ou ndo naturais (farmacos, contaminantes ambientais, xenobidticos alimentares,
radiacdo ionizante) (Ferreira e Abreu, 2007; Kosar et al., 2008) e a presenca de radicais em
excesso (por producdo excessiva ou deficiéncia nas defesas antioxidantes) pode originar lestes

em componentes celulares, conduzindo & inibicdo da sua funcdo normal por modificagdo e/ou
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inutilizacao. Desta forma, o stress oxidativo pode levar a oxidagdo dos lipidos, proteinas, aglcares
e &acidos desoxirribonucleico (ADN) e ribonucleico (ARN), podendo assim contribuir para o
desenvolvimento de inGmeras doencas (Figura 1.1) (Benavente-Garcia et al., 1997; Ferreira e
Abreu, 2007; Dudonné et al., 2009; Pereira et al., 2009; Halliwell, 2011), nomeadamente varios
tipos de cancro, diabetes, cirrose, anemia, doengas cardiovasculares, auto-imunes e desordens
neurodegenerativas cronicas, como as doencas de Parkinson e Alzheimer (Cervellati et al., 2002;
Ferreira e Abreu, 2007; Pereira et al., 2009). Mais ainda, a toxicidade resultante da exposi¢ao a
radiacdo ionizante ou a diversos xenobiéticos, como, por exemplo, variados contaminantes
ambienteis ou farmacos anti-neoplasicos, deriva, pelo menos em parte, de todos estes factores
poderem levar a um aumento do stress oxidativo (Cervellati et al., 2002).

Causas Consequéncias
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- Poluentes Ambientais + Cancro
(ex: tabaco) - Lipidos - Doengas
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» Farmacos Radicais
i 3 livres :> i :>
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neurologicas

- Radiago » Acidos nucleicos

N » Doencas
- Exercicio excessivo * Glicidos pulmonares
» Processos de » Diabetes
inflamac&o

+ Artrite reumatoide

» Envelhecimento

Figura 1.1 — Principais causas, alvos e consequéncias da ac¢éo dos radicais livres no organismo
humano (Ferreira e Abreu, 2007).

O oxigénio molecular (O,), apesar de extremamente importante para a manutencdo da vida
em organismos aerébios, pode vir a ser téxico em determinadas condi¢bes, sobretudo quando
leva a producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS), a classe mais importante de radicais
livres formados pelo organismo (Valentdo, 2002; Ferreira e Abreu, 2007; Petisca, 2008). A adicdo
de um electrdo a esta molécula provoca a formagéo do radical anido superéxido (O;"), uma ROS
primaria produzida ndo s6 por accdo de sistemas enzimaticos celulares como através do
metabolismo de farmacos e outros xenobiéticos (Valentdo, 2002; Ferreira e Abreu, 2007;
Magalhdes et al., 2008) sendo, no entanto, as mitocdndrias o principal local de formacao desta
ROS. Cerca de 90% do O, inalado é utilizado pelas mitocondrias no ciclo respiratério, sendo
reduzido a 4gua ao nivel da cadeia respiratéria através da via metabdlica de fosforilag&o oxidativa,
para producdo de trifosfato de adenosina (ATP). Contudo, aproximadamente 4% desse O,

mitocondrial nao é reduzido completamente e, devido a uma “fuga” de electrbes na cadeia
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respiratéria, é possivel formarem-se variadas ROS (Valentdo, 2002; Apak et al., 2007; Halliwell,
2011).

O radical anido superdxido (O,") podera interagir com outras moléculas existentes no meio
e formar ROS secundarias, como é o caso do peréxido de hidrogénio (H,O,) e do radical hidroxilo
(OH"), sendo este Ultimo muito reactivo com moléculas de ADN. O perdxido de hidrogénio pode
atravessar as membranas biolégicas e, embora possa causar danos de forma directa através da
sua capacidade oxidante, exerce-os principalmente de forma indirecta quando serve como fonte
de outras espécies reactivas de oxigénio ainda mais deletérias, como € o caso do radical hidroxilo.
Com efeito, o peroxido de hidrogénio, juntamente com o radical anido superéxido, podem gerar o
aparecimento do radical hidroxilo através das reaccdes de Fenton e de Haber-Weiss (Buonocore
et al., 2010):

Fe” + H,0, — Fe*" + OH® + OH™ (Reaccao de Fenton)

0,* + H,0, —» O, + OH® + OH™ (Reaccio de Haber-Weiss)

O oxigénio singleto constitui outra das importantes ROS e resulta da inversdo de spin de
um dos electrbes desemparelhados do oxigénio molecular, que pode ocorrer através de um input
de energia. Esta forma excitada do oxigénio molecular é altamente reactiva, podendo oxidar
directamente proteinas, lipidos ou 0 ADN (Buonocore et al., 2010).

As lesbes oxidativas no ADN podem causar modificacdo das bases, quebra de uma ou
ambas as cadeias, perda das bases com formag&o de locais apurinicos/apirimidinicos, danos na
desoxirribose, ligacdes cruzadas entre ADN e proteinas e ainda danos indirectos resultantes da
perda de actividade dos sistemas enziméticos de reparacdo do ADN (Kohen e Nyska, 2002).
Todas estas lesdes podem conduzir a eventuais danos permanentes no material genético,

originando situacdes de mutagénese, carcinogénese e envelhecimento celular.

Actuando sobre os lipidos de membrana, especialmente sensiveis a peroxidagéao lipidica por
radicais livres, as ROS promovem a formac¢do de outros tipos de espécies reactivas,
particularmente radicais peroxilo (ROO’) que, se ndo forem neutralizados pelas defesas
antioxidantes, irdo desencadear reac¢fes de propagacdo em cadeia (Apak et al., 2007; Ferreira e
Abreu, 2007; Magalh@es et al., 2008). Da peroxidacéo lipidica podem resultar danos nas
membranas bioldgicas que podem conduzir a lise celular, podendo ainda formar-se compostos
capazes de reagir e lesar diversas biomoléculas das células, incluindo o ADN, possuindo alguns
deles, como é o caso do malonildialdeido (MDA), actividade cancerigena em ratos e mutagénica
em células bacterianas e de mamiferos (Chung et al., 1996). Para além da lipoperoxidagéo de
acidos gordos poli-insaturados, as ROS podem modificar as lipoproteinas de baixa densidade e,

desta forma, contribuir para a patogénese da aterosclerose (Ryan e Aust, 1992).
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Da interacgdo entre as ROS e as proteinas podem resultar danos em residuos especificos
de aminodcidos, alteracfes da estrutura terciaria, degradacdo e fragmentacdo, o que pode
traduzir-se por perda da sua funcionalidade biologica e portanto em alteragfes da actividade
enzimatica celular (Kohen e Nyska, 2002).

Além de ROS, também se podem formar espécies reactivas de azoto (RNS), sendo o 6xido
nitrico (NO") o principal exemplo. Este radical é produzido naturalmente em tecidos biolégicos,
funcionando como uma abundante molécula de sinalizagdo em muitos processos fisioldgicos, mas
a sua sobre-expressédo pode conduzir a nitrosilagdo de proteinas com consequente inibicao da sua
funcdo (Ferreira e Abreu, 2007). Se os radicais O, e NO’ forem produzidos simultaneamente (o
gue pode acontecer, por exemplo, em células do sistema imunitario), poderdo reagir formando o
radical peroxinitrito (ONOO’), um agente oxidante extremamente potente que provoca

fragmentacdo do ADN e oxidac&o lipidica (Ratnam et al., 2006; Ferreira e Abreu, 2007).

1.2 Antioxidantes

A producdo inevitavel de radicais livres pelo organismo, com a consequente exposicao
celular aos mesmos, fez com que, adaptativamente, os organismos tenham vindo a desenvolver
mecanismos de defesa (intra e extracelulares), que lhes permitam salvaguardar o equilibrio de que
necessitam para o funcionamento celular normal, minimizando os efeitos deletérios causados
pelos agentes oxidantes (Valentdo, 2002; Ferreira e Abreu, 2007; Han et al., 2007). Em sistemas
biolégicos, uma substancia antioxidante tem portanto a capacidade de reduzir eficazmente um
composto pré-oxidante (que induz danos oxidativos em diferentes alvos bioldgicos), inibindo ou
retardando a oxidacdo, com formacdo de produtos mais estéveis e com um nivel de toxicidade
baixo ou nulo, mesmo quando presente numa peguena concentragdo comparativamente a do
substrato oxidavel (Valentdo, 2002; Bora et al., 2005; Apak et al., 2007; Magalhaes et al., 2008).

Os mecanismos de defesa celulares antioxidante enddgenos incluem sistemas de defesa
enziméaticos e ndo enzimaticos. A defesa antioxidante enzimatica é constituida por enzimas
capazes de bloguear o inicio da oxidacéo gracas a existéncia de metais com multiplas valéncias
no seu centro activo, que impedem que elas préprias se tornem espécies radicalares. Dentro das
enzimas antioxidantes encontram-se a superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem, entre outros, compostos como a
glutationa, o o-tocoferol (vitamina E), o acido ascoérbico (vitamina C), o &cido lipdico, os
carotendides e os compostos fendlicos. Estes compostos interagem com as espécies radicalares
sendo consumidos durante a reac¢do (Valentdo, 2002; Moreira e Mancini-Filho, 2004; Angelo e
Jorge, 2007; Ferreira e Abreu, 2007; Afonso, 2010). Todas estas defesas antioxidantes tém
capacidade para eliminar os radicais livres que se formam em excesso e diminuir as reac¢des
oxidativas perigosas e destrutivas, quando desencadeadas em ambiente celular (Rizea et al.,
2010).
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Os compostos antioxidantes neutralizam os radicais livres recorrendo a diversos
mecanismos (Prior et al., 2005; Magalh&es et al., 2008):

e Capacidade de sequestro de espécies reactivas através da transferéncia de um atomo de
hidrogénio (mecanismo HAT de hydrogen atom transfer);

o Actividade redutora (mecanismo SET de single electron transfer);

e Capacidade de quelagédo de metais, em especial 0 Fe®* e o0 Cu", evitando, deste modo, a

formacéo de radicais hidroxilo através das reaccdes de Fenton;

e Inducdo das enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase ou glutatido

peroxidase);
¢ Inibic&do de enzimas oxidativas (xantina oxidase, ciclooxigenases, citocromos P450).

O mecanismo dominante e a sua respectiva eficacia sdo determinados pela estrutura e
propriedades do antioxidante em questdo (Prior et al., 2005). Um grande nimero de antioxidantes
tem também a capacidade de inibir a formacéo ou a actividade de mutagéneos, visto que as ROS
(em especial o radical hidroxilo e o oxigénio singleto) e os processos de peroxidacao lipidica
representam dois factores significativos para a inducdo dos processos de mutagénese e

carcinogénese (Petisca, 2008).

Dados epidemioldégicos comprovam que o consumo de alimentos de origem vegetal esti
associado a uma menor incidéncia e mortalidade por doencas cronicas ndo transmissiveis (ja
referidas anteriormente), exactamente pela proteccdo que esses alimentos providenciam contra
tais doencas degenerativas (Anjo, 2004; Manach et al., 2005; Lima et al., 2007; Serrano et al.,
2007; Han et al., 2007; Petisca, 2008; Dudonné et al., 2009). Determinadas plantas tém uma
elevada concentracdo de compostos com capacidade antioxidante e, ao longo do tempo, tém
vindo a ser utilizadas na medicina tradicional para prevencdo ou tratamento de mudltiplas
patologias. Nos dias de hoje, estas plantas continuam a ter um crescente interesse na fitoterapia
preventiva e curativa (Serrano et al., 2007; Rizea et al., 2010).

As diferentes partes da maioria dos alimentos vegetais ingeridos diariamente numa dieta
equilibrada (sementes, cereais, legumes, frutos, folhas, raizes, especiarias e ervas), possui na sua
constituicdo diversas moléculas naturais bioactivas, com propriedades antioxidantes, que se
designam, genericamente, por compostos fitoquimicos, tendo ja sido evidenciado o seu potencial
na modificacdo favoravel do metabolismo humano, no que se refere a prevencdo de doencas
cronicas e degenerativas (Cervellati et al., 2002; Al-lsmail e Aburjai, 2004; Anjo, 2004,
Nichenametla et al., 2006; Ferreira e Abreu, 2007; Pereira et al., 2009; Srivastava e Gupta, 2009).
E também sugerido que estes compostos tenham efeitos aditivos e sinérgicos, originando assim
uma actividade antioxidante e anticancerigena muito mais consideravel do que se actuassem
isolados (Al-Ismail e Aburjai, 2004; Dinnella et al., 2007; Ferreira e Abreu, 2007; Pérez-Jiménez et
al., 2008; Pereira et al., 2009).
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Os compostos fitoquimicos auxiliam os mecanismos enddgenos de defesa, sendo a sua

ingestdo média numa dieta alimentar que inclua frutas, verduras, cha e vinho tinto, de cercade 1 a

1,5 g/dia. Foram ja identificadas diversas familias de fitoquimicos diferentes (Figura 1.2) (Ferreira

e Abreu, 2007), estando mais estudados os compostos fendlicos e os carotendides (Anjo, 2004;

Ferreira e Abreu, 2007). No entanto, existe ainda uma grande percentagem de compostos

desconhecida, sendo a sua rapida identificacdo da maior importancia, para que, caso sejam

benéficos ao organismo, possam passar a ser mais incluidos na dieta alimentar humana (Ferreira

e Abreu, 2007).
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Figura 1.2 — Principais classes de fitoquimicos naturais, indicando exemplos concretos nalguns dos
grupos estudados (Ferreira e Abreu, 2007).

1.2.1. Compostos Fendlicos

Dentro dos compostos fitoquimicos encontra-se a classe dos compostos fendlicos. Estes

incluem uma enorme variedade de metabolitos secundérios das plantas, encontrando-se em

frutas, cha verde e preto, café, chocolate, vegetais, legumes secos, azeite e cereais (Charlton et

al., 2002; Moreira e Mancini-Filho, 2004; Han et al.,

2007; Cilla et al.,

2011; Landete, 2012). Nas

plantas, estes compostos sdo essenciais para 0 seu crescimento, pigmentacdo e reproducéo,
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actuando igualmente como agentes antipatogénicos e de resposta a condi¢bes de stress como,
por exemplo, a existéncia de ferimentos ou a exposicdo intensa a radiacdo ultravioleta (Haslam,
1989; Angelo e Jorge, 2007; Stevenson e Hurst, 2007).

Em alimentos, dependendo do composto em causa, podem ser responsaveis pela
adstringéncia, amargura, cor, sabor, aroma e estabilidade oxidativa (Charlton et al., 2002;
Papadopoulou e Frazier, 2004; Angelo e Jorge, 2007; Landete, 2012). Alguns destes compostos,
guando ingeridos, produzem na boca uma sensacdo de constricdo, secura e aspereza (Haslam,
1989), devido a sua complexacdo com proteinas salivares, com consequente precipitacdo de
complexos insoluveis (Papadopoulou e Frazier, 2004), um mecanismo de defesa para tornar os
tecidos vegetais indesejaveis a potenciais predadores (Haslam, 1989). Na indUstria alimentar, sao
adicionados aos alimentos, principalmente para prolongar o tempo de prateleira de um produto
(Dudonné et al., 2009).

Com mais de 8000 variantes estruturais ja identificadas, os compostos fendélicos constituem
uma das familias de antioxidantes mais abundante na dieta alimentar humana (Cervellati et al.,
2002; Landete, 2012). A sua classificacdo em grupos é feita pelo nimero de anéis fendlicos que
possuem e pelo tipo de elementos estruturais que ligam esses mesmos anéis (Papadopoulou e
Frazier, 2004; Han et al., 2007; Stevenson e Hurst, 2007; Dudonné et al., 2009; Afonso, 2010).
Assim, de acordo com o seu esqueleto de atomos de carbono, os compostos fenélicos podem ser
classificados em diversas categorias que incluem os flavonéides, &cidos fendlicos, estilbenos,
cumarinas e taninos (Figura 1.2) (Ferreira e Abreu, 2007). Nao € possivel ter uma informacéo
precisa do intake dietético de compostos fendlicos, no entanto, algumas estimativas referem que o
grupo dos acidos fendlicos constitui cerca de 30% do intake total de compostos fendlicos,
enquanto os flavondides (principalmente flavandis e antocianidinas) sdo responsaveis por 60%
(Nichenametla et al., 2006; Han et al., 2007; Landete, 2012).

Os &cidos fendlicos sdo compostos que apresentam um anel benzénico, um grupo carboxilo
€ um ou mais grupos hidroxilo. Estes podem ser divididos em dois grupos: derivados do acido
hidroxibenzéico, que apresentam sete atomos de carbono (C6-Cl) e derivados do &cido
hidroxicinamico, que apresentam nove atomos de carbono (C6-C3) (Figura 1.3) (Angelo e Jorge,
2007; Apak et al., 2007).

De acordo com a sua estrutura, os flavonoéides podem ser divididos em sub-grupos que
incluem as flavonas, flavondis, flavanonas, flavanéis ou catequinas, antocianidinas e isoflavonas
(Figura 1.4) (Ferreira e Abreu, 2007). Apesar de serem agliconas, na Natureza, os flavondéides
encontram-se geralmente na forma glicosilada (Cervellati et al., 2002; Zhang et al., 2005; Landete,

2012), gracas a sua conjugacao com acgucares (Apak et al., 2007).
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Figura 1.3 — Estrutura geral dos acidos fendlicos: (A) Estrutura geral dos acidos hidroxibenzoéicos e (B)
Estrutura geral dos acidos hidroxicinamicos (Angelo e Jorge, 2007).
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Figura 1.4 — Estrutura bésica de alguns tipos de flavondides (adaptado de Martinez-Flérez et al., 2002).

