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Resumo

Estudaram-se as atividades antioxidante (ensaios FRAP, CUPRAC, ORAC, quelacdo de
ferro e sequestro de perdxido de hidrogénio e do radical anido superdxido) e antimutagénica
(teste de Ames) em seis diferentes cultivares de mirtilo do grupo “Southern Highbush” (O’Neal,
Star, Georgia Gem, Sharpblue, Misty e Jubilee) produzidas em modo bioldgico, no ano de 2010,
no Sul de Portugal. Estas atividades foram correlacionadas com o teor em fendis totais,

antocianinas e solidos sollveis.

Todas as variedades analisadas apresentam atividade antioxidante, detetada através da
avaliacdo da atividade redutora e de sequestro de espécies reativas de oxigénio, bem como

atividade antimutagénica, ndo tendo demonstrado capacidade de quelacéo de Fe(ll).

Das varias variedades estudadas, a Sharpblue foi a que apresentou teores de fendis e
antocianinas mais elevados, tendo apresentado a maior capacidade antioxidante em todos 0s
ensaios realizados. Em contrapartida, a cultivar Misty apresentou o teor em fendis mais baixo e
a menor capacidade antioxidante nos ensaios FRAP, CUPRAC e sequestro do perdxido de
hidrogénio. A cultivar O’Neal foi a que apresentou menor atividade ORAC e a Georgia Gem 0
menor teor de antocianinas. As diversas atividades antioxidantes parecem estar relacionadas
com os compostos fendlicos e, particularmente, com as antocianinas no caso do sequestro do

peréxido de hidrogénio.

Palavras-chave: Mirtilo; Southern Highbush; compostos fendlicos; antocianinas; atividade

antioxidante; atividade antimutagénica.



Abstract

In this study it was investigated the antioxidant activity (FRAP assays, CUPRAC, ORAC,
iron chelating activity, hydrogen peroxide scavenging and superoxide anion radical scavenging)
and the antimutagenic activitiy (Ames test) of six Southern Highbush blueberry cultivars
(O'Neal, Star, Georgia Gem, Sharpblue, Misty and Jubilee) organically produced, in 2010, in
southern Portugal. These activities were correlated with the content of total phenolics,

anthocyanins, and soluble solids.

All analyzed blueberry cultivars presented antioxidant activity, detected by the evaluation
of the reductive activity and the scavenging of reactive oxygen species, and the antimutagenic

activity. The ferrous ions chelating activity of the samples was not demonstrated.

From the several studied cultivars, the Sharpblue had the higher level of total phenolics and
anthocyanins, and showed the highest antioxidant capacity in all methods. In contrast, the
cultivar Misty had the lowest total phenolics content and antioxidant capacity in FRAP assays,
CUPRAC and hydrogen peroxide scavenging. O'Neal cultivar showed the lowest ORAC values
and the Georgia Gem the lowest amount of anthocyanins. Various antioxidant activities seem to
be correlated to the total phenolics and particularly there was a significant correlation between

hydrogen peroxide scavenging and total anthocyanins.

Key-words: Blueberry; Southern Highbush; phenolic compounds; antioxidant capacity;
antimutagenicity.
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Introducao

Os alimentos funcionais sdo o0s que, naturalmente, ou quando modificados, possuem
compostos com atividade fisiol6gica que, quando consumidos com regularidade, apresentam,
para aléem do aporte nutritivo que lhes estd associado, efeitos benéficos, cientificamente

comprovados, sobre a salde (Espin et al., 2007).

Diversos estudos tém demonstrado a existéncia de uma correlacdo positiva entre o
consumo de vegetais frescos e a prevencdo e/ou atraso na evolucdo de diversas doengas
crénicas, incluindo o cancro (revisto em Kris-Etherton et al., 2002; Zafra-Stone et al., 2007).
Estes alimentos sdo uma fonte natural de compostos quimicos que tém demonstrado possuir
diversas propriedades especificas como, por exemplo, propriedades antioxidantes,
antimutagénicas, antibacterianas, antiinflamatdrias, antivirais ou antiangiogénicas. Diversas
dessas substancias parecem aumentar a expressao das enzimas de destoxificagdo, aumentar as
defesas imunitarias do organismo, diminuir a agregacdo plaquetaria, promover um perfil

lipidico saudavel e reduzir as doencas cardiovasculares (Zafra-Stone et al., 2007).