Os compostos fendlicos tém vindo a ser classificados como potentes inibidores de danos
oxidativos. Esta sua accdo parece relacionar-se com a existéncia de um ou mais grupos
hidroxilicos ligados aos seus anéis aromaticos. Assim, 0s compostos com maior nimero de grupos
hidroxilo e de ligagbes duplas sdo, normalmente, aqueles que apresentam um potencial
antioxidante mais elevado (Salah et al., 1995). No entanto, essa mesma eficacia decresce com a
presenca dos aclUcares aos quais estdo ligados, visto que os glicésidos sdo muito menos
bioactivos, em comparacdo com as agliconas correspondentes (Landete, 2012). A actividade
antioxidante dos compostos fendlicos é maioritariamente manifestada pela eliminagdo da
actividade radicalar de espécies reactivas (como O,") ou de radicais promotores de peroxidacdo
lipidica (como ROO"), normalmente por mecanismos HAT ou SET ou pela prevencéo da producéo
de espécies reactivas catalisada por metais de transicdo (através das reaccdes de Fenton),

através da quelacéo de metais (Apak et al., 2007).
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Para além da sua actividade antioxidante, diversos trabalhos tém vindo a conferir aos
compostos fendlicos, entre outras propriedades, capacidades antiapoptosicas, antienvelhecimento,
anticarcinogénicas, anti-inflamatorias e inibitérias da proliferacéo celular, a maioria delas atribuidas
as suas capacidades redutoras intrinsecas, podendo também oferecer uma proteccao indirecta por
activacao de sistemas de defesa endogenos e por modelagéo de processos de sinalizacao celular
(Haslam, 1989; Moreira e Mancini-Filho, 2004; Nichenametla et al., 2006; Han et al., 2007;
Siracusa et al., 2011), sendo cada vez mais considerados como eficazes agentes de protec¢éo
(Manach et al., 2005). A corroborar as actividades biolégicas detectadas nos ensaios in vitro e in
vivo, diversos estudos epidemiolégicos evidenciam que um baixo consumo de alimentos ricos
nestes compostos aumenta para o dobro o risco de cancro, comparativamente a um intake
elevado, com maior significAncia em cancros do tracto gastrointestinal (Block et al., 1992), tendo
sido provada, igualmente por estudos epidemioldgicos, a existéncia de uma correlacdo positiva
entre a ingestdo de compostos fendlicos e uma melhoria da saide (Nichenametla et al., 2006).

Por outro lado, a contrastar com todos os efeitos benéficos, os compostos fendlicos podem
também promover reaccOes indesejadas, agindo como pré-oxidantes, ao estarem presentes em
doses muito elevadas ou na presenca de outras substancias, como, por exemplo, o 6xido nitrico.
Os compostos fendlicos podem reduzir o ferro (lll) a ferro (ll) e, assim, gerar radicais hidroxilo
através da reacdo de Fenton. Podem também ser reduzidos a quinonas e entrar em ciclos redox,
originando a producdo de ROS. Alguns compostos fendlicos podem ainda, no decurso da sua
regeneracdo, gerar radicais secundarios reactivos capazes de oxidar proteinas e lipidos. Radicais
hidroxilo derivados de flavondides mostraram poder iniciar a peroxidacdo de lipidos das
membranas celulares e causar danos ao nivel do ADN (Ferguson, 2001; Moreira e Mancini-Filho,
2004). Adicionalmente, os compostos fendlicos tém sido considerados "antinutrientes”, pela sua
capacidade de reduzir a absorcéo de diversos minerais, bem como a digestibilidade das proteinas

provocando um aumento da excrec¢éo fecal de azoto (Ferguson, 2001).

1.2.2. Biodisponibilidade dos Compostos Fendlicos

Sendo constituintes muito comuns na dieta alimentar e mesmo que o intake diario de
compostos fendlicos seja bastante consideravel, para que se atinjam efeitos benéficos na salde é
essencial que estes compostos bioactivos estejam biodisponiveis de alguma forma, sendo
efectivamente absorvidos do tracto gastrointestinal para a circulagéo sanguinea e distribuidos pela
mesma as localiza¢des apropriadas dentro do organismo (Landete, 2012; Liang et al., 2012).

Compostos biodisponiveis sdo aqueles que entram na corrente sanguinea apés separagao
da sua matriz no tracto gastrointestinal e atingem o seu local de ac¢éo bioldgica, tendo em conta
toda a sequéncia de eventos que ocorrem durante a transformacéo digestiva dos alimentos,
incluindo a sua disponibilidade para absorcdo intestinal e a sua degradagdo metabdlica. Assim,
ndo é uma caracteristica exclusiva do alimento e pode ser afectada por diversos factores,

10
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nomeadamente variagdes na actividade enzimética, pH do meio, motilidade intestinal, solubilidade,
permeabilidade, biotransformacéo, entre outros (Ratnam et al., 2006; Giori, 2010).

E aceite que a biodisponibilidade dos compostos fendlicos é bastante baixa (Serrano et al.,
2007; Landete, 2012), ainda mais quando se trata de compostos com grande peso molecular,
estando descrito que o conteldo alimentar em compostos fendlicos complexos € bastante mais
elevado do que o conteddo em compostos fendlicos simples. Embora a concentracdo maxima no
plasma humano raramente exceda 1 mM apés o consumo de 10-100 mg de um Unico composto
fendlico, a verdade é que a maioria das classes fendlicas séo suficientemente absorvidas para que
Ihes seja permitido exercer efeitos bioldgicos, sendo a concentracdo total no plasma demonstrativa
de que os mesmos atravessam efectivamente a barreira intestinal e chegam a corrente sanguinea.
Essa absorcao é determinada primariamente pela sua estrutura quimica, que depende de factores
como a glicosilacdo, acilagdo, estrutura basica, conjugacdo com outros compostos fendlicos,
tamanho molecular, grau de polimerizacéo e solubilidade. De facto, os glicosidos sdo pobremente
absorvidos no intestino delgado, comparativamente a absorcdo das respectivas agliconas
(Landete, 2012).

Os compostos fenodlicos nativos podem ser absorvidos no tracto gastrointestinal anterior por
diversos mecanismos, ainda ndo totalmente caracterizados. Cerca de 5 a 10% sao absorvidos por
interaccdo com transportadores de acguUcares (como é o caso de alguns glicosidos) e difusdo
passiva (no caso das agliconas mais hidrofébicas) (Stevenson e Hurst, 2007). A restante
percentagem de compostos, ndo absorvidos, atinge o coélon, onde sofre accdo enzimética prépria
da microflora existente, sendo extensivamente metabolizados numa grande variedade
biodisponivel de metabolitos secundéarios de baixo peso molecular com interesse biol6gico, a
maioria por remocdo dos grupos —OH, estes mais faceis de absorver. As transformacdes sofridas
no célon sdo geralmente essenciais para a absorcdo e sdo provavelmente as moduladoras da
actividade biologica destes compostos (Landete, 2012). Esta metabolizacdo pela flora intestinal
tem sido pouco estudada mas pode ter um efeito preponderante nas actividades biolégicas destes
compostos, uma vez que 0s metabolitos que origina podem ser passiveis de ser absorvidos no
epitélio do célon e, desta forma, chegar a corrente sanguinea. Por exemplo, as proantocianidinas
tém demonstrado alguns efeitos em ensaios epidemiol6gicos embora se saiba que a sua absorgéo
intestinal € muito reduzida. Desta forma, é possivel que os efeitos biolégicos associados a estes
compostos resultem de algum metabolito formado no decurso da sua metabolizacdo pelas
bactérias da flora intestinal (Manach et al., 2005).

Mesmo sendo absorvidos, os compostos fendlicos podem ainda ser alterados por ac¢éo das
enzimas de biotransformacao, podendo, nesse processo, ver alterada a sua actividade bioldgica.
Assim, estes compostos podem ser hidroxilados pelos citocromos P450 ou conjugados com
grupos glucoronido, sulfato ou metilo (Han et al., 2007; Serrano et al., 2007; Stevenson e Hurst,
2007; Landete, 2012).
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Evidenciando uma diversidade estrutural consideravel, o que tem influéncia na sua
biodisponibilidade, nem sempre o0s compostos mais abundantes sdo 0s que atingem
concentragbes mais elevadas nos tecidos-alvo, existindo uma alargada variabilidade na
biodisponibilidade dos diferentes compostos fendlicos. As isoflavonas e os acidos fendlicos séo os
mais bem absorvidos, seguidos pelas catequinas e flavanonas, sendo os menos absorvidos os de
maior peso molecular (Manach et al., 2005; Han et al., 2007). Os metabolitos presentes no
sangue, resultantes da actividade digestiva e hepatica, usualmente diferem dos compostos
fendlicos nativos constituintes dos alimentos ingeridos (Manach et al., 2005). No caso dos
flavondides em geral, 0 mais comum é serem absorvidos na forma de agliconas apés terem
sofrido hidrolise no tracto digestivo (substituindo o grupo glicosil de um glicoésido por um grupo —
OH), sendo potencialmente mais bioactivos que os compostos que lhes deram origem (Humadi e
Istudor, 2008; Landete, 2012).

Mesmo nao sendo absorvidos pelo epitélio intestinal, os polifendis dietéticos podem exercer
as suas funcBes benéficas no préprio intestino, desactivando espécies oxidativas que se
encontrem ou se formem ao longo do tubo digestivo, impedindo, desta forma, que elas possam vir
a exercer os seus efeitos deletérios (Han et al., 2007; Serrano et al., 2007). No entanto, quer para
exercerem o0s seus efeitos no limen intestinal, quer de forma sistémica, ap6s absorcdo, os
compostos fendlicos precisam de manter a sua actividade biolégica no decurso da digestédo
gastrointestinal. Com efeito, estes sdo ingeridos como constituintes de uma matriz alimentar que
ira passar por um processo de digestdo que pode afectar a sua estrutura e, consequentemente, 0s
seus possiveis efeitos benéficos nas células e tecidos-alvo (Bermudez-Soto et al., 2007).

1.3 Enzimas e Sistema Digestivo Humano

No processo da digestdo extracelular, ao longo do tracto gastrointestinal, a parte organica
dos alimentos ingeridos fica exposta a diversos tratamentos fisicos e quimicos, a diferentes
regides &cidas e alcalinas e a sucos digestivos adicionados durante fases apropriadas a medida
gue o alimento passa através do tubo digestivo, sendo reduzidos em unidades mais elementares,
para que possa ocorrer a absorcdo dos macro e micronutrientes de que o0 organismo necessita
para funcionar em pleno (Hickman et al., 2006).

Elementos de importancia preponderante no processo digestivo sdo as enzimas digestivas.
Estas sdo classificadas como enzimas hidroliticas (hidrolases), pois dividem as macromoléculas
constituintes dos alimentos ingeridos por um processo de hidrélise (quebra da ligagdo quimica por
adicdo de uma molécula de dgua). Na maioria dos casos, os produtos da reaccdo, por sua vez,
terdo de ser submetidos a sucessivas divisdes para que as moléculas originais sejam totalmente
decompostas em subunidades mais simples (em tamanho e complexidade), tornando-se mais
sollveis e facilmente absorvidas pela mucosa intestinal (Hickman et al., 2006; Giori, 2010). A

Unica excepgdo acontece relativamente a alguns lipidos que, ao contrario das proteinas e dos
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glicidos, poderdo ser absorvidos sem sofrerem hidrélise completa, pois sdo passiveis de se
difundir através da membrana plasmatica das células do tracto digestivo. Dada a especificidade
enzimatica, existem enzimas proprias para a digestdo de cada classe de compostos orgéanicos,
estando as suas células secretoras localizadas em regides especificas do tubo digestivo,
constituindo assim uma cadeia enzimatica, onde uma enzima pode finalizar o que outra comecgou

a medida que os produtos se movem no tracto digestivo (Hickman et al., 2006).

1.3.1. Sistema Digestivo Humano (Digestéo in vivo)

O tubo digestivo humano é constituido por boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, célon — ascendente, transversal,
descendente e sigmoide — e recto) e anus (Figura 1.5), estando-lhe associados outros 6rgaos e
glandulas secretoras anexos que também participam na digestdo (Giori, 2010). Pode ser dividido
em cinco regides principais onde o alimento vai progredindo, permitindo que a digestdo se dé em
fases sequenciais (Hickman et al., 2006).

Boca

\Vacsris
Vesicula

Duodeno
ileo

/ J \ - |I
[ | - ks,/ \\ | Jejuno
| [ > : -\‘_l‘_ \ \

S = e —_\
Reto 7 1 Y \ \\'— Reto
|

Figura 1.5 — Sistema digestivo humano, incluindo o tracto gastrointestinal e alguns érgaos anexos
(Giori, 2010).

1.3.1.1. Regiéo de Recepcdo

Constituida pela cavidade bocal, pecas acessorias, faringe e glandulas salivares, prepara o

alimento para digestdo através da mastigacdo e ensalivacdo, facilitando a acc¢do enzimética
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subsequente. Por cada 20 gramas de alimento sélido as glandulas salivares secretam 10 mL de
saliva, uma secreg¢do quimica com pH 6,0-7,4, composta por &gua, muco e enzimas que, além de
lubrificar/facilitar a degluti¢éo (pela produgéo de mucina — composto orgénico altamente viscoso) e
possuir anticorpos para eliminar bactérias, inicia a digestdo quimica de glicidos através da amilase
salivar (a-amilase ou ptialina). Esta hidrolase inicia a digestdo do amido mas ndo a finaliza,
deixando os produtos maioritariamente na forma de maltose. A medida que o alimento se
transforma em bolo alimentar (alimento mastigado misturado com saliva) e vai sendo engolido
para o eséfago, a a-amilase continua a actuar, digerindo cerca de metade do amido antes de ser
inactivada pelo ambiente acidico estomacal, sendo o restante degradado no intestino (Hickman et
al., 2006; Giori, 2010; Lidon e Silvestre, 2010; Gido et al., 2012).

1.3.1.2. Regido de Transporte

Composta pelo es6fago, corresponde a regido de passagem do bolo alimentar em direccéo
a zona digestiva, através de movimentos peristalticos, cujo percurso demora cerca de 5 a 10
segundos (Hickman et al., 2006; Giori, 2010; Lidon e Silvestre, 2010).

1.3.1.3. Regido de Mistura e Digestao Inicial

Constituida pelo estbmago, um tubo muscular em forma de “U” com glandulas produtoras
de enzimas proteoliticas e de acidos fortes, providencia a digestado inicial, misturando o bolo
alimentar com os sucos digestivos produzidos pelo mesmo (Hickman et al., 2006).

A quimificagc8o (transformacdo do bolo alimentar em gquimo) inicia-se com o processo de
mistura do bolo alimentar com o suco gastrico, apds a sua entrada no estbmago (Adkin et al.,
1995), através de movimentos segmentares (constricdo alternada da musculatura lisa que
constantemente divide e espreme o contelddo estomacal) (Hickman et al., 2006). Apés isso dao-se
actos de contrac¢do e expansdo alternada do estdmago, até que todo o bolo alimentar esteja
convertido em quimo, podendo entdo ser transferido para o intestino, recorrendo a movimentos
peristalticos (ac¢do muscular que movimenta o alimento ao longo do tubo com ondas de
contrac¢do da musculatura circular atrds e de relaxamento a frente), numa taxa de cerca de 3 por
minuto (Hickman et al., 2006). O suco gastrico, secretado num volume de aproximadamente 2-3
L/dia, tem uma producéo intermitente, que aumenta aquando da estimulacdo por alimentos (visdo
elou cheiro), presenca de alimento no estdbmago e/ou estados emocionais (ansiedade, raiva)
(Hickman et al., 2006).

As glandulas gastricas sdo constituidas por diferentes tipos de células, cada uma
secretando diferentes substancias que v&o constituir 0 suco gastrico: muco, enzimas, sais e acido
cloridrico (Hickman et al., 2006). O muco (constituido por 4gua, sais e mucina) protege a mucosa

estomacal de lesdes mecénicas e quimicas. O &cido cloridrico, que altera o ambiente para acidico
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médio (pH 1,6-2,4), é essencial para facilitar a fragmentagéo de macromoléculas, esterilizar o bolo
alimentar e activar o pepsinogénio (Hickman et al., 2006; Lidon e Silvestre, 2010). Este é o
precursor da pepsina, uma protease com especificidade preferencial para certas ligacbes
peptidicas (Hickman et al., 2006), que se torna inactiva a pH acima de 5,0 (Giori, 2010) e com uma
secrecdo de cerca de 10 mg/dia (Hur et al., 2011). Apesar de a sua especificidade ndo permitir a
degradagcdo completa em aminoacidos, os péptidos produzidos serdo posteriormente mais
facilmente degradados por proteases intestinais (Hickman et al., 2006). O suco possui ainda lipase

gastrica para digestao de gorduras (Lidon e Silvestre, 2010).

1.3.1.4. Regido de Digestdo Final e Absorcéao

Do estbmago, 0 quimo vai passando em pequenas por¢cdes para o duodeno, onde sdo
secretados suco pancredtico e bilis, ambos com um contetdo elevado de ido bicarbonato (HCOj3)
gue neutraliza o acido gastrico e eleva o pH de 1,5 para cerca de 7, passando o quimo a designar-
se quilo. Esta mudanca de pH é essencial pois as enzimas intestinais apenas actuam em
ambientes de pH neutro ou ligeiramente alcalino. O quilo vai entédo progredindo no limen intestinal
através de movimentos ritmicos segmentares, que ajudam a dispersdo e mistura do conteudo
intestinal com o0s sucos secretados e permitem uma melhor digestdo e absorcdo, e ondas
peristalticas, para progressao do quilo ao longo do intestino (Singleton e Rowe, 1954; Adkin et al.,
1995) aumentando lentamente o pH de 6 (no duodeno) para 8 (no ileo terminal) a medida que a
progressao se da (Borgstréom et al., 1957).

As células superficiais constituintes da parede interna do intestino delgado (mucosa)
secretam suco entérico, uma solucdo de pH neutro, rica em enzimas que continuam a digestao,
como aminopeptidases, dissacaridases (como maltase, sacarase e lactase), fosfatases alcalinas,
nucleotidases e nucleosidases (Hickman et al., 2006). O suco pancreatico, produto do pancreas,
cujo pH oscila entre 8,5 e 9, contém tripsinogénio e quimiotripsinogénio (precursores inactivos)
gue, apos secretados para o lumen intestinal, sofrem accdo enzimética, originando tripsina e
guimiotripsina, respectivamente (Soares et al.,, 1999), proteases altamente especificas que
continuam a degradacgdo enzimatica iniciada pela pepsina (inactivada pela alcalinidade intestinal).
O suco pancreatico possui igualmente outras enzimas, como a carboxipeptidase, nucleases, lipase
pancreatica e amilase pancreética (Hickman et al., 2006; Lidon e Silvestre, 2010).

O figado é responséavel pela producéo de bilis, cujo pH varia entre 8 e 8,5 (Lidon e Silvestre,
2010), e é constituida essencialmente por agua, sais bhiliares e pigmentos, ndo possuindo enzimas
de nenhum tipo. Entre refei¢cbes é armazenada na vesicula biliar que a langa quando estimulada
pela presenca de gorduras, percorrendo o ducto biliar até chegar ao duodeno, onde é secretada
juntamente com o suco pancreatico (Hickman et al., 2006). Apés a sua actuacgdo, os sais biliares
sdo absorvidos pelas células da parede do ileo, reacumulados no figado, conservados na vesicula

biliar e novamente secretados no proximo ciclo de digestéo (circulagdo enterohepética) (Rothman
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et al., 2002; Lidon e Silvestre, 2010), dando-se este processo cerca de duas vezes durante a
digestao e absorgdo do conteddo intestinal (Borgstrém et al., 1957), 10 a 12 vezes por dia (Lidon e
Silvestre, 2010). Os sais biliares (principalmente glicolato e taurocolato de sddio) sdo essenciais
na digestdo pois reduzem a tensdo superficial dos globulos de gordura (resistentes a digestéo
enzimatica), permitindo aos movimentos intestinais uma emulsificagdo 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. Apds este processo, esses produtos vao-se complexar com 0s
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 secrecao e dao as fezes a sua cor caracteristica (Hickman et al., 2006; Giori, 2010).

Algumas substancias, como alguns farmacos lipossollUveis e o alcool sdo passiveis de ser
absorvidos logo no estbmago mas, tendo este uma area de superficie de absorcdo bastante
limitativa, os componentes nutricionais sdo essencialmente absorvidos ao nivel do intestino
(Hickman et al., 2006), mais propriamente no duodeno distal e no principio do jejuno (Borgstrom et
al., 1957), onde inimeras vilosidades e microvilosidades providenciam uma enorme éarea de
superficie através da qual os nutrientes podem passar do limen intestinal para a corrente
sanguinea (Hickman et al., 2006; Giori, 2010). Os glicidos sédo absorvidos quase unicamente como
acUcares simples e as proteinas como aminoacidos e fragmentos peptidicos, embora também haja
a rara absorcdo de proteinas (Hickman et al., 2006). O processo de transporte passivo permite
gue, imediatamente apdés uma refeicdo, os compostos, estando em elevada concentracdo nho
Iimen digestivo, sejam rapidamente difundidos por transporte facilitado para a corrente sanguinea,
onde a sua concentracdo € inicialmente baixa. Quando a concentracdo das substancias comeca a
tornar-se idéntica em ambos os lados, o transporte activo localizado nas células do epitélio impede
gue muitos nutrientes sejam perdidos nas fezes, sendo que alguns aclUcares e a maioria dos
aminoacidos tém mecanismos de transporte especificos. Relativamente as micelas lipidicas,
guando estas contactam com as microvilosidades intestinais, os acidos gordos e o0s
monoglicéridos sdo também absorvidos por difusdo simples (Hickman et al., 2006).

1.3.1.5. Regido de Absorcdo de Agua e Concentragdo de Residuos

Constituida pelo intestino grosso, consolida 0os remanescentes indigeriveis por absor¢éo de
agua e ides, que ai chegam de forma passiva, formando assim fezes sélidas ou semi-sélidas que
se deslocam no mesmo por peristélise em massa e sdo removidas do organismo por defecacao.
As bactérias presentes naturalmente no célon podem ter beneficios nutricionais, na medida em
gue sintetizam certas vitaminas e metabolizam compostos, ambos posteriormente absorvidos
pelas células intestinais, ou fornecem celulases que degradam alguma da celulose ingerida
(Singleton e Rowe, 1954; Hickman et al., 2006).
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1.3.2. Reciclagem Enzimatica

E conhecido que 95 a 99% da actividade enzimética digestiva desaparece a medida que o
quimo se transforma em quilo e vai passando para o célon (Rothman et al., 2002) e estudos
realizados no final dos anos 50 sugeriram haver uma digestdo e absorcdo paralela entre as
proteinas alimentares e as enziméticas, assim como a existéncia de um turnover proteico nas
glandulas digestivas (Borgstrom et al., 1957), mas supondo-se antes que as enzimas seriam
parcialmente inactivadas ou auto-digeridas no limen intestinal, tendo em conta o decréscimo de
concentracdo verificado ao longo do percurso intestinal (Borgstrom et al., 1957), visto que
proteinas intactas ndo poderiam ser absorvidas sem digestdo proteolitica prévia (Heinrich et al.,
1979), sabe-se agora que as paredes do intestino delgado e do pancreas sdo permedaveis a uma
variedade de proteinas, incluindo véarias enzimas digestivas e que o plasma sanguineo possui
inibidores proteasicos que poderdo servir também como “carriers”, refutando a ideia de que a
presenca de enzimas digestivas na corrente sanguinea destruiria os constituintes do sangue e até
os oOrgdos (Rothman et al.,, 2002). Algumas experiéncias conferiram evidéncia de que cada
digestdo ndo é processada por um conjunto enzimatico completamente novo posteriormente
degradado com o alimento que digere. Antes, uma grande fraccdo das enzimas secretadas é
absorvida e reciclada através de uma circulacdo enterohepatica, se forem enzimas produzidas
pelo figado, ou enteropancredtica, se forem produzidas pelo pancreas. Esta absorcédo é feita
selectivamente através do intestino para a corrente sanguinea e aplica-se a enzimas digestivas
intactas e funcionais (Heinrich et al., 1979; Rothman et al., 2002). Estima-se que a absor¢cédo de
tripsina ronde os 50-70%, conservando-se assim quantidades consideraveis de energia para
outros processos metabdlicos que, de outro modo, seriam para a sua sintese de novo (Heinrich et
al., 1979). Por exemplo, o pancreas apenas produz um terco das proteinas necesséarias e 0s
ribossomas apenas conseguem sintetizar 6 a 24% do que se estima ser necessario a secrecado
diaria. Assim, tal “reciclagem” faz todo o sentido, visto a producgéo de proteinas pelo organismo ser
um processo com elevados custos energéticos e estando as enzimas digestivas entre as proteinas
mais energeticamente exigentes de sintetizar (Rothman et al., 2002).

1.4 Simulacao da Digestao (Digestao in vitro)

Sendo a digestdo no organismo um fendmeno complexo que implica ingestéo, hidrélise,
absorcdo, secrecdo e transito, torna-se dificil estudar tal acontecimento in vivo e determinar a
digestibilidade dos produtos alimentares, visto haver varias interaccdes entre os diferentes
processos que ocorrem. Assim, nos Ultimos anos, tém sido desenvolvidos diversos métodos de
digestdo in vitro, que permitem estudar mudancas estruturais, digestibilidade alimentar e libertacao
de componentes alimentares sob condi¢cdes 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). A maioria dos ensaios in vitro baseia-se na fisiologia do tracto gastrointestinal,
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simulando as condi¢bes de parte da digestdo humana e recorrendo, para isso, a solugbes
artificiais que simulem 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 preciséo os processos fisico-quimicos e
fisioldgicos altamente complexos que ocorrem (Hur et al., 2011). Estes modelos terdo de ser
bastante dinamicos e ter em conta diversos aspectos (a actividade enzimatica, a composi¢ao
i6nica, os stresses mecanicos, o tempo de digestdo, o pH da amostra e do meio digestivo, entre
outros), tentando mimetizar ao maximo 0 que se passa in vivo, sabendo-se ja que, normalmente,
in vitro os processos se ddo bem mais facilmente (Wilfart et al., 2008; Hur et al., 2011), sendo
necessario entdo um compromisso entre a preciséo e a facilidade de utilizagcdo do modelo in vitro

em questdo (Hur et al., 2011).

Os varios modelos de digestéo in vitro variam consoante o componente alimentar a analisar,
a natureza da matriz alimentar e a sofisticacdo do proprio modelo, podendo variar no nimero e
tipo de passos incluidos na digestdo, na composicdo dos fluidos digestivos utilizados em cada
estagio, nos stresses mecanicos, entre outros. As enzimas poderdo ter uma origem humana,
animal ou vegetal, sendo que a maioria dos estudos recorrem a enzimas provenientes de animais
omnivoros ou de voluntarios humanos, sendo depois adicionadas sequencialmente, na tentativa
de simular mais verdadeiramente o processo digestivo. E necessario ter em atenco ndo so que
as enzimas podem necessitar de componentes adicionais constituintes dos fluidos digestivos para
gue possam actuar com eficiéncia como também que a sua actividade pode decrescer ao longo do
tempo, sendo essencial a utilizacdo de preparacdes enzimaticas frescas (Hur et al., 2011). O uso
de enzimas purificadas (em detrimento de misturas bioldgicas complexas) € vantajoso, pois a
comparacdo de resultados entre laboratérios € mais consistente e facilita a standartizacdo dos
modelos. Apesar disso, a digestdo de um nutriente é, muitas vezes, influenciada pela digestdo de
outros, ficando o ensaio mais realista se se recorrer a uma mistura enzimatica. Os modelos de
digestdo in vitro processam-se a uma temperatura de 37 °C e o tempo de digestdo devera
mimetizar 0 que se passa no organismo in vivo, sendo a natureza e tamanho da amostra testada

os factores que mais influenciam a duragdo da mesma (Giori, 2010; Hur et al., 2011).

1.5 Alimentos Funcionais

Gracas a cada vez maior divulgacdo da relacdo entre a alimentacdo e a salde e a
crescente preocupacdo dos individuos com o corpo, o cuidado das sociedades ocidentais
desenvolvidas com a ingestdo alimentar tem aumentado de forma exponencial e, por isso, as
industrias alimentares investem cada vez mais na pesquisa, desenvolvimento e marketing de
novos produtos, apresentados com o objectivo de promover a salde (Anjo, 2004). A dieta
alimentar humana deveria reunir todas as substancias nutritivas essenciais ao bom funcionamento
do organismo e a manutencdo de um estado fisioldgico saudavel, mas o estilo de vida moderno

das sociedades mais desenvolvidas, aliado a falta de tempo, stress e habitos alimentares
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nutricionalmente incompletos dificultam a conservacdo desse equilibrio dietético, contribuindo
também para o avanco de doencas crénicas degenerativas. Assim, os alimentos naturalmente
enriguecidos nutricionalmente poderdo ser uma mais-valia no reforgo dietético, sem necessidade
de recorrer a suplementos (Lidon e Silvestre, 2010). Estes, embora ndo possam ser considerados
como produtos que curam doencas, fornecem substancias protectoras, nutritivas e/ou benéficas,
contém os nutrientes didrios necessarios ao organismo e/ou ajudam a controlar o avanco das
doencas degenerativas ja referidas, prevenindo ou reduzindo o seu risco. Além disso, ndo
apresentam contra-indicacdes, podendo ser consumidos sem prescricdo médica (Lidon e
Silvestre, 2010). Dentro dos alimentos enriquecidos, estdo inseridos os alimentos funcionais que,
além de possuirem as fungBes nutricionais basicas, quando consumidos como parte da dieta
habitual produzem efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos benéficos para a saude fisica dos
consumidores (crescimento, desenvolvimento e manutencdo das funcdes normais) e para a
reducdo dos riscos de doencas cronicas, sendo seguros para consumo sem supervisdo médica,
confirmando-se que os efeitos positivos sdo obtidos com quantidades ndo téxicas do mesmo,
desde que ingeridos em doses fisiologicamente equilibradas, exercendo os seus efeitos mesmo
apo6s a suspensao da ingestdo (Anjo, 2004; Lamarao e Fialho, 2009; Lidon e Silvestre, 2010).

Actualmente, a atencdo dada aos compostos fendlicos, gracas aos seus efeitos benéficos
na salde, relacionados com as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, cardio- e
neuro-protectoras e quimio-preventivas, introduz os alimentos ricos em compostos fenélicos na
lista de alimentos saudaveis, considerando-os alimentos funcionais pelas suas caracteristicas
promotoras de saude e preventivas de doencas (Landete, 2012). A determinacdo da capacidade
antioxidante de bebidas podera ser das mais importantes em termos alimentares, de um ponto de
vista nutricional, pois esta estabelecido que sédo as bebidas o produto alimentar que mais contribui
para a capacidade antioxidante total numa dieta completa, como a dieta mediterranica, pois os
compostos estdo, de uma maneira geral, mais biodisponiveis do que o estdo em alimentos sélidos
(Pérez-Jiménez et al., 2008). Exemplos destas bebidas ricas em compostos com actividade
antioxidante séo, entre outras, o vinho tinto, o cha, o café, os sumos de fruta e as infusdes de

plantas medicinais.

1.6 Infusdes de Plantas Medicinais

A utilizacdo popular de plantas medicinais baseia-se em saberes antigos transmitidos de
geracdo em geracdo, sendo uma fonte inesgotavel de informacdo com centenas de anos de
experiéncia adquirida através de conhecimentos empiricos sem parecer cientifico (Martins, 2011).
Estas mesmas plantas constituem a principal forma de resposta as necessidades de cuidados de
saude nos paises menos desenvolvidos, que representam cerca de 65% da populacdo mundial,
baseando-se a sua utilizacdo ainda no conhecimento tradicional das suas acc¢des devido a
inexisténcia de um suporte cientifico para a actividade que lhes é atribuida (Valentdo, 2002).

Dados da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) apontam para que cerca de 80% da populacéo

19



Capitulo 1 — Introducéao Raquel B. Antunes - 2012

mundial recorra a fitoterapia para tratar problemas de salde e, pelo menos, 30% desse total o faca
por indicagdo médica (Martins, 2011).

A bebida que é o chéa consiste no produto de processamento de espécies vegetais por meio
de infusdo, ou seja, através da submersédo de plantas secas em agua a ferver (Chan et al., 2010;
Moraes-de-Souza et al., 2011) e teve a sua primeira produ¢do na China, ha cerca de 5000 anos,
sendo desde ai considerado um produto terapéutico para muitas doencas e infeccbes. Foi
difundido pelo mundo, tendo sido introduzido na Europa no século XVII (Petisca, 2008) e
actualmente, de entre os varios alimentos funcionais, € uma bebida amplamente consumida (por
cerca de dois tercos da populacdo mundial, com um consumo mundial per capita de 120 mL/dia),
sendo a mais consumida no mundo a seguir a agua (Henning et al., 2003; Lamardo e Fialho,
2009). O elevado consumo do cha prende-se ndo s6 pelo seu aroma atractivo e gosto singular
mas também pelo interesse nas suas propriedades potencialmente promotoras de salde, visto
gue diversos estudos epidemiolégicos relacionam o seu consumo com uma reducéo do risco de
doencas (cardiovasculares, diabetes, niveis de colesterol elevados, osteoporose), entre outros

beneficios (Horzic et al., 2009).

Apesar de todos os extractos aquosos serem, tradicionalmente, designados por “chas”,
apenas os chas branco, verde, oolong e preto deveriam ser assim designados, pois apenas estes
sdo provenientes de infusGes da planta do cha, Camellia sinensis. Os outros extractos aquosos,
provenientes de outras plantas, deveriam designar-se “tisanas”. Comparativamente aos extractos
de C. sinensis, as tisanas contém valores de actividade antioxidante, fendis e flavondides totais
bastante inferiores (Horzic et al.,, 2009; Chan et al., 2010), sendo a literatura referente aos seus
efeitos benéficos na salde muito mais limitada que no primeiro caso (McKay e Blumberg, 2006).
Pensa-se que as propriedades antioxidantes superiores das infusdes de C. sinensis se devam ao
seu elevado conteudo em flavanéis, nomeadamente quatro derivados do grupo das catequinas,
epigalocatequina galato, epigalocatequina, galocatequina e epicatequina, praticamente ausentes
nas tisanas de ervas (Henning et al., 2003; Chan et al., 2010). Os niveis de compostos fendlicos
no organismo sdo geralmente baixos, logo, a ingestdo de cha deverad ocorrer numa dieta
fraccionada (véarias vezes ao dia), para que possa proporcionar um efeito benéfico, devendo ser
consumido entre refei¢cdes, para nado interferir na biodisponibilidade de nutrientes provenientes da

ingestdo alimentar (Lamarao e Fialho, 2009).