Fatores de diversas origens tém vindo a ser associados ao aparecimento de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Esses fatores incluem, entre outros, um elevado consumo de alcool,
o tabagismo, uma dieta desequilibrada, uma elevada exposicdo a radiagdo ultravioleta ou a
exposicdo ambiental ou ocupacional a determinados compostos quimicos (Oliveira et al., 2009).
Quando em elevadas concentragdes, ou seja, quando em condi¢oes de “stress” oxidativo, as
espécies reativas de oxigénio podem ser importantes mediadoras de danos em diversas
estruturas celulares, tais como, lipidos, proteinas ou &cidos nucleicos. Os danos celulares
causados pelo “stress” oxidativo t€ém vindo a ser implicados na etiologia de muitas doengas,
salientando-se doengas degenerativas do sistema nervoso, como as doencas de Parkinson ou
Alzheimer, cancro, aterosclerose e outras doencas cardiovasculares e do sistema imunitario,
estando, igualmente, associadas ao processo de envelhecimento (Toyokuni, 1999; Valko et al.,
2007).

A ingestdo de antioxidantes através da dieta pode constituir uma estratégia para prevenir ou
atrasar a oxidagdo de substratos celulares e, desta forma, prevenir estas patologias (Esmaeili e
Sonboli, 2010). Verifica-se que a ingestdo de uma combinagdo de varios frutos tem um efeito
aditivo ou de sinergia nos efeitos resultantes da acdo dos antioxidantes (Zafra-Stone et al.,
2007).



Os compostos fendlicos, tais como flavonoides, &cidos fendlicos, taninos ou estilibenos
apresentam elevada capacidade antioxidante. Assim, frutos, plantas e especiarias ricos em
compostos fendlicos tém captado cada vez mais o interesse da indlstria alimentar, e da
populagdo em geral, como forma de melhorar a qualidade dos alimentos (Esmaeili e Sonboli,
2010), visando promover a salde e retardar o processo de envelhecimento. Os pequenos frutos,
particularmente os mirtilos (Vaccinium spp), sdo reconhecidos como uma importante fonte
destes compostos, com propriedades antioxidantes, sendo, por isso, considerados alimentos

benéficos para a saude.

Em Portugal, a producdo de mirtilos ronda as 400 toneladas/ano, sendo que cerca de 95%
deste valor se destina ao mercado externo, quase exclusivamente a Unido Europeia, e apenas 5%
ao mercado interno (Observatdrio dos Mercados Agricolas e das Importagdes Agroalimentares,
2010). No entanto, os efeitos positivos sobre a saude, que tém vindo a ser associados ao

consumo deste fruto, tm-no tornado cada vez mais popular.

Diversos trabalhos tém demonstrado a existéncia nos mirtilos de compostos com atividade
antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana e anticancerigena (Duthie, 2007; Neto, 2007,
Zafra-Stone et al., 2007). A quantidade de compostos bioativos presentes nos mirtilos depende,
ndo sO, de fatores genéticos como também de fatores ambientais. Desta forma, as atividades
bioldgicas destes frutos podem variar consoante as caracteristicas de solo e de clima da regido
em que sdo produzidos. Assim, este trabalho teve por objetivo determinar a atividade
antioxidante e antimutagénica das seis cultivares de mirtilos do grupo “Southern Highbush”,
produzidas em modo de cultivo biol6gico, no Sul de Portugal, tentando avaliar a existéncia de
diferencas significativas entre as cultivares resultantes dos seus diferentes gendtipos. A
capacidade antioxidante foi avaliada através de diferentes ensaios, nomeadamente, ensaios de
avaliagdo da capacidade redutora, da capacidade para sequestrar varias espécies reativas de
oxigénio e a ainda da capacidade de quelagdo de ferro. O potencial antimutagénico foi avaliado
através do estudo da capacidade destas variedades para inibirem a mutagenicidade do
mutagéneo oxidativo tert-butil-hidroperéxido (t-BHP). Tentou-se ainda estabelecer uma
correlacdo entre o conteldo em compostos fendlicos, em particular em antocianinas, e a

atividade antioxidante e antimutagénica das diferentes variedades.

A presente dissertacdo inicia-se com dois capitulos tedricos. No primeiro capitulo é
efetuada uma breve caracterizacdo do fruto do mirtilo, nomeadamente quanto as suas
caracteristicas gerais, diversidade genética, cultivo e producdo em Portugal, fatores de
qualidade, composi¢do quimica, valor nutricional e propriedades funcionais. O segundo capitulo
consiste numa revisao bibliografica acerca das espécies reativas de oxigénio e dos mecanismos

de defesa celular, efetuando-se uma breve caracterizacdo de alguns antioxidantes e sua



biodisponibilidade. E ainda incluido um sub-capitulo sobre mutagéneos e antimutagéneos que

podem ser veiculados através da alimentagao.

No capitulo trés sdo caracterizadas as amostras estudadas e descritos os procedimentos
experimentais seguidos. Os resultados e discussdo sdo apresentados no capitulo quatro e, por
fim, no capitulo cinco séo apresentadas as principais conclusdes retiradas deste trabalho, bem

COmo as perspetivas para a sua continuacgéo.