J& considerando uma determinada planta, a composicdo quimica das diferentes partes da
gual se pretende fazer a infusdo (folhas, flores, raizes), especialmente no que toca a metabolitos
secundérios, depende de uma diversidade de factores, nomeadamente, estacdo do ano, clima e
condi¢bes meteoroldgicas, vegetacdo dominante, tipo de solo, controlo e modificagdo genética,
exposi¢cdo a microrganismos, insectos e outros herbivoros, processos utilizados na horticultura,
tipo e idade da planta, altura da colheita, entre outros (Miliauskas et al., 2004; Lamaréo e Fialho,
2009; Srivastava e Gupta, 2009; Afonso, 2010; Martins, 2011).
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Em Portugal, para além do chd, existem infusdes de outras plantas que sdo correntemente
consumidas. Dentro dessas infusbes de consumo comum encontram-se a infusdo de flor de

camomila e a de flor de laranjeira, estudadas no presente trabalho.

1.6.1. Flor de Camomila (Matricaria chamomilla L.)

A camomila pode ser designada por diferentes nomes cientificos que sédo sinénimos. Assim
pode designar-se por Matricaria chamomilla L. (McKay e Blumberg, 2006; Harbourne et al., 2009;
Singh et al., 2011), Chamomilla recutita L. ou Matricaria recutita L. Rauschert (McKay e Blumberg,
2006; Novakova et al., 2010; Singh et al., 2011; Raal et al., 2012). Também em relagdo aos nomes
comuns, esta planta pode designar-se apenas por camomila, por camomila alema (McKay e
Blumberg, 2006; Singh et al., 2011; Raal et al., 2012), camomila hdngara ou camomila-selvagem
(McKay e Blumberg, 2006; Singh et al., 2011).

E uma planta herbacea anual nativa da Europa e Asia Ocidental (McKay e Blumberg, 2006;
Harbourne et al., 2009), cujas flores (Figura 1.6A) fortemente aromaticas e de sabor amargo
(Srivastava e Gupta, 2009), sdo utilizadas numa grande variedade de produtos, sendo das mais
comuns para fins curativos e das plantas medicinais mais cultivadas no mundo, com uma
producdo anual correspondente a varios milhares de toneladas (Srivastava et al., 2010; Raal et al.,
2012).

(A)

Figura 1.6 — (A) Exemplar de flor de camomila (Matricaria chamomilla L.) (retirado de
www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/camomila/camomila.php) e (B) inflorescéncias da mesma apds secagem
(retirado de www.teatower.com/en/plants/1091-camomile-matricaria-recutita.html).

Comummente aplicada em infusdes de ervas, a camomila esta relacionada com o consumo
de mais de um milhdo de chavenas de infusdo por dia (Srivastava e Gupta, 2009; Raal et al.,
2012), sendo as cabecas das flores apds secagem a parte mais utilizada da planta (Pereira et al.,

2009). Em forma de pd, pode ser aplicada externamente em contusdes, queimaduras, erup¢des
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cutaneas, hemorroidas e infec¢bes da boca, garganta e olhos (Singh et al., 2011; Srivastava et al.,
2010). O ¢dleo essencial extraido da mesma, que representa 0,24 a 1,9% da sua composigdo, é
constituido por compostos volateis que incluem, maioritariamente, terpendides (azuleno,
camazuleno, derivados de acetileno, a-bisabolol e os seus 6xidos) (McKay e Blumberg, 2006;
Srivastava e Gupta, 2009; Novékova et al., 2010; Srivastava et al., 2010), sendo utilizado tanto
para fins farmacéuticos como em perfumaria, cosméticos, aromaterapia e na area da industria
alimentar (Singh et al., 2011). No entanto, apenas cerca de 5 a 7% da constituicdo total do 6leo
essencial acaba por fazer parte da constituicdo dos extractos aquosos, devido a relativa
insolubilidade do mesmo em meio aquoso (Srivastava e Gupta, 2009). Esta planta também se
encontra listada como uma fonte natural de aromatizante alimentar, reconhecida como segura
(Singh et al., 2011; Raal et al., 2012). Embora o seu pdélen possa causar reac¢fes alérgicas a uma
percentagem relativamente baixa de pessoas (Singh et al., 2011; Srivastava et al., 2010; Raal et
al.,, 2012) e a seguranga em criangas, gravidas, mulheres em amamentagéo, doentes renais ou
hepaticos ndo tenha sido estabelecida, ndo existem quaisquer relatos crediveis de toxicidade
causada pela mesma (Srivastava et al., 2010).

A camomila costuma também ser utilizada para aliviar constipacdes comuns (Novakova et
al., 2010), ulceras (Srivastava e Gupta, 2009; Raal et al., 2012), inflamacdes do tracto urinario,
disturbios menstruais e, numa concentragdo mais diluida, como um sonifero suave, aplicado em
criangas (Singh et al., 2011; Raal et al., 2012), podendo ser também utilizada para acalmar os
nervos e reduzir a ansiedade, tratar histeria, convulsfes, pesadelos, insbnias e outros problemas
do sono (Morais et al., 2009; Srivastava e Gupta, 2009; Hosseini et al., 2011). Consumida durante
a refeicdo, em infusdo, pode contribuir para a prevencdo da progressdo de hiperglicemia e
complicacBes diabéticas (Srivastava et al., 2010; Raal et al., 2012). Em termos digestivos, é
recomendada no alivio de diversos distlrbios gastrointestinais como flatuléncia, indigestao,
diarreia, cdlicas, anorexia, ndusea e vOmitos (Morais et al., 2009; Srivastava e Gupta, 2009;
Srivastava et al., 2010;Singh et al., 2011).

Tradicionalmente, a inflorescéncia seca desta planta (Figura 1.6B) € usada como uma
preparacdo medicinal e farmacéutica, devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
antiespasmadicas, antipiréticas, analgésicas, antialérgicas, antibacterianas e antiflngicas,
sedativas, sudoriferas e antioxidantes (Harbourne et al., 2009; Morais et al., 2009; Pereira et al.,
2009; Srivastava e Gupta, 2009; Novakova et al., 2010; Srivastava et al., 2010; Singh et al., 2011).
Algumas destas propriedades foram comprovadas recentemente por estudos cientificos que as
atribuem em certa parte ao seu contetido fendlico (Harbourne et al., 2009; Srivastava et al., 2010)
e, por isso, conferem a planta um grande interesse econémico (Novakova et al., 2010), apesar de

0s mecanismos envolvidos nhas mesmas ainda nédo estarem esclarecidos (Pereira et al., 2009).

A flor de camomila possui cerca de 120 constituintes quimicos identificados como
metabolitos secundarios com potencial actividade farmacoldgica (Singh et al., 2011; Srivastava et
al., 2010). O seu conteudo em compostos fendlicos bioactivos consiste maioritariamente em

flavonoides, como os flavondis e as flavonas, que incluem a quercetina, rutina e patuletina,
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isorhamnetina, apigenina e luteolina, assim como a naringenina (flavanona), acidos fendlicos,
como os acidos cafeico, clorogénico, vanilico, anisico, siringico, fertdlico e dicafeoilquinicos, e
cumarinas, como a umbeliferona e herniarina (McKay e Blumberg, 2006; Harbourne et al., 2009;
Novéakova et al., 2010; Singh et al., 2011; Raal et al., 2012).

A apigenina-7-glucésido (uma flavona glicosilada) € um dos principais flavonoides presentes
nas flores de camomila (Harbourne et al., 2009; Srivastava e Gupta, 2009; Novakova et al., 2010;
Raal et al., 2012), devendo existir nas mesmas num minimo de 0,25% (Raal et al.,, 2012). A
apigenina, que, na sua forma livre, esta presente na camomila em muito baixa concentracdo, mas
gue pode ser libertada durante o processamento da infusdo ou durante a digestdo gastrointestinal,
parece ser o principal composto responsavel pela actividade anticancerigena dos extractos desta
planta. Com efeito, estudos recentes sugerem que extractos da camomila possam exercer uma
actividade antiproliferativa e apoptotica em células humanas tumorais, exercendo efeitos minimos

em células ndo tumorais (Srivastava e Gupta, 2009; Srivastava et al., 2010).

Em condicGes normais, a maior fraccdo de flavonéides ocorre na forma de glicésidos
altamente estaveis e sollveis em agua (Srivastava e Gupta, 2009; Novakova et al., 2010)
enquanto os flavonoides na forma de agliconas sdo encontrados em grande variedade entre os
componentes lipofilicos (Novakova et al., 2010). No entanto os teores dos constituintes de cada
planta individual, bem como a composicdo de cada infusdo, podem variar bastante visto serem
dependentes de uma grande diversidade de factores, que incluem o processo de secagem, de
preparacdo e armazenamento da planta, bem como da técnica de extraccdo (Novakova et al.,
2010; Singh et al.,, 2011; Raal et al.,, 2012). Em relacdo a este Ultimo parametro, estudos
efectuados com a infusdo de camomila permitem afirmar que o seu conteddo em acidos fendlicos
especificos varia consoante a temperatura de extraccdo (Horzic et al., 2009). Por outro lado, a luz
ndo parece exercer efeitos significativos na degradacéo fendlica e o armazenamento a -20 °C nédo

causa degradacao significativa do conteddo em flavonoéides (Srivastava e Gupta, 2009).

Estudos prévios realizados por trés grupos de investigacao distintos evidenciam a existéncia
de um baixo teor de fendlicos totais para esta infusdo (Moraes-de-Souza et al., 2011), quando
comparada com outras, mostrando que a camomila é uma planta com propriedades antioxidantes
relativamente baixas (Miliauskas et al., 2004; McKay e Blumberg, 2006). No entanto, é impossivel
chegar a um verdadeiro consenso sobre qual o valor real, pois além da complexidade e sinergismo
existente na accdo fendlica, o facto de ndo haver padronizacdo nos métodos torna inexequivel
uma comparacéo fiavel. A variabilidade de resultados pode ser confirmada através da observacao
da Tabela 1.1 onde se apresentam os valores de fendis, flavondides e flavondis totais bem como
valores de actividade antioxidante detectada por diferentes ensaios in vitro obtidos por diferentes

autores para extractos de camomila.
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Tabela 1.1 — Analise da infusdo de flor de camomila através de diferentes ensaios por diferentes grupos de

investigadores.

Teste Resultado Unidades Observagdes Ref_erenp_m
Bibliogréfica
75+0,1 mg EAG/g de planta extracto metandlico Miliauskas et al., 2004
mg EAG/chavena de ) ;
106 + 0,37 ché (240 mL) Atoui et al., 2005
Conteudo Fendlico mg de EAG/g de .
Total (Ensaio Folin- 33,83+0,75 planta extracto aquoso Dudonné et al., 2009
Ciocalteu) 389,65 + 99,15 nmol dpelalifflg de extracto aquoso Pereira et al., 2009
1370 +37 | M9 EAG/100gdecha - Chan et al., 2010
em pé
47,41 mg/mL concentragao efectiva Morais et al., 2009
Ensaio DPPH (Clso) que inibe em 50% o .
329+1,2 pg/mL teor do radical livre Pereira et al., 2009
64+17 extrzitgtgt% etil-
Ensaio DPPH 82+11 % extracto de acetona Miliauskas et al., 2004
44,7 + 2,6 extracto metandlico
0,67 + 0,38 extracto aquoso Dudonné et al., 2009
69,57 + 3,7 extracto aquoso Horzic et al., 2009
Conteudc%cl):tlgvonmdes 71+04 mg ER/g de planta extracto metandlico Miliauskas et al., 2004
ConteudT%tFaIIavonms 05+0,1 mg ER/g de planta extracto metandlico Miliauskas et al., 2004
Ensaio ORAC 588 + 29 umol trolox/g de . Dudonné et al., 2009
extracto planta
17,7 mmol/100g capacidade de McKay e Blumberg,
. i 2006
Ensaio FRAP ma EAG/G de cha em reducao férrica do
8,1+0,2 9 %ée chae plasma Chan et al., 2010
Ensaio ABTS 0,72 + 0,07 mmol /L de trolox extracto aquoso Horzic et al., 2009
oo
Quelacéo do Ferro 3,3+0,1 mg/mL laco de 50% d Chan et al., 2010
(Clso) quelacéo de 50% dos
= ides de ferro

DPPH - Capacidade de desactivar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila; ORAC — Capacidade de desactivar o radical
peroxilo; FRAP — Capacidade redutora; ABTS — Capacidade de desactivar o radical catido do acido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfénico; EAG — Equivalentes de acido galico; ER — Equivalentes de rutina.

1.6.2. Flor de Laranjeira (Citrus aurantium)

A Citrus aurantium, conhecida comummente por laranjeira de Sevilha ou laranjeira-azeda
(Fugh-Berman e Myers, 2004) é uma arvore citrica de pequeno porte, com folha perene, originaria
da india e largamente cultivada em regifes tropicais e subtropicais, nomeadamente na regido
mediterranica, sendo utilizada tanto na alimenta¢cdo como na medicina tradicional (Fugh-Berman e
Myers, 2004; Seleccbes Reader’s Digest, 2006; Mencherini et al., 2012).

Os seus frutos frescos podem ser usados como condimento e 0 seu consumo resulta em
perda de peso e termogénese, sendo sugerida tradicionalmente no tratamento da ansiedade,
insonias e convulsdes. Quando secos, ajudam no alivio de problemas digestivos. A sua casca é
usada para fazer marmelada e seca auxilia na estimulacdo do apetite e da digestdo, sendo
constituinte comum de remédios gastrointestinais. As suas folhas possuem efeitos hipnoticos,
anticonvulsivos, antipiréticos, tonicos e ansioliticos (Hosseini et al., 2011; Mencherini et al., 2012).
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As suas flores (Figura 1.7A), de cor branca e perfume adocicado (Fugh-Berman e Myers,
2004; Selecgdes Reader's Digest, 2006; Hosseini et al., 2011), sdo tradicionalmente utilizadas
depois de secas (Figura 1.7B) em infusdes, sendo aplicadas no alivio de distarbios digestivos
pelas suas propriedades antiespasmaddicas, na redugcdo do catarro pelas propriedades
expectorantes, no tratamento de estados de nervosismo, alteracdes de sono passageiras e como
sedativo leve pela sua ac¢do depressiva no sistema nervoso central, confirmada por estudos
experimentais (Fugh-Berman e Myers, 2004; Hosseini et al., 2011; Zhao et al., 2012), no alivio da
flatuléncia e dos sintomas menopausicos (Lu et al.,, 2006) e, mais recentemente, como
componente principal para perda de peso, embora sem evidéncias cientificas suficientes (Fugh-

Berman e Myers, 2004).

(A) (B)

Figura 1.7 — (A) Flores e frutos de laranjeira-azeda (Citrus aurantium)
(clinicadue2.blogspot.pt/2012/04/afine-silhueta-e-tenha-mais-disposicao.html) e (B) inflorescéncias da mesma
apds secagem (teatower.com/en/plants/1103-orange-blossoms-citrus-aurantium.html).

O 6leo essencial proveniente das flores de laranjeira (designado por neroli) é utilizado em
perfumes, licores e agua de flor de laranja (aromatizante para doces) (Fugh-Berman e Myers,
2004; Yang et al., 2010; Hosseini et al., 2011). Nenhum dos constituintes produz efeitos
secundarios conhecidos, estando empiricamente provado que nao tém efeitos de toxicidade, pois
a ingestdo de produtos citricos € bastante regular e feita desde ha muitos séculos (Jung et al.,
2006; Seleccdes Reader’s Digest, 2006).

A maioria dos estudos existentes até & data refere-se a constituicdo fendlica das plantas do
género Citrus em geral, ndo fazendo distingdo entre as diferentes espécies hibridas que séo
consumidas. Além disso, os estudos feitos nas flores de Citrus sdo também bastante escassos,
ndo so6 relativamente a sua composi¢do quimica como a comprovacado dos efeitos benéficos na
salde que Ihe sdo atribuidos (Yang et al., 2010), havendo muito mais estudos relativos ao fruto
citrico e a sua casca. Os niveis relativos das moléculas fendlicas séo altamente caracteristicos de
um determinado 6rgdo da planta, dependem da origem genética, tempo de maturacgéo e diferentes
partes constituintes (folha, fruto, flor, casca, parte edivel, entre outros) (Lu et al.,, 2006) e sdo
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marcadamente afectados pelo estadio de maturacdo em que o mesmo 6rgdo se encontra,
havendo uma maior concentracdo nos tecidos mais jovens, que pode estar relacionado com a
proteccao contra insectos e organismos patogénicos (Castillo et al., 1992).

Muitos investigadores confirmam a existéncia de actividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antitumoral, proveniente das flavonas e do 6leo essencial da flor de Citrus aurantium. No entanto,
a separacao, identificacdo e quantificacdo dos seus componentes significativos ainda esta na sua
fase inicial (Zhao et al., 2012). Em termos de conteldo em compostos fenodlicos sabe-se que a flor
de laranjeira-azeda possui flavondides, nomeadamente as flavanonas glicosiladas naringina,
hesperidina e neo-hesperidina (Castillo et al., 1992; Yang et al., 2010; Hosseini et al., 2011),
sugerindo que estes sejam responsaveis pela maioria das suas propriedades farmacoldgicas
(Hosseini et al., 2011).

1.7 Efeito da simulacéao in vitro da digestdo gastrointestinal nos

compostos fendlicos

Actualmente, existem bastantes estudos sobre a capacidade antioxidante de diversos
produtos alimentares e sua respectiva constituicdo em compostos fenélicos. No entanto, existem
relativamente poucos estudos a analisar os mesmos parametros apds o processo de digestao,
principalmente no que diz respeito a chas e infusdes, onde apenas uma minoria ja foi analisada,
como no caso dos chéas verde (Record e Lane, 2001; Green et al., 2007) e preto (Record e Lane,
2001) e das infusdes de agriménia, salva, framboesa, segurelha-de-inverno (Gido et al., 2012),

boldo-de-jardim (Porfirio et al., 2010), alcaparra e funcho-do-mar (Siracusa et al., 2011).

Estes estudos tém demonstrado que a sensibilidade dos compostos fendlicos as condi¢des
da digestdo gastrointestinal varia consoante a sua estrutura. Assim, em ensaios utilizando infusées
de alcaparra (Capparis spinosa L.) e erva-doce do mar (Crithmum maritimum L.) verificou-se que o
teor em compostos fendlicos totais, assim como a actividade antioxidante dos extractos diminuiam
significativamente nas infusGes sujeitas a digestdo, sugerindo que os compostos fendlicos
dominantes presentes nas amostras ndo digeridas ndo fossem estaveis nas condi¢des
gastrointestinais aplicadas. Os autores apontaram que as alteracdes verificadas ao nivel dos
compostos fendlicos estariam, essencialmente, relacionadas com o pH do meio, visto alguns
destes compostos parecerem ser sensiveis as condicdes ligeiramente alcalinas do intestino
delgado, podendo estas conduzir a altera¢des estruturais que comprometam a sua actividade
antioxidante (Siracusa et al, 2011). Os autores referem, igualmente, a possibilidade de durante a
incubacdo pancreédtica poderem ocorrer reaccdes de isomerizagdo do &cido clorogénico, que
levassem a diminuicdo da actividade antioxidante total dos extractos (Siracusa et al., 2011).

Por outro lado, em ensaios realizados com infusGes de ch& verde e preto verificou-se que

enquanto alguns compostos, tais como o acido gélico, ndo sofreram qualquer alteracédo apds as
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condi¢Bes aplicadas, outros, como a epigalocatequina, diminuiram ligeiramente. No entanto, a
actividade antioxidante dos chas em estudo diminuiu cerca de 28% e a concentragcao global de
polifendis diminuiu cerca de 32% (Record e Lane, 2001). Também Porfirio e colaboradores (2010)
e Gido e colaboradores (2012), estudando o perfil fendlico de diferentes infusdes de plantas antes
e apos a simulagdo da digestao gastrointestinal, verificaram que, dependendo dos compostos em
causa, as perdas podiam ir do negligenciavel até uma degradacéo quase total. Assim, enquanto
as catequinas parecem resistir ao processo digestivo podendo, eventualmente, ser absorvidas a
nivel sistémico, os acidos rosmarinico e clorogénico parecem sofrem perdas acentuadas ao longo
da digestao (Gido et al, 2012). Também estudos efectuados com inflorescéncias de brécolo
evidenciaram que os flavondides possam ser severamente afectados pelas condigcdes
gastrointestinais (Vallejo et al., 2004). As alteracdes verificadas no perfil fendlico da infusdo de
boldo-de-jardim, apés a simulacao in vitro da digestéo, traduziram-se numa reducdo em cerca de

50% da sua actividade antioxidante (Porfirio et al., 2010).

Em ensaios realizados com extractos de amoras foi possivel verificar que, embora o teor em
antocianidinas diminua bastante apés digestdo intestinal, a actividade antioxidante mantém-se
elevada, sugerindo que os compostos fendlicos gerados a partir da degradacéo das antocianidinas
em ambiente intestinal possuam, igualmente, actividade antioxidante (Liang et al., 2012). Ensaios
realizados em sumos de vegetais mostraram resultados contraditérios. Assim, enquanto uns
mostram que a actividade antioxidante destes é relativamente estavel ao longo do processo
digestivo outros mostram decréscimos na actividade antioxidante total apds a digestao (Wootton-
Beard et al., 2011).

1.8 Objectivos

Conforme ja referido anteriormente, diversos trabalhos tém vindo a demonstrar a presenca,
nas infus@es de flor de camomila e de flor de laranjeira-azeda, duas infusdes de consumo corrente
em Portugal, de compostos com elevado potencial antioxidante. Contudo, a maioria destes
estudos baseia-se em ensaios in vitro, sendo que a extrapolagdo desses resultados para a
situagdo in vivo ndo pode ser imediata. Com efeito, o facto de um composto apresentar uma
determinada actividade in vitro ndo é condi¢@o necesséria e suficiente para que a mantenha nas
condi¢Bes fisiologias. Para que isso aconteca é necessario que ele resista ao processo de
digestao gastrointestinal, que seja absorvido pelas células do intestino e que ndo seja rapidamente

inactivado pelas bactérias da flora intestinal nem pelas enzimas de biotransformag&o humanas.
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1.8.1 Objectivo Geral

Neste contexto, o estudo apresentado teve como objectivo geral proceder a determinagao
do efeito da digestdo gastrointestinal in vitro na capacidade antioxidante presente nas amostras

em estudo: infuséo de flor de camomila e infuséo de flor de laranjeira-azeda.

1.8.2 Objectivos Especificos

Os objectivos especificos do estudo apresentado foram:

1. Elaborar uma digestéo in vitro das infusGes de flor de camomila e de flor de laranjeira-

azeda previamente preparadas;

2. Quantificar os compostos fendlicos e flavondides totais antes e apds a simulacdo da

digestdo gastrointestinal,

3. Determinar a capacidade antioxidante antes e ap6és a simulacdo da digestao
gastrointestinal, de modo a aferir qual o impacte do processo digestivo nas propriedades
bioactivas das duas infusdes. Ndo havendo nenhum método padrédo validado que possa
avaliar todos os possiveis mecanismos de actividade antioxidante, esta foi avaliada através
da conjugacdo de diversos dos métodos existentes, cada um deles com um diferente
endpoint: capacidade de reducdo do cobre; capacidade de sequestro dos radicais anido

superéxido e hidroxilo e capacidade de quelacdo de ferro.

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

ao contetdo em compostos fendlicos e, em particular, em flavonéides.
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2.1. Caracterizagao das Infusdes das Plantas Medicinais

Na realizagdo deste trabalho foram avaliadas duas infusdes de plantas medicinais: flor de
camomila (Matricaria chamomilla L.) e de laranjeira-azeda (Citrus aurantium). O material vegetal

utilizado na realizac&o das infusdes foi adquirido comercialmente em lojas de produtos naturais.

2.1.1. Infusdo de Flor de Camomila

A infusdo de flor de camomila, preparada a partir de material vegetal seco constituido pela
parte floral da planta, é caracterizada por uma cor castanho-amarelada e um aroma doce e intenso
(Figura 2.1).

Figura 2.1 — Aspecto fisico da flor de camomila e da respectiva infusao.

2.1.2. Infusédo de Flor de Laranjeira

A infusdo de flor de laranjeira, preparada a partir de material vegetal seco constituido pela
parte floral da planta, é caracterizada por uma cor castanho-escura e um aroma doce e suave
(Figura 2.2).

Figura 2.2 — Aspecto fisico da flor de laranjeira-azeda e da respectiva infusao.
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2.2. Reagentes e Enzimas

Na elaboracéo de todo o trabalho experimental foram utilizados os seguintes reagentes e
enzimas: acetato de amoénio (Riedel-de Haén, 98%), acido acético (Panreac, 99%), acido
L(+)ascorbico (Panreac, 99%), acido cloridrico (Panreac, 37%), acido galico monohidratado
(Merck, 99,5%), acido tiobarbitdrico (TBA) (Acros, 98%), acido tricloroacético (Riedel-de Haén,
99,5%), alcool etilico (Riedel-de Haén, 99%), azul de nitrotetrazélio (NBT?*) (Sigma), bicarbonato
de sédio (Panreac, 99%), bilis bovina desidratada (Sigma B3883), carbonato de sddio (VReis),
cloreto de cobre (ll) bihidratado (Riedel-de Haén, 99%), cloreto de sddio (Panreac, 99,5%), cloreto
de aluminio (Fluka, 99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), desoxirribose (Sigma, 99%),
dihidrogenofosfato de potassio (Merck, 99,5%), dinucledtido de nicotinamida e adenina na forma
reduzida (NADH) (Sigma, 97%), ferrozina (Sigma), hidrogenofosfato de dipotassio (BDH
Chemicals Lda, 97,5%), hidroxido de sédio (Merck, 99%), metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma,
90%), neocuproina (Sigma), pancreatina de pancreas de porco (Sigma P3292), pepsina de
mucosa gastrica porcina (Sigma, P7125, Lote 030M15711V), peréxido de hidrogénio (H,O,)
(Panreac, 30%), quercetina (Sigma), reagente de Folin-Ciocalteau (Panreac), sal dissddico de
acido etilenodiaminatetracético (EDTA) (Panreac, 99%), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de
Haén, 99). Na preparacdo de todas as solucdes e diluicBes utilizou-se sempre agua ultra-pura,
captada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franga).

2.3. Preparacdo das Amostras

2.3.1. Preparacéao das Infusdes Medicinais

O procedimento de preparacéo das infusdes medicinais foi adaptado do método descrito por
Henning e colaboradores (2003). Para cada amostra em triplicado, foi adicionado num copo de
vidro 100 mL de agua ultra-pura fria a 5 g de material vegetal que depois foi coberto com um vidro
de reldgio e colocado a aquecer em placa de aguecimento sob agitacdo magnética. No momento
em gque a preparacado entrou em ebulicdo, deixou-se ferver durante 3 minutos e, terminado esse
tempo, retirou-se a mesma do aquecimento, permanecendo durante 15 minutos sob agitagédo
magnética em placa fria. Findo esse tempo, as infusdes foram passadas por um passador,
prensadas e, reunido o volume dos triplicados num Unico copo de vidro, foi-lhe aplicada filtragcéo a
vacuo, através de um filtro de papel (Whatman n.° 1).

2.3.2. Elaboracéo da Digestao in vitro

O procedimento de digestdo realizado, que tenta mimetizar a situacdo fisiolégica do
organismo humano no estébmago e intestino, foi adaptado a partir de um método ja publicado (Gido
et al., 2012), com algumas modifica¢cdes. O volume final de cada infuséo foi dividido igualmente

31



Capitulo 2 — Materiais e Métodos Raquel B. Antunes - 2012

por 3 frascos de vidro tipo Schott, sendo um dos frascos embrulhado em papel de aluminio e
colocado no frio (amostra ndo digerida) e os outros dois submetidos a uma digestdo gastrica
(duplicados), com acerto do seu pH a 2,0 recorrendo a HCI 1 N e juncéo de 0,05 mL de solucéo de
pepsina (25 mg/mL em HCI 0,1 N) por mL de amostra. Seguidamente, as amostras foram
embrulhadas em papel de aluminio e incubadas em banho a 37 °C durante duas horas, com uma
agitacao de 100 rpm. Findo o tempo de incubacéo, os digeridos gastricos foram submetidos a uma
digestéo intestinal, com acerto do seu pH a 6,0 recorrendo a NaHCO3; 1 M e juncéo de 0,25 mL de
solucdo mista de pancreatina e sais biliares (2 g/L de pancreatina e 12 g/L de bilis bovina em
NaHCO; 0,1 M) por mL de amostra. As amostras, ainda embrulhadas em papel de aluminio, foram
incubadas em banho a 37 °C durante uma hora, com uma agitacao de 45 rpm. Apds determinacéo
do volume final das amostras digeridas e de qual o frasco com maior volume, acrescentou-se agua
ultra-pura a todos os outros frascos (amostras ndo digeridas e digeridas), para que ficassem todos
com o mesmo volume final. Todas as amostras sofreram um processo de inactivacdo enzimatica
por choque térmico através de submersdo em &gua a 100 °C durante 4 minutos, seguida de
arrefecimento por armazenamento em gelo durante 10 minutos. Findo este tempo, as amostras
foram novamente filtradas a vacuo, através de um filtro de papel (Whatman n.° 1) e depois por
membrana estéril (Millipore Millex GP) com poro de 0,22 um, sendo aliquotadas em microtubos
tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1,5 mL de amostra por cada microtubo) e armazenadas em
caixas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras realizou-se um ensaio controlo, em que
se substituiu a amostra por igual volume de &gua ultra-pura, tendo o restante procedimento sido

exactamente igual ao anteriormente descrito para as infusdes.

2.4. Determinacdo do Conteddo em Compostos Fendlicos Totais

2.4.1. Principio do Método

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras em estudo foi
realizada através do ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu, um método operacionalmente
simples, sensivel e reprodutivel (Prior et al., 2005; Magalh&es et al., 2008), cujo mecanismo basico
consiste numa reaccdo de oxidacdo-reducdo que se baseia na transferéncia de electrdes (SET)
pela reducéo do heteropolianido molibdotungnesteniofosforico, complexo presente no reagente de
Folin-Ciocalteu (com uma cor amarela intensa devido a presenca de moléculas ndo reduzidas) e
pela oxidacdo do ido fenolato (forma em que os compostos fendlicos se encontram na amostra
para facilitar a reac¢do), produzindo uma mistura de Oxidos de tungsténio e molibdénio com
coloracdo azul (moléculas reduzidas), que absorve a um comprimento de onda de 750-765 nm,
permitindo a quantificacdo de compostos redutores, pois a intensidade da colorac@o desenvolvida
€ proporcional ao teor fendlico (Valentdo, 2002; Prior et al., 2005; Apak et al., 2007; Magalhaes et
al., 2008; Moraes-de-Souza et al., 2011). A reaccao ocorre em meio alcalino, obtido pela adicdo de

carbonato de s6dio em solucdo saturada (Angelo e Jorge, 2007). O acido gélico é utilizado como
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composto padrao de referéncia, sendo os resultados expressos em equivalentes de acido galico
(EAG), normalmente mg/L (Magalhées et al., 2008; Pekal et al., 2012).

Além de moroso e de determinar apenas antioxidantes hidrofilicos (ndo sendo aplicavel a
matrizes e compostos lipofilicos) (Apak et al., 2007; Magalhades et al., 2008), ndo é um método
especifico, tendo a desvantagem de determinar também outras substéncias redutoras adicionadas
ou naturalmente presentes (Angelo e Jorge, 2007) como agUcares, aminas aromaticas, guanina,
compostos de enxofre, acido ascoérbico e outras vitaminas, acidos organicos, ides inorganicos
como Cu (I) e Fe (l), tidis, entre outros (Prior et al., 2005; Magalhédes et al., 2008; Raal et al.,
2012).

2.4.2. Procedimento Experimental

O procedimento de determinacdo de compostos fendlicos totais utilizado foi adaptado a
partir de um método ja publicado (Kosar et al., 2008), com algumas modificacBes. Assim, em
baldes volumétricos de 10 mL, contendo cerca de 6 mL de agua ultra-pura, adicionou-se o volume
adequado de cada amostra (infusbes antes e apds digestao e controlo de digestdo) e 500 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu sem diluicdo. Deixou-se um minuto a temperatura ambiente,
adicionou-se 1,5 mL de uma solucdo de carbonato de sodio a 20% (peso/volume) e perfez-se o
volume a 10 mL com &gua ultra-pura. As misturas assim preparadas foram incubadas durante 2
horas, a 25 °C e no escuro. Findo este tempo, procedeu-se entdo a medicdo da absorvéancia das
amostras num espectrofotobmetro (SPEKOL 1500) a 765 nm, contra um branco preparado da
mesma forma mas substituindo a amostra por agua ultra-pura. Todas as amostras foram
analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fendis totais sido determinada por interpolacéao
de uma recta de calibracéo, preparada da forma j& descrita mas substituindo as amostras por
solugBes de Acido galico com concentracdes entre os 50 e os 500 mg/L. Os resultados obtidos

foram expressos em mg de equivalentes de &cido galico (EAG) por litro de infuséo.

2.5. Determinacdo do Contetddo em Flavondides Totais

2.5.1. Principio do Método

A quantificagc&o dos flavondides totais estd assente no facto de, em meio alcodlico, ocorrer a
formagéo de complexos estéveis entre o aluminio e os flavonodides, o que origina um desvio para
comprimentos de onda mais elevados do maximo de absor¢do destes compostos. Assim, €
possivel avaliar a quantidade de flavondides presentes na amostra em estudo, sem a interferéncia
de outros compostos fendlicos, essencialmente dos &cidos fendlicos, que constantemente
acompanham os flavondides nos tecidos vegetais e também formam complexos com o cloreto de

aluminio, mas absorvem a comprimentos de onda inferiores (Lianda e Castro, 2008). O método
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pode ser pouco exacto, jA que o valor de flavondides totais determinado pode ser diferente
(normalmente inferior) do valor real presente na amostra em estudo. O valor obtido e o real séo
tanto mais proximos quanto maior a propor¢édo de flavondis da amostra, devido ao facto de o
comprimento de onda utilizado, ou seja, 425 nm, corresponder ao maximo de absor¢cdo do
complexo quercetina-aluminio. Sendo assim, os complexos de flavanonas e flavan6is com o
aluminio, que absorvem na gama entre 310 e 320 nm, ndo contribuem para a absorvancia a 425
nm (Popova et al., 2004).

2.5.2. Procedimento Experimental

O procedimento de determinacéo dos flavonoides totais utilizado foi adaptado a partir de um
método ja publicado (Popova et al., 2004), com algumas modificacdes. Assim, misturou-se em
baldes de 10 mL, 1000 uL de amostra (infusdes antes e apds digestdo e controlo de digestao),
com 400 uL de uma solucdo 20 g/L de cloreto de aluminio em etanol e 500 L de acido acético e
completou-se o volume com etanol. Para todas as amostras foram preparados os respectivos
brancos, sem adicdo de cloreto de aluminio. Apés um periodo de incubacdo de 40 minutos, no
escuro e a temperatura ambiente, efectuou-se a leitura da absorvancia, a 425 nm
(espectrofotometro SPEKOL 1500), de todas as amostras contra o respectivo branco. A
concentracdo de flavondides foi determinada por interpolacdo de uma recta de calibracdo
elaborada como descrito anteriormente, mas substituindo as amostras por solucdes alcodlicas de
guercetina, com concentracdes entre 1 e os 10 mg/L (concentrac@es finais). Os resultados obtidos

foram expressos em mg de equivalentes de quercetina (EQ) por litro de infuséo.