1. O mirtilo

O mirtilo (Vaccinium spp) € uma espécie frutifera pertencente a familia Ericaceae,
subfamilia Vaccinoideae e género Vaccinium, é nativo da América do Norte, Estados Unidos e
Canada, onde é denominado “blueberry” (Silva et al., 2008). Na Europa a planta encontra-se nas
regides Norte e Centro, distribuindo-se desde a Islandia até Portugal e Espanha, estendendo-se

da Italia e Maceddnia a regido do Céaucaso (Ritchie, 1956).

Em Portugal as plantas nativas, V. myrtillus, restrito a Serra do Gerés e o V. vitis-idae com
uma distribuicdo, provavelmente, semelhante (Fonseca e Oliveira, 2007) encontram-se nas
regibes de floresta, matos e pinhais de montanha entre 400 a 2500 metros de altitude
(Lavadinho et al., 2001). Na Ilha da Madeira é endémico o V. padifolium, cujos frutos com
cerca de um centimetro de didmetro sdo comestiveis e ja foram, em tempos, exportados. Nos
Acores encontra-se 0 V. cilindraceum, espécie ndo comestivel mas protegida (Fonseca e
Oliveira, 2007).

As plantas do género Vaccinium apresentam uma grande disparidade de aspeto e dimensdes
(Fonseca e Oliveira, 2007) sendo, no entanto, a maioria, arbustos de pequeno porte. A producéo

méaxima atinge o seu auge depois dos seis ou sete anos de idade.

O fruto amadurece dois a trés meses apds a floracdo, é baciforme e globoso, de formato
achatado (Sousa et al., 2007), com didmetro entre 8 e 22 mm (Antunes et al., 2008) e com
aproximadamente 1,5 a 4 g de peso (Figura 1.1). Quando maduro adquire coloragdo azul
arroxeada, é sumarento e tem sabor doce-acido (Silveira et al., 2007). A baga apresenta no
interior muitas sementes que contribuem para um sabor menos acentuado e conferem um certo
grau de arenosidade. A cicatriz, pela sua dimensdo, configuracdo e profundidade, pode ser um
foco de contaminagdo, provocando perdas de humidade consideraveis e emurchecimento que

conduzem a depreciagdo da qualidade pos-colheita (Sousa et al., 2007).

Figura 1.1- Aspeto do fruto do mirtilo, Vaccinium spp.



Os mirtilos destinados & comercializagdo em fresco devem apresentar-se com cor azul e
recobertos por uma cera epicuticular natural, a pruina, que constitui uma barreira importante a
perda de &gua, impedindo o seu emurchecimento. A remog¢do da pruina é indicacdo de
sobrematuragdo ou deficiente manuseamento durante a colheita e/ou pés-colheita (Sousa et al.,
2007). A dureza do epicarpo pode variar de acordo com a espécie, indicando diferencas na
espessura e composic¢do da parede celular (Silva et al., 2005).

O mirtilo é um fruto ndo-climatérico, ndo se observando variagGes significativas na taxa

respiratéria ao longo do tempo de colheita e conservagdo (Lavadinho et al., 2001).

Com o constante aumento do consumo de mirtilos frescos que se verificou nas Ultimas duas
décadas, desenvolveram-se novas cultivares de forma a obter frutos de melhor qualidade, com
maior tempo de prateleira e que prolonguem a época de colheita para dar resposta as
solicitagdes do mercado (Saftner et al., 2008).

1.1. Diversidade genética no Género Vaccinium

O género Vaccinium inclui aproximadamente 400 espécies. No entanto, existem apenas
sete categorias de cultivares, nomeadamente “Lingongerry” (V. vitis-idaea L.), “Cranberry” (V.
oxycoccus L.) e cinco grupos “Cyanococcus™: “Lowbush” (V. angustifolium Ait.), “Rabbiteye”
(V. ashei Reade), Half-high” (hibridos de V. angustifolium e V. corymbosum), ‘“Northern
Highbush” (V. corymbosum L.), e “Southern Highbush” (hibridos interespecificos de V.
corymbosum L.) (Galletta e Ballington, 1996).