2.6. Determinacdo da Capacidade Antioxidante
2.6.1. Avaliacdo da capacidade de reducédo do Cu (ll) pelo ensaio CUPRAC

2.6.1.1. Principio do Método

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na redu¢éo do Cu
(I1) para Cu () através da accdo de antioxidantes redutores (mecanismo SET), presentes numa
amostra. Esta reacc¢do origina um complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) na forma
reduzida, que apresenta uma coloragéo intensa com um méximo de absor¢éo a 450 nm. Como tal,
a reducdo da forma oxidada do complexo referido pelos componentes da amostra € determinada
espectrofotometricamente mediante a leitura da absorvancia a 450 nm (Apak et al., 2004). Este
método é simples, barato, rapido, reprodutivel e sem necessidade de aparelhos muito sofisticados
(Apak et al., 2004; Apak et al., 2007). A reac¢do ocorre em meio neutro, obtido pela adicdo de

tampdo de acetato de aménio. O acido ascorbico é utilizado como composto padréo de referéncia,
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sendo os resultados expressos em equivalentes de 4cido ascorbico (EAA), normalmente ymol/g
de amostra (Apak et al., 2004).

A neocuproina tem uma limitada solubilidade em agua, sendo dissolvida e diluida apenas
em solventes organicos (Prior et al., 2005) mas o complexo formado é solavel tanto em meio
aquoso como organico, tornando este ensaio capaz de quantificar antioxidantes hidrofilicos e
lipofilicos (Apak et al., 2007). A reaccédo decorre a pH préximo do fisiologico e é relativamente
insensivel aos factores luz, ar, humidade e pH. O método consegue detectar antioxidantes do tipo
tiol (como a glutationa, a cisteina, entre outros) e o cobre tem um potencial de oxidacéo-reducao
inferior ao do ferro, metal também utilizado em ensaios que avaliam a capacidade antioxidante
pela capacidade redutora, permitindo que as suas reac¢fes sejam mais selectivas, ou seja,
possibilitando que interferéncias comuns, como é o caso das de substratos oxidaveis como
acUcares e acido citrico, ndo sejam oxidadas neste ensaio (Apak et al., 2004; Prior et al., 2005).

2.6.1.2. Procedimento Experimental

O procedimento do ensaio CUPRAC foi adaptado a partir de um método ja publicado (Apak
et al., 2004), com algumas modificacdes. Para tal, adicionaram-se em tubos de ensaio, 1 mL de
cada uma das seguintes solucdes: cloreto de cobre (Il) bihidratado (10 mM), acetato de amoénio (1
M) e neocuproina (7,5 mM em etanol 96%). Ao mesmo tubo adicionaram-se de seguida 0s
volumes adequados (entre 7,5 e 15 yL) de cada uma das amostras antes e apés digestdo, bem
como do controlo de digestdo, perfazendo com agua ultra-pura para se obter um volume final de
4,1 mL. Apés incubacdo de uma hora a temperatura ambiente e no escuro, efectuou-se a leitura
da absorvancia das amostras a 450nm (espectrofotdbmetro SPEKOL 1500), utilizando como branco
a mesma mistura mas substituindo a amostra por igual volume de agua. As amostras foram
analisadas em triplicado tendo a actividade antioxidante sido determinada por interpolagéo de uma
recta de calibragdo, preparada da forma ja descrita, mas substituindo apenas as amostras por 1,1
mL das solu¢des padrdo de &cido ascoérbico (15,625; 31,25; 62,5; 125; e 250 yM). Os resultados

foram expressos em pmol de equivalentes de acido ascérbico (EAA) por litro de infuséo.

2.6.2. Avaliacdo da Capacidade de Quelacao do Fe (ll)

2.6.2.1. Principio do Método

A determinacdo da capacidade quelante das amostras em estudo foi realizada através do
ensaio da capacidade de quelacdo do Fe (II), um método baseado na prevencédo da formagéo de
ROS - por intervencao do ferro na reaccédo de Fenton (Fe** + H,0, — Fe*" + HO'+ HO') (Ferreira
e Matsubara, 1997; Magalh&es et al., 2008) ou pelo seu papel catalisador na reaccdo de Haber-
Weiss (02" + H,0, -*— HO+ HO + O,) (Ferreira e Matsubara, 1997) — através da acc&o
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combinada de todos os agentes quelantes presentes na amostra em estudo. Esta capacidade
pode ser detectada com o auxilio da ferrozina (sal dissddico de acido 3-(2-piridil)-5,6-difenil1,2,4-
triazina4’,4”-dissulfénico), um agente cromogénico que complexado com o Fe (Il) gera a
[Fe(ferrozina)3]4' e apresenta uma coloragdo résea, que absorve a um maximo de 562 nm e cuja
intensidade depende da quantidade de Fe (ll) disponivel em solucdo. Desta forma, pode
determinar-se espectrofotometricamente a quelacdo efectuada pelos agentes quelantes existentes
na amostra, pois o valor de absorvancia é inversamente proporcional a taxa de quelagao do Fe (I1)
e, consequentemente, a capacidade antioxidante da amostra (Geckil et al., 2005; Lima et al.,
2010). O solvente da reaccgédo é a agua ultra-pura. O EDTA é utilizado como composto padrao de
referéncia, sendo os resultados expressos em equivalentes de EDTA (EEDTA), normalmente em
mM (Geckil et al., 2005).

2.6.2.2. Procedimento Experimental

O procedimento de determinag&o da capacidade quelante do Fe (ll) utilizado foi adaptado a
partir de um método ja publicado (Geckil et al., 2005), com algumas modificacdes. Assim,
adicionou-se num microtubo 75 uL de cada uma das amostras a analisar (infusdes antes e apos
digestao e controlo da digestédo) e 40 pL de solugdo de FeSO,4.7H,0 (0,2 mM), seguindo-se uma
incubacéo de cinco minutos a temperatura ambiente. Findo este tempo, adicionaram-se 80 pL de
solucdo de ferrozina (5 mM), perfazendo-se o volume a 800 uL com agua ultra-pura. O controlo
negativo e os controlos de interferéncia para cada amostra analisada foram preparados da mesma
forma, no entanto no primeiro substituiu-se o volume de amostra por igual volume de agua ultra-
pura, enquanto no segundo se substituiu o volume de reagentes (FeSO,.7H,O e ferrozina) por
igual volume de &gua ultra-pura. Apés agitagdo vigorosa, procedeu-se a uma nova incubacgdo
durante dez minutos a temperatura ambiente no escuro e, findo esse tempo, procedeu-se a leitura
das respectivas absorvancias em espectrofotometro (SPEKOL 1500) a 562 nm, contra agua ultra-
pura. Todas as amostras foram analisadas em triplicado e a capacidade antioxidante por quelagdo
do Fe (Il) das mesmas foi determinada por interpolagédo de uma curva de dose-resposta construida
com solucdes-padrdo de EDTA em agua (concentragfes finais de 0 a 2 mM), preparadas e
analisadas de acordo com o mesmo protocolo aplicado as amostras, apenas substituindo o
volume de amostra por 75 yL de EDTA da concentragdo correspondente e apés calculada a

percentagem de inibicdo da formacéo dos complexos [Fe(ferrozina)s]*, dada pela equacéo:

|nibi§50 (%) = [(AbS controlo negativo) - (AbS amostra — Abs controlo interferéncia)/(AbS controlo negativo)] x 100
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2.6.3. Capacidade de Sequestro do Radical Anido Superéxido
2.6.3.1. Principio do Método

A determinacdo da capacidade antioxidante das amostras em estudo em funcdo do
sequestro de O, foi realizada através do método colorimétrico de diminuicdo da formacdo de
formazano, um método operacionalmente moroso mas bastante sensivel e com grande
importancia biolégica, uma vez que o radical anido superdxido pode formar-se in vivo no decurso

dos processos metabdlicos (Magalhées et al., 2008).

O radical anido superéxido reage com o NBT?, reduzindo-o a formazano (Figura 2.3). Este
composto apresenta uma coloragdo azul, com um maximo de absorcao a 560 nm. Assim, qualquer
molécula com a capacidade de sequestrar o radical superoxido origina uma diminuicdo da
velocidade de reducéo do NBT?, que se traduz por uma diminuicdo da taxa de aumento da
absorvancia a 560 nm (Valentéo et al., 2001). Neste ensaio, o radical anido superéxido foi gerado
pelo sistema PMS e pelo NADH: o PMS, ap6s ter sido reduzido pelo NADH, reage com o oxigénio,
produzindo o radical do anido superéxido (Nakamura et al., 1992). A reaccdo ocorre em meio
neutro, obtido pela adicdo de tampédo de fosfatos (Valentdo et al., 2001; Alves et al., 2010). O
acido galico é utilizado como controlo positivo de referéncia, sendo os resultados normalmente
expressos em termos de Clsp, a concentracdo responsavel por 50% de inibicdo da reducdo do
NBT?* (Valentdo et al., 2001).
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Figura 2.3 — Estrutura do (A) NBT?" e do (B) formazano (Valent&o et al., 2001).

2.6.3.2. Procedimento Experimental

O procedimento de determinagédo da capacidade sequestrante de O, pela diminuicdo da
formacdo de formazano foi adaptado a partir métodos j& publicados (Nakamura et al., 1992;
Valentdo et al., 2001), com algumas modifica¢cdes. Sendo assim, adicionaram-se em cuvetes de
espectrofotometro diferentes volumes das amostras (infusdes antes e apds digestéo e controlo da
digestdo) ou das suas diluicbes, de modo a testar diferentes concentragfes, completando-se
posteriormente com &gua ultra-pura, até 200 pL. Seguidamente, adicionaram-se 300 pL de NADH
1,66 mM em tampédo de fosfatos (19 mM, pH 7,4), 300 uL de NBT*" 430 pM em tamp&o de
fosfatos (19 mM, pH 7,4) e tampé&o de fosfatos (19 mM, pH 7,4) a fim de se completar o volume a

2 950 pL. A reaccéo iniciou-se com a adi¢do de 50 pL de PMS 162 pM em tampao de fosfatos (19
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mM, pH 7,4) acompanhando-se a variagdo 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 (dgua ultra-pura). As determinaces foram realizadas em
triplicado, num espectrofotémetro (SPEKOL 1500). A percentagem de inibicdo da reducédo do
NBT*" de cada uma das concentracbes das amostras foi calculada em relacdo ao controlo

recorrendo a seguinte expressao:

%mlleéO = [(Varia@‘éo absorvancia do controlo — Varia(}éo absorvancia da amostra)/(variagao absorvancia do controlo)] X 100

Por fim, foram construidas curvas de percentagem de inibicdo versus percentagem de
amostra, de forma determinar a percentagem de infusdo que provocou 50% de inibicdo da

reducédo do NBT*', ou seja, o valor de Clsg.

2.6.4. Capacidade de Sequestro do Radical Hidroxilo

2.6.4.1. Principio do Método

A determinacdo da capacidade antioxidante das amostras em estudo em funcdo do
sequestro de HO' foi realizada através do método colorimétrico da degradagdo da desoxirribose,
um método pouco selectivo mas simples, barato e com alguma importancia biolégica (Magalhdes
et al., 2008; Alves et al., 2010; Chobot, 2010), cujo mecanismo bésico consiste numa reaccdo em
gue o HO' produzido pelo sistema de Fenton (Figura 2.4) é capaz de degradar a desoxirribose,
formando-se uma mistura de diversos produtos fragmentados. Com um aumento de temperatura,
estes originam malonildialdeido (MDA) que por sua vez reage com o &cido tiobarbitlrico (TBA),
originando um composto cromogénico (MDA-TBA) de coloracé@o rosa que possui um méaximo de
absorcdo a um comprimento de onda de 532 nm (Figura 2.5). Assim, é possivel a quantificagdo
indirecta das substéncias degradativas através da determinacdo da absorvéncia a este
comprimento de onda, sendo a intensidade da coloragédo desenvolvida proporcional ao MDA-TBA
formado (Valentdo, 2002; Magalhdes et al., 2008; Filgueiras et al., 2009; Alves et al., 2010;
Chobot, 2010). Qualquer molécula capaz de sequestrar HO" ou prevenir a sua formagéo por
desactivacdo da molécula de H,O, (transformando-a em H,O) ir4 conduzir a uma diminui¢do da
formacdo do MDA-TBA, visto que, & medida que sdo formados, os radicais sdo imediatamente
neutralizados, pois existe uma competicdo entre a desoxirribose e os antioxidantes existentes no
meio reaccional, podendo assim determinar-se espectrofotometricamente a neutralizagao
efectuada pelos compostos sequestrantes existentes na amostra, sendo o valor de absorvancia
inversamente proporcional a taxa de sequestro do HO" e, consequentemente, a capacidade
antioxidante da amostra (Magalhdes et al., 2008; Alves et al., 2010; Chobot, 2010). A reacc¢éo

ocorre em meio acido, obtido pela adicdo de acido tricloroacético (Chobot, 2010). Os resultados
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sdo normalmente expressos em termos de Clsp, que evidencia a concentragdo responsavel por
50% da inibicdo da degradacgdo da desoxirribose (Filgueiras et al., 2009).

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

Fe**- EDTA + H,O,— OH +'OH + Fe** - EDTA

Figura 2.4 — Sistema de Fenton, evidenciando as reacc¢des necessarias a formacao do radical
hidroxilo (Filgueiras et al., 2009).

, HSYNi OH |
Nx
HO&H, o] H CI:HO H SYN‘ OH H ’NYSH
WL -(ISHz TBA N J=CH—CH=CH-x ‘N + 2H,0
HO H CHO OH OH
Desoxirribose MDA Cromogénio (MDA-TBA)

Figura 2.5 — Reacc¢des de formagéo do composto MDA-TBA (adaptado de Chobot, 2010).

A formacdo do complexo Fe-EDTA evita a formacdo de complexos entre o ferro e as
substancias presentes nas misturas de ensaio, a desoxirribose ou o0 acido ascorbico, nao
impedindo a participacdo do ferro na reaccdo de Fenton (Chobot, 2010). Quando o ensaio é
realizado na auséncia de EDTA a desoxirribose pode quelar o Fe (lll) o que origina uma maior
degradacé&o desta molécula, devido a sintese site specific dos radicais hidroxilo (Chobot, 2010).

2.6.4.2. Procedimento Experimental

O procedimento de determinacdo da capacidade sequestrante de HO™ pela diminuicdo da
degradacédo da desoxirribose foi adaptado a partir de um método ja publicado (Chobot, 2010), com
algumas modificagfes. As determinacdes foram efectuadas em triplicado, num espectrofotémetro
(SPEKOL 1500), a 532 nm. Num tubo de ensaio adicionou-se pela seguinte ordem: 690 uL de
tampéo de fosfatos de potassio (15 mM, pH 7,4), 100 puL de amostra, 100 pL de desoxirribose (28
mM), 50 uL de H,0O; (28,4 mM), 50 pL de solugédo de FeCly/EDTA (FeCl; 400 uM dissolvido em
2mM de Na,EDTA.2H,0) e por fim, 10 pL de &cido ascérbico (5 mM), perfazendo, assim, um
volume final de 1 mL. Esta mistura reaccional foi incubada a 37 °C durante uma hora, apés a qual
se adicionou 1 mL de solucdo de TBA (1% peso/volume em NaOH 50 mM) e 1 mL de &cido

tricloroacético (2,8% peso/volume). A solucdo resultante foi aquecida durante 15 minutos, em
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banho de &gua, a 100 °C. Terminado o tempo de incubacdo, a amostra foi sujeita a um
arrefecimento, com posterior leitura da absorvéancia a 532 nm. Realizou-se, igualmente, um
branco, contendo todos os componentes da mistura reaccional mas substituindo a desoxirribose
por igual volume de agua, a fim de averiguar a existéncia de produtos TBA reactivos, provenientes
de contaminantes presentes no material ou reagentes. Efectuou-se, identicamente, um controlo
positivo, contendo todos 0os componentes da mistura reaccional mas substituindo a amostra por

igual volume de agua.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da formacédo de produtos
reactivos face ao TBA relativamente ao controlo positivo, calculada recorrendo a seguinte

expressao:

%lnibig&o = [(Absorvancia controlo posiive — ADSOIVANCIA amostra)/ (ADSOIVaNCIa controlo positivo)] X 100

2.7. Analise Estatistica dos Resultados

O tratamento estatistico dos resultados obtidos ao longo do trabalho experimental elaborado
foi efectuado recorrendo & utilizacdo do software computacional 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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3.1. Preparacdo das Amostras

Foram preparados 300 mL de infus&o e no final do processo o volume obtido foi cerca de
dois tercos do inicial, devido a evaporacédo durante a ebuli¢cdo e, essencialmente, a absorcao por
parte do material vegetal. Devido ao facto de as infusfes sujeitas a simulacéo da digestao terem
sido diluidas durante os processos de acerto de pH e de adicdo das solugbes de enzimas
digestivas, as suas concentracdes finais em constituintes seriam inferiores as das infusdes iniciais.
Assim, para que se pudessem comparar entre si as infusbes antes e apés a digestéo in vitro,
igualaram-se os volumes finais através da adi¢cdo de agua ultra-pura as infusdes ndo digeridas.
Além disso, nao esta garantido que todos os constituintes que se pretendia estudar tenham sido
extraidos da planta. Por tais razfes, se as determinacdes efectuadas fossem apresentadas por
grama de planta seria incorrecto, tendo-se preferido apresentar os resultados por litro de infuséo.
Sendo objectivo deste trabalho simular o que ocorre no quotidiano dos consumidores de infusbes
(que certamente ndo extrairdo o total fendlico das infusdes que ingerem), a apresentacdo dos
resultados nestes termos sera a mais indicada. As infusdes finais, mantidas no escuro e a baixas
temperaturas, foram separadas em aliquotas para que se pudesse retirar apenas 0 volume
necessario para cada ensaio, sendo sempre evitado o contacto das mesmas com a luz, oxigénio e

temperaturas elevadas.

3.2. Determinacéo do Conteudo em Fendlicos Totais

Na determinacdo dos compostos fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteu, foi
possivel verificar a ocorréncia da reaccdo de oxidacdo-reducdo entre o heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico e os ides fenolato (representativos dos fendlicos existentes na
amostra) pois as solucbes preparadas em balBes volumétricos, inicialmente com uma cor
amarelada, terminaram o tempo de incubagdo com uma coloragdo azul. O coeficiente de
determinacao (** = 0,9998) da curva de calibracdo evidenciou um bom ajuste dos pontos a
mesma, significando que se verificou uma relacdo linear entre o valor de absorvancia das
solugBes-padréo de acido gélico a 765 nm apos a reaccdo com o reagente de Folin-Ciocalteu e a
sua concentracdo (em mg/L), que se pode traduzir pela equacdo y = 0,1005x + 0,0169. Tal
equacdo permitiu determinar o teor fendlico das amostras em estudo, expresso em mg de
equivalentes de acido galico (EAG) por litro de infuséo.

A andlise do teor em compostos fendlicos totais das infusGes medicinais (Tabela 3.1, Figura
3.1) permitiu verificar a existéncia de uma variagao significativa no conteudo fendlico entre as duas
infusdes, tanto antes como depois da digestdo gastrointestinal simulada, tendo as infuses de flor
de laranjeira um teor fendlico significativamente mais elevado que o das infusdes de flor de
camomila. A comparacdo do teor de fendis totais das infusdes de flor de camomila e laranjeira
antes da simulacéo da digestdo gastrointestinal com outros valores publicados na literatura torna-

se dificil devido aos procedimentos de preparacao das amostras serem bastante variaveis no que
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concerne aos solventes utilizados (agua, metanol, etanol, misturas de etanol e 4gua, etc.), e ao
tempo e temperatura de extrac¢do, bem como a forma como se expressam os resultados. No
entanto, estudos prévios, em que se comparou o teor em fendis totais de 70 infusbes de ervas
diferentes, também mostraram valores relativamente baixos para a infuséo de flor de camomila,
ficando esta na posi¢do 50 (Katalinic et al., 2006). Esta tendéncia estd de acordo com os

resultados obtidos no presente trabalho.

Tabela 3.1 — Contetdo médio em compostos fendlicos totais das infusdes medicinais e do controlo da
digestédo pelo método de Folin-Ciocalteu.

Fendlicos Totais (mg EAG/L de infuséo)

Amostra N&o digerida Digerida

Flor de camomila 549% + 22 531%+ 18

Flor de laranjeira 911° + 35 876" + 49
Controlo da digestdo - 11°+1

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).

Teor em Compostos Fendlicos Totais
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Ndo Digerida Digerida Ndo Digerida Digerida

Teor Fendlicos Totais (mg EAG/L infusao)

Flor de Camomila Florde Laranjeira Controlo Digestao

Figura 3.1 — Contetdo médio em compostos fendlicos totais das infuses medicinais e do controlo da
digestéo, valores com letras diferentes séo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).

Em relacdo ao controlo da digestdo, os resultados mostraram a existéncia, nas solucdes
enzimaticas utilizadas, de compostos capazes de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu, no entanto
o resultado € baixo quando comparado com o das infusdes e, deste modo, pode considerar-se
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esta interferéncia negligenciavel. Os resultados obtidos mostram que a simulacdo da digestao
gastrointestinal n&o parece exercer nenhum efeito sobre as infusdes das duas plantas em estudo,
pois estes valores ndo variaram de forma significativa antes e apos a digestéo in vitro das duas
infusbes (Tabela 3.1, Figura 3.1). Estudos efectuados a outras infusbes aquosas mostraram
resultados diferentes, verificando-se um decréscimo do teor em compostos fendlicos totais apés
digestdo simulada (Bermudez-Soto et al., 2007; Siracusa et al., 2011). No entanto, outros autores,
estudando outros tipos de infusdes de plantas, evidenciaram que, dependendo da sua estrutura,
existem compostos fendlicos sensiveis a digestéo in vitro enquanto outros nao séo afectados por
este processo (Record e Lane, 2001; Porfirio et al, 2010; Gido et al.,, 2012). Os resultados
sugerem assim que os principais compostos fendlicos presentes nas infusdes de flor de camomila
e de laranjeira sejam resistentes a digestao gastrointestinal ou, pelo menos, que a sua capacidade

para reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau ndo se altera com este processo.

3.3. Determinacdo do Conteudo em Flavonoides Totais

O coeficiente de determinacdo (r* = 0,9992) da curva de calibracdo evidenciou um bom
ajuste dos pontos a mesma, significando que se verificou uma relacdo linear entre o valor de
absorvancia das solucGes-padrdo de quercetina a 425 nm apds a reaccdo com o catido de
aluminio e a sua concentracdo (em mg/L), que se pode traduzir pela equacdo y = 0,0597x +
0,0074. Tal equacdo permitiu determinar o teor em flavonéides das amostras em estudo, expresso
em mg de equivalentes de quercetina (EQ) por litro de infuséo.

A analise do teor em flavondides totais das infusdes medicinais antes da digestdo (Tabela
3.2, Figura 3.2), permitiu verificar que a infuséo de flor de camomila € significativamente mais rica
em flavondides que a infusdo de flor de laranjeira. Relativamente a amostra de controlo da
digestao, os seus valores de absorvéancia ficaram bastante abaixo dos valores correspondentes a
primeira solucdo-padrdo da curva linear de calibracdo, significando que a solugdo ndo possui
compostos interferentes com o método em questao, podendo os seus valores ser desprezados. Ao
contrario do que se verificou com os compostos fendlicos totais, no caso dos flavondides verificou-
se um decréscimo apés a simulacéo da digestdo, apresentando as amostras digeridas teores,
nestes compostos, significativamente inferiores aos das amostras nao digeridas. Este decréscimo
foi consideravelmente mais acentuado na infusdo de flor de camomila, onde o teor em flavondides
totais sofreu uma reducéo de cerca de 83%, do que na de flor de laranjeira, onde este valor se
reduziu em cerca de 17%. O decréscimo verificado no teor em flavondides totais das amostras, em
especial para a amostra de flor de camomila, que se verificou apds digestdo simulada pode
significar que a digestéo in vitro influenciou de algum modo a quantidade de flavonoides presente
na amostra, tendo também sido evidenciado semelhante caso no conteido em catequinas do cha
verde pela sua sensibilidade as condicdes tipicas do intestino (Green et al., 2007).
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Tabela 3.2 — Conteddo médio em flavondides totais das infusdes medicinais e do controlo da digestéo.

Flavonoides Totais (mg EQ/L de infuséo)

Amostra Nao digerida Digerida
Flor de camomila 92,91% + 4,29 16,15° +2,19
Flor de laranjeira 49,61° + 1,20 41,23°+1,87
Controlo da digestdo - 0,00°+0

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).
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120

100

80

60

c
d
40
b
20
= ;
0]

Ndo Digerida Digerida Ndo Digerida Digerida

Teor Flavondides Totais {mg EQ/L infusdo)

Flor de Camomila Florde Laranjeira Controlo Digestao

Figura 3.2 — Contetido médio em flavondides totais das infusdes medicinais e do controlo da digestéo,
valores com letras diferentes sao significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).

Na infuséo de flor de camomila, o decréscimo flavondlico sem perda de contetdo fendlico e,
como posteriormente se confirmara, capacidade antioxidante sugere que os flavondides existentes
sejam mais sensiveis que os da outra infusdo (por diferencas estruturais) e, em contacto com as
condigBes fisicas e quimicas da digestdo, tenham sido transformados noutros produtos que,
apesar de continuarem a ser identificados pelo ensaio de Folin-Ciocalteu, ndo o séo pelo ensaio
de complexacdo do aluminio, o que ndo implica que tenham perdido a sua capacidade
antioxidante e que tenham deixado de estar biodisponiveis (Green et al., 2007).

Sabendo que uma das limitacdes do ensaio do AICl; € a subestimativa nas determinacdes
de amostras ricas em flavanonas, que complexadas ndo contribuem para os valores de
absorvancia determinados a 425 nm (Popova et al., 2004; Apak et al., 2007), e considerando que
os flavondides da infusdo de flor de laranjeira sdo maioritariamente flavanonas glicosiladas
(naringina, hesperidina e neo-hesperidina) (Castillo et al., 1992; Yang et al., 2010; Hosseini et al.,
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2011), enquanto no caso da infusdo de for de camomila sdo flavonodis e flavonas (McKay e
Blumberg, 2006; Harbourne et al., 2009; Novékova et al., 2010; Singh et al., 2011; Raal et al.,
2012), é possivel que a estimacgédo dos teores seja mais real no caso desta Ultima infusédo do que
no da primeira. Visto nenhum método colorimétrico conseguir detectar simultaneamente todos os
tipos de flavondides (o ensaio do AICI; apenas detecta flavondis e flavonas), seria uma mais-valia
ter efectuado um ensaio em que se recorre ao reagente de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina), que
reage melhor com flavanonas e flavanondis, somando-se depois os resultados de cada ensaio

para obter o contetdo flavondlico total da amostra (Chang et al., 2002).

Com o objectivo de tentar estabelecer alguma relacdo entre a constituicdo fendlica e
flavondlica das amostras em estudo determinou-se a razéo entre os teores das diversas amostras

relativamente aos pardmetros enunciados (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 — Relac&o entre o teor em flavonoides e compostos fendlicos totais das infusdes medicinais.

Razéo Flavonoides/Fenois Totais (%)

Amostra N&o digerida Digerida
Flor de camomila 17 3
Flor de laranjeira 5 5

A infusdo de flor de camomila ndo digerida, com um contetdo fendlico total baixo, contém
um contetdo em flavonéides mais alto que o da infuséo de flor de laranjeira, que por seu lado tem
um conteldo fendlico total mais elevado. Desta forma, € possivel verificar que os flavondéides
contribuem mais fortemente para a composicdo fendlica total da infusdo de camomila,
representando cerca de 17%, do que da infusdo de flor de laranjeira, onde representam cerca de
5%. Contudo, dada a sensibilidade destes compostos, especialmente dos da infusdo de camomila

as condic¢des gastrointestinais, nas amostras digeridas esta situacdo acaba por se inverter.

3.4. Determinacao da Capacidade Antioxidante

A pesquisa cientifica ligada aos antioxidantes aumentou consideravelmente nos ultimos
anos, assim como o nimero de métodos desenvolvidos que permitem medir a sua actividade. Nos
sistemas bioldgicos existem diversas formas de antioxidantes, assim como de radicais livres e
oxidantes, com caracteristicas fisico-quimicas diferentes e que podem actuar por diferentes
mecanismos consoante o sistema de reacc¢do. Devido a estes factores, nenhum dos ensaios
existentes poderd detectar simultaneamente todos os antioxidantes de um sistema complexo. N&o
havendo nenhum método padréo validado que possa fazer tais determina¢cdes com precisdo, 0

ideal nestas situacdes sera conjugar diversos dos métodos existentes, tendo em conta todos 0s
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convenientes e inconvenientes de cada método, de modo a conseguir obter uma informagéo mais
realista da capacidade antioxidante. Assim, a capacidade antioxidante das infusdes antes e apds
simulacdo da digestdo gastrointestinal foi avaliada recorrendo a um ensaio de determinagéo da
capacidade redutora (ensaio CUPRAC), um ensaio de quelacdo de Fe (ll) e dois ensaios de
sequestro de duas das principais ROS que podem formar-se in vivo: os radicais anido superéxido

e hidroxilo.

3.4.1. Avaliacéo da reducao do Cu (ll) pelo ensaio CUPRAC

O coeficiente de determinagéo (r2 = 0,9995) dado pela curva linear de calibracéo evidenciou
um bom ajuste dos pontos a mesma, significando que se verificou uma relacédo linear entre o valor
de absorvancia das solucfes-padrdo de acido ascorbico a 450 nm apds a reacgdo com 0S
reagentes fornecidos e a sua concentracdo (em pM), que se pode traduzir pela equagédo y =
0,004x + 0,063. Tal equacao permitiu quantificar a capacidade antioxidante das amostras em
estudo, expressa em mmol de equivalentes de &cido ascorbico (EAA) por litro de infuséo,
encontrando-se os resultados obtidos na Tabela 3.4 e Figura 3.3.

Tabela 3.4 — Capacidade antioxidante CUPRAC das infusdes medicinais e do controlo da digesté&o.

Capacidade Antioxidante CUPRAC (mmol EAA/L de infus&o)

Amostra N&o digerida Digerida
Flor de camomila 5,45% + 0,05 5,44% + 0,07
Flor de laranjeira 6,89° +0,17 6,33+ 0,10
Controlo da digestéo - 0,006 + 0,05

Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).
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Figura 3.3 — Capacidade antioxidante das infusdes e do controlo da digestdo determinada pelo ensaio
CUPRAC, valores com letras diferentes séo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).
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Relativamente a amostra de controlo da digestdo, os seus valores de absorvancia estao
bastante abaixo dos valores correspondentes a primeira solucdo-padrdo da curva linear de
calibracdo, significando que a solucdo ndo possui compostos positivamente interferentes com o

método em questdo, podendo os seus valores ser desprezados.

A andlise da capacidade antioxidante das infusdes medicinais pelo ensaio CUPRAC (Tabela
3.4, Figura 3.3) permite verificar a existéncia de diferencas significativas entre as duas infusoes,
tanto antes como depois da digestdo gastrointestinal simulada, tendo ambas as infusdes de flor de
laranjeira um teor antioxidante mais elevado comparativamente as duas infusdes de flor de
camomila, respectivamente. Também em relacdo a forma como a digestédo afectou a actividade
CUPRAC de ambas as infusdes se verificaram comportamentos diferentes. Assim, enquanto 0s
compostos responsaveis pela actividade CUPRAC da infuséo de flor de camomila ndo parecem ter
sido afectados pela simulacdo da digestdo, alguns dos compostos responsaveis por esta
actividade na infuséo de flor de laranjeira terdo sido sensiveis a digestdo gastrointestinal simulada,
0 que se evidencia pela diminuicdo, bastante pequena (8%) mas significativa, no valor de
CUPRAC obtido na amostra digerida. Esta diferenca, mais uma vez, pode ser explicada pela

diferenga na constituicdo fendlica de ambas as infus@es.

Estes resultados apresentaram uma tendéncia concordante com o teor em compostos
fendlicos totais das amostras, uma vez que os valores CUPRAC seguiram a mesma ordem
verificada no ensaio de Folin-Ciocalteu: flor de laranjeira ndo digerida > flor de laranjeira digerida >
flor de camomila ndo digerida > flor de camomila digerida. Desta forma, os resultados sugerem
gue os compostos fendlicos sejam os responsaveis maioritarios pela capacidade antioxidante das
infusbes analisadas detectada pelo ensaio CUPRAC, havendo outros estudos em infusdes
aguosas que corroboram esta hipotese (Avello et al., 2012; Pekal et al., 2012). No entanto, dentro
dos compostos fendlicos, os flavondides ndo parecem ser aqueles que mais contribuem para a
capacidade antioxidante detectada pelo ensaio CUPRAC, uma vez que a reducdo significativa que
se verifica apos digestdo da infusdo de flor de camomila ndo é acompanhada por uma redugéo
significativa da actividade CUPRAC.

3.4.2. Determinacado da Capacidade de Quelacao do Fe (ll)

Sabendo que o ferro, um i&o metalico de ocorréncia hiolégica, tem efeitos pr6-oxidantes na
sua forma ferrosa livre (Fe**) e um papel significativo nas reaccOes de Fenton e Haber-Weiss, é
esperado que origine ROS, havendo no entanto compostos que contrariam essa tendéncia por se
complexarem com 0 mesmo, através da quelagéo (Soares et al., 2005), que poderéa ser vista como
um mecanismo de capacidade antioxidante, visto impedir a participacdo do Fe (ll) nas reac¢bes
acima enunciadas (Geckil et al., 2005).

Na determinac@o da capacidade antioxidante através do ensaio de quelagédo do Fe (ll),

efectuou-se uma curva de calibracdo com o EDTA. O coeficiente de determinacédo (r* = 0,9888)
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desta evidencia um bom ajuste dos pontos a mesma, significando que existe uma relacgao linear
entre o valor de inibicdo das solugbBes-padrdo de EDTA a 562 nm apds a reaccdo com 0S
reagentes fornecidos e a sua concentracdo (em mM), que se pode traduzir pela equacdo y =
874,9x + 4,4631. Tal equacdo permitiu quantificar a capacidade antioxidante das amostras em
estudo por quelacdo de Fe (ll), expressa em pmol de equivalentes de EDTA (EEDTA) por litro de

infuséo (Tabela 3.5, Figura 3.4).

Tabela 3.5 — Capacidade quelante média das infusGes medicinais e do controlo da digestdo determinada pelo

ensaio de quelagéo do Fe (l1).

Capacidade Quelante Fe (ll) (uM EEDTA)

Amostra N&o digerida Digerida
Flor de camomila 70,82% + 2,54 85,21b +2,72
Flor de laranjeira 43,16° + 2,59 90,29° + 3,21
Controlo da digestédo - 105,62% + 2,08

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).
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Figura 3.4 — Capacidade de quelacéo do Fe (ll) das infus6es medicinais e do controlo da digestéo, valores
com letras diferentes sao significativamente diferentes, de acordo com o teste t (p < 0,05).

Analisando os dados obtidos (Tabela 3.5, Figura 3.4) é possivel verificar que ambas as
infusdes possuem capacidade quelante de Fe (Il), tendo as duas sido capazes de dificultar a
formagdo dos complexos entre o Fe (ll) e a ferrozina. Esta capacidade foi, no entanto,
significativamente superior na infuséo de flor de camomila que na de laranjeira, o que pode sugerir

um maior envolvimento dos flavonéides nesta actividade. Neste ensaio verificou-se a existéncia de
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interferéncia por parte das enzimas utilizadas durante a digestéo in vitro. Com efeito, o controlo da
digestdo apresentou uma capacidade de quelacdo de ferro superior a qualquer uma das amostras,
impossibilitando assim a avaliacdo do efeito da digestdo sobre os compostos envolvidos presentes

em ambas as infusGes neste mecanismo de capacidade antioxidante.

O valor de interferéncia da amostra no controlo da digestdo significa que este possui
moléculas com capacidade para efectuar a quelacdo do Fe (Il). Assim, no caso das amostras
digeridas, o que se mediu ndo tera sido apenas a capacidade de quelacdo dos compostos
fendlicos como também de todas as proteinas enzimaticas existentes no meio reaccional. Com o
envolvimento das proteinas na formacao destes complexos, os compostos fendlicos poderdo nao
desenvolver a sua capacidade antioxidante méxima (Valentdo, 2002), o que torna impossivel

aplicar uma simples subtraccdo da interferéncia.

3.4.3. Avaliacdo da Capacidade de Sequestro do Oy~

Para a determinacédo da capacidade de sequestro do radical anido superoxido das amostras
em estudo recorreu-se ao método da inibicdo da formacdo de formazano. A capacidade de
sequestro do radical anido superéxido foi determinada com diferentes percentagens de amostra na
mistura reaccional, de modo a poderem ser construidas curvas de dose-resposta para cada
amostra e calculado o respectivo valor de Clsy, Ou seja a percentagem de amostra na mistura
reaccional responsavel por 50% de inibicdo da formacdo do formazano. O controlo positivo
apresentou valores de variagcdo da absorvancia dentro do intervalo esperado (dados né&o
mostrados), sendo aquele onde a percentagem de inibicdo devera ser maxima (80 a 100%). O
estudo dos resultados para o controlo da digestdo (dados ndo mostrados) evidencia que esta ndo

interferiu nos resultados das amostras.

Todas as amostras apresentaram capacidade de sequestrar o radical anido superéxido,
uma vez que, em relacdo ao controlo, todas as amostras conduziram a uma diminuicdo da
velocidade de formacdo do formazano, resultante da reducdo do NBT?" pelo radical ani&o
superoxido. Esta actividade € particularmente importante uma vez que in vivo ocorre a formacgéo
desta espécie radicalar. A percentagem de inibicdo da formacdo de formazano aumentou com o
aumento da quantidade de amostra presente na mistura reaccional até se atingir um patamar de
saturacdo, que rondou os 50-60% de inibicdo em todas as amostras, excepto no caso da infusao
de flor de camomila nao digerida (que foi ligeiramente mais elevada) (Figura 3.5). Os valores de

Clso das diferentes amostras para este ensaio encontram-se na Tabela 3.6.
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Figura 3.5 — Efeito das infusdes de flor de camomila [n&o digerida (A) e digerida (B)] e de flor de laranjeira
[ndo digerida (C) e digerida (D)] sobre a reducdo do NBT*" induzida pelo O,".

Tabela 3.6 — Clsp média das infusGes medicinais determinada pelo ensaio de sequestro do O;™.

Clso no Sequestro de O, (% de amostra)

Amostra
Flor de camomila

Flor de laranjeira

0,14% + 0,00

0,18° + 0,02

N&o digerida

Digerida
0,18° + 0,00

0,15° + 0,01

Valores com letras diferentes séo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).
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A analise dos dados obtidos (Tabela 3.6, Figura 3.5 A-D) possibilitou concluir que ambas as
infusdes, tanto antes como apo6s digestdo, apresentam capacidade de sequestro do radical em
guestdo, pois conduziram a uma satisfatoria diminuicdo da velocidade de formacdo do composto
formazano, o que demonstra que todas as amostras possuem compostos antioxidantes, algo
bastante relevante tendo em conta a importancia do controlo deste radical nos sistemas

fisioldgicos.

A andlise estatistica efectuada realca o facto de todas as amostras serem semelhantes,
exceptuando também neste caso a infusdo de flor de camomila nédo digerida, que necessitou de
uma quantidade de amostra significativamente inferior para causar 50% de inibicdo. Comparando
esta com a sua amostra digerida (que necessita de uma maior quantidade de amostra para causar
0 mesmo efeito), ndo se pdde deixar de notar uma certa relacdo com o ensaio da determinacdo do
conteudo em flavonéides totais, em que existia uma diminuicdo abrupta de contetdo flavondlico
apos ter sido efectuada a digestdo. Desta forma, é possivel que a diminuicdo da velocidade de
reaccao com o NBT? possa estar ligada ao conteudo flavondlico desta infusdo. Quanto a infusédo
de flor de laranjeira, existe um decréscimo no valor de Clsy, mas este ndo € significativo, podendo
daqui concluir-se que a capacidade sequestrante testada neste ensaio para esta Ultima infusao

nao se altera com a digestao.

3.4.4. Avaliacdo da Capacidade de Sequestro do HO’

Na determinacdo da capacidade antioxidante das amostras em estudo em funcdo do
sequestro de HO', ensaio com relevancia fisioldgica devido a possivel formacdo deste radical em
organismos aerébios (incluindo humanos), foi possivel verificar em todas as amostras a ocorréncia
desse mesmo sequestro, com consequente diminui¢cdo da formac¢do do composto cromogénico
MDA-TBA e correspondente diminui¢cdo da intensidade da coloragdo résea no final do ensaio. Os
resultados foram expressos em termos de percentagem de inibicdo por sequestro de HO™ em
relacdo ao controlo positivo elaborado simultaneamente, tendo os valores do branco do teste sido

subtraidos aos valores de absorvancia das amostras (Tabela 3.7, Figura 3.6).

Tabela 3.7 — Capacidade sequestrante média das infusdes medicinais e do controlo da digestdo determinada

pelo ensaio de sequestro do HO'.

Capacidade Sequestrante HO (%)

Amostra N&o digerida Digerida
Flor de camomila 48,17%+ 0,72 69,59° + 2,32
Flor de laranjeira 49,56% + 2,45 66,63° + 3,48
Branco da digestao - 68,43° + 1,67

Valores com letras diferentes séo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).

52



Capitulo 3 — Resultados e Discusséo Raquel B. Antunes - 2012
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Figura 3.6 — Capacidade de sequestro do HO' das infusées medicinais e do controlo da digestéo, valores
com letras diferentes séo significativamente diferentes, de acordo com o teste-t (p < 0,05).

O radical hidroxilo € uma das espécies reactivas de oxigénio mais deletérias, com um tempo
de meia-vida muito reduzido (cerca de 10° segundos nas células) e possui uma elevada
reactividade (Filgueiras et al., 2009; Alves et al., 2010), reagindo com proteinas, ADN, éacidos
gordos poli-insaturados das membranas e quase todas as moléculas biolégicas, para formar
espécies radicalares menos reactivas (Filgueiras et al., 2009). Apos analise dos resultados
apresentados, é possivel constatar que tanto a infusdo de flor de camomila como a de laranjeira
possuem compostos capazes de sequestrar o radical hidroxilo, impedindo, desta forma, a
degradacdo da desoxirribose, ndo sendo essa capacidade de sequestro significativamente
diferente em ambas as infusdes. No entanto, também neste ensaio se verificou a existéncia de
interferéncia por parte das enzimas utilizadas durante a digestédo in vitro, tendo o controlo da
digestdo apresentado uma capacidade de sequestro do radical hidroxilo igual a de ambas as
infusdes apds digestdo, inviabilizando assim a possibilidade de fazer qualgquer distingdo ou retirar
gualquer conclusdo sobre a capacidade sequestrante real das amostras digeridas.
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E reconhecido o efeito que a alimentagéo pode ter sobre a saude, estimando-se que um
grande numero de doencas cronicas degenerativas possa ser prevenido, eliminando assim todos
0s custos a elas associados, fazendo uma dieta rica em vegetais, leguminosas e frutos especificos
e evitando, simultaneamente, comportamentos que proporcionem condi¢des para desequilibrios,
como a exposicdo excessiva a radiacdes, poluentes ambientais e xenobidticos (Ferreira e Abreu,
2007). De entre os diferentes tipos de compostos naturais, 0 grupo dos compostos fendlicos é
talvez o mais estudado, com actividade antioxidante comprovada em diversos sistemas (Valentao,
2002). Sao moléculas aromaticas hidroxiladas vulgarmente encontradas em vegetais, frutas e
muitas fontes alimentares que constituem uma porcéo significativa da dieta humana, estando entre

as substancias bioactivas terapeuticamente mais Uteis e potentes.

Dentro destes alimentos que tém vindo a ser classificados como podendo contribuir para a
promocéao da salide encontram-se as infusdes das plantas medicinais. Com efeito, a popularidade
destas infusBes tem vindo a aumentar ao longo dos tempos, em grande parte devido a serem
caracterizadas como bebidas saudaveis, ricas em compostos bioactivos e, por isso, consideradas
poderosas aliadas no combate a varios tipos de afeccfes. Estima-se que muitas das accdes
terapéuticas exibidas por estas plantas decorram da sua actividade antioxidante mas, geralmente,
a sua utilizacdo baseia-se mais no conhecimento tradicional das suas acc¢fes. A inexisténcia de
um suporte cientifico para a actividade que Ihes é atribuida levou a que comecassem a ser
desenvolvidos ensaios biologicos dessas espécies (Valentdo, 2002). Contudo, muitos desses
estudos baseiam-se na determinacdo do potencial antioxidante através da realizacdo de ensaios
in vitro. No entanto, tal potencial s6 sera de alguma utilidade se a biodisponibilidade destes
compostos for assegurada, ou seja, se eles resistirem ao processo de digestdo gastrointestinal,
forem absorvidos pelas células do intestino e ndo forem rapidamente inactivados, nem pelas
bactérias da flora intestinal nem pelas enzimas de biotransformacdo humanas, podendo ser
disponibilizados nos seus tecidos-alvo (Gido et al., 2012). Todos estes factores podem explicar as
inconsisténcias e conflitos que se verificam entre os dados obtidos em ensaios in vitro e in vivo
(Arts et al., 2002). Contudo, mesmo ndo sendo absorvidos, a existéncia de compostos
antioxidantes, que mantém esta sua actividade bioldgica apos a digestdo gastrointestinal, pode ser
benéfica na desactivagdo de espécies oxidativas que se encontrem ou se formem ao longo do

tubo digestivo, impedindo, desta forma, que elas possam vir a exercer os seus efeitos deletérios.

Assim, o principal objectivo deste trabalho foi o de avaliar se as propriedades antioxidantes
das infusdes de flor de camomila e flor de laranjeira se mantinham ap6s a simulacgéo in vitro da
digestao gastrointestinal. A escolha destas duas plantas prendeu-se com o facto de tanto a infusao
de flor de camomila como a de flor de laranjeira serem de consumo corrente em Portugal. Estas
foram sujeitas a uma simulagéo in vitro da digestao gastrointestinal, com o objectivo de “mimetizar”
0 ambiente e processos digestivos sofridos no estbmago e intestino delgado humanos,
recorrendo-se a utilizagdo de enzimas digestivas e respeitando as condi¢cdes de pH presentes em
cada fase da digestdo. Posteriormente, efectuou-se o doseamento dos fendis e flavondides nas
amostras antes e apos digestao in vitro. Este doseamento foi efectuado devido a ser conhecida a
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importancia da presenca dos compostos fendlicos e, em particular, flavonéides nas propriedades
antioxidantes das infusfes. Para a determinacdo das propriedades antioxidantes das infusées em
estudo recorreu-se a diversos ensaios, de forma a abranger varios mecanismos de accao
antioxidante. Assim, foram elaborados ensaios de avaliacdo da capacidade de sequestro de duas
das principais espécies reactivas de oxigénio que podem ser geradas in vivo, (radical hidroxilo e
radical anido superdxido), de avaliacdo da capacidade redutora (ensaio CUPRAC) e de

capacidade de quelacéo de Fe (II).

Os resultados mostraram que ambas as infusfes apresentaram actividade antioxidante em
todos os ensaios efectuados, destacando-se a infusdo de flor de laranjeira na actividade CUPRAC
e a de flor de camomila na capacidade de quelacdo de Fe (ll) e no sequestro do radical anido
superoxido. Uma vez que a infusao de flor de camomila apresentou um teor em flavonoides mais
elevado do que a infusdo de laranjeira, mas um teor em fendis totais inferior, estes resultados
sugerem que, no conjunto dos compostos fendlicos, sejam os flavonéides aqueles que mais
contribuem para a quelacado de ferro e para o sequestro do radical anido superéxido. No sequestro
do radical hidroxilo ndo se verificaram diferencas entre as duas infusées. Contudo, ndo se pode
descartar a hipétese de os flavondides presentes em ambas as infusGes serem diferentes, sendo
0S que se encontram presentes na infusdo de flor de laranjeira bastante mais activos em termos

de capacidade redutora.

N&o foi possivel avaliar o efeito da digestdo gastrointestinal em dois dos ensaios efectuados
devido a grande interferéncia verificada pela presenca das enzimas digestivas. Assim, ndo foi
possivel avaliar o efeito da digestdo sobre a capacidade de sequestro do radical hidroxilo hem

sobre a capacidade de quelacéo de ferro.

Os resultados obtidos permitem concluir que, apesar das diferencas observadas antes e
apoés a simulacdo da digestdo gastrointestinal, de uma maneira geral, a maioria dos compostos
responsaveis pelo potencial antioxidante das infusdes de flor de camomila e de laranjeira nédo
perde a sua actividade ap6s o processo digestivo. Com efeito, a capacidade antioxidante destas
infusBes ou ndo se alterou, caso da infuséo de flor de laranjeira no ensaio de sequestro do radical
anido superéxido e da infusdo de camomila no ensaio CUPRAC, ou diminuiu ligeiramente, caso da
infuséo de flor de laranjeira no ensaio CUPRAC e da infusdo de flor de camomila no ensaio de
sequestro do radical anido superéxido. Estes resultados sugerem que, mesmo que se verifiquem
alteracbes estruturais durante o processo de digestéo, a actividade dos compostos nédo ¢é alterada

de forma substancial.

A avaliagdo realizada do efeito da digestdo in vitro nas propriedades antioxidantes das
infusdes ficou parcialmente limitada devido as interferéncias que as enzimas digestivas exerceram
nas técnicas analiticas utilizadas. Com efeito, dos quatro ensaios realizados apenas foi possivel
retirar conclusdo de dois. Desta forma, a continuagdo deste trabalho passaria, numa primeira fase,
por descobrir como serd possivel retirar a interferéncia causada pelas enzimas digestivas ou

procurar ensaios substitutos com 0 mesmo objectivo mas que ndo sejam susceptiveis a
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interferéncias deste tipo. Também poderd ser interessante fazer uma correlagdo entre a
capacidade antioxidante e o conteldo destas plantas em compostos bioactivos especificos, a fim
de permitir criar novos remédios naturais para as terapias apropriadas, podendo para isso
recorrer-se a técnica de HPLC, que tem a vantagem de fazer a separacdo e quantificacao
simultdnea dos compostos presentes nas infusdes, podendo ao mesmo tempo elucidar sobre o

perfil pré- e pés-digestéo.

Uma das vertentes inovadoras deste trabalho experimental foi, sem ddvida, a determinagéo
da actividade antioxidante ap0s submeter as amostras a uma digestéo in vitro, sendo os primeiros
resultados que, do nosso conhecimento, se obtiveram para as duas infusbes em estudo. No
entanto, este estudo é apenas um primeiro passo para conseguir um maior conhecimento sobre as
possibilidades de manutencéo in vivo das propriedades bioactivas verificadas in vitro. Assim, para
se obter uma determinacdo mais aproximada da capacidade antioxidante dos compostos in vivo,
seria de todo o interesse ter-se introduzido o passo da simulacéo da digestdo no célon, tentando
mimetizar a accdo da microflora bacteriana natural do intestino e das suas préprias enzimas, visto
gue estas conseguem realizar determinadas hidrélises que podem néo ser efectuadas durante as
fases de digestdo gastrica e intestinal. Esta podera ser uma questao importante a investigar, pois
0s metabolitos resultantes deste processo podem ter impacto na bioacessibilidade,

biodisponibilidade e actividade biolégica dos compostos fendlicos.

Por outro lado, seria interessante acoplar ao mecanismo de digestdo in vitro utilizado um
modelo de absorcao in vitro apropriado, como, por exemplo, as células Caco-2, possibilitando,
deste modo, uma previsdo da biodisponibilidade potencial dos compostos bioactivos. Além disso,
a grande parte das evidéncias que suportam as funcdes antioxidantes das infusdes provém de
ensaios in vitro, ao contrario das evidéncias da existéncia ou ndo de propriedades antioxidantes in
vivo, que sdao muito mais limitadas, podendo um projecto ambicioso incidir em estudos
epidemioldgicos, com possibilidade de utilizagdo de biomarcadores, como, por exemplo, a
guantificacdo de bases oxidadas ou de produtos de lipoperoxidagdo, facultando assim uma

tentativa para melhor demonstrar o que realmente acontece no organismo humano.
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