As cultivares em estudo neste trabalho pertencem ao grupo “Southern Highbush”,
originario da regido Sul dos Estados Unidos, predominando a espécie V. corymbosum L. Séo
também conhecidos como “Highbush” de baixa exigéncia em frio, requerendo entre 200 a 600
horas com temperaturas abaixo de 7,2 °C (Galletta e Ballington, 1996; Bremer et al., 2008). Se
o0 total de horas de frio for insuficiente para as necessidades das cultivares, pode ter-se uma
floracdo deficiente e, consequentemente, uma reduzida producdo (Antunes et al., 2008). Na
tabela 1.1 estdo indicadas a origem, o numero de horas de frio requeridas e algumas
caracteristicas das cultivares do grupo “Southern Highbush”. As principais cultivares deste
grupo foram desenvolvidas através de hibridacfes entre V. corymbosum, V. darrowi e V. ashei.
Correspondem a arbustos de porte alto (Galletta e Ballington, 1996) que apresentam producéo
de frutos mais precoce em relacdo aos outros grupos (Pagot, 2006), tém elevada produtividade e

produzem frutos de elevada qualidade comercial (Bremer et al., 2008), bagas de grande



tamanho (Lyrene e Williamson, 1997) com coloragdo azul intensa, firmeza e sabor &cido
agradavel (Kader et al., 1996).

Tabela 1.1- Algumas caracteristicas das cultivares do grupo “Southern Highbush”, adaptado de Lyrene e
Williamson (1997).

Variedade Origem/ano Horas de frio Abundéncia de Tamanho da
requeridas Floracdo baga
Sharpblue FL /1976 200 Média Grande
Star FL /1995 400 Baixa Muito grande
Misty FL /1990 300 Muito alta Grande
O’Neal NC /1987 500 Baixa Grande
Georgia Gem GA /1987 500 Baixa Grande
Jubilee MS /1994 500 Média Grande

FL — Florida; NC — Carolina do Norte; GA — Georgia; MS — Mississipi

1.2. Producao de mirtilos em Portugal

Portugal, devido as suas condicdes climaticas, apresenta um elevado potencial para a cultura
do mirtilo. Atualmente sdo utilizados hibridos que permitem uma melhor adaptacdo das

cultivares a varios niveis geogréaficos (Lavadinho et al., 2001).

Em Portugal os primeiros ensaios para o cultivo de pequenos frutos comegaram em 1985; a
Mirtilusa — Sociedade de produtores hortofruticolas, Lda., em Sever do Vouga, cultiva e
comercializa mirtilos desde 1994. O nosso pais apresenta uma diversidade de condi¢des
climéticas e pedoldgicas que permitem a cultura de pequenos frutos ao ar livre, em especial no
Algarve, Alentejo e Oeste, sendo possivel a cultura protegida para producdo fora de época ao
longo do outono, inverno e primavera. O cultivo de mirtilos em Portugal faz-se principalmente
no litoral alentejano e na zona do médio VVouga. A producéo estende-se de marco a dezembro no
litoral alentejano e a produgdo ao ar livre é possivel entre maio e setembro em quase todas as

regides (Observatério dos Mercados Agricolas e das Importacdes Agroalimentares, 2010).

Os grupos que apresentam maior interesse para as condi¢des climéticas de Portugal s&o os
“Northern Highbush”, “Southern Highbush” e, eventualmente, algumas cultivares do grupo
“Rabbiteye”. Na zona Centro/Norte as cultivares que apresentam melhor desempenho

pertencem principalmente ao grupo ‘“Northern Highbush”, ao passo que, a Sul do Tejo, tém-se



revelado interessantes os hibridos dos grupos “Southern Highbush” e “Rabbiteye”, por

necessitarem de menos horas de frio (Sousa et al., 2007).

A producdo nacional é estimada em 400 toneladas/ano. Cerca de 95% da producdo, tanto
em fresco como congelada, destina-se ao mercado externo, quase exclusivamente a Unido
Europeia, e apenas 5% ao mercado interno. Atualmente o maior produtor de mirtilos em
Portugal é a empresa Mirtisul, situada em Grandola, Setubal (Observatério dos Mercados
Agricolas e das Importaces Agroalimentares, 2010).

1.3. O cultivo do mirtilo

As plantas da familia Ericaceae exigem solos com caracteristicas especificas,
preferencialmente solos &cidos (pH 4,5 a 5,5), com boa drenagem e grande retencdo de agua.
Podem ser cultivadas em solos arenosos, franco-arenosos ou argilosos, desde que plantadas em
substratos organicos, introduzidos por meio de coberturas vegetais incorporadas no solo, e
irrigadas com &gua acidificada. Os arbustos tém exigéncias nutricionais especificas sendo o
azoto, na forma de NH,*, o componente base do fertilizante (Ochmian et al., 2009). Os niveis de
azoto foliar em mirtilos de cultivo bioldgico sdo mantidos entre os 1,6 e 2,2%, este nutriente
natural promove a multiplicacdo de microrganismos benéficos do solo, sem alterar
negativamente as associagdes simbioticas entre o sistema radicular da planta e determinados
fungos do solo (Wang et al., 2008), cujas hifas se expandem nas primeiras camadas de células
das raizes e no solo que as rodeia, assumindo o papel de pelos radiculares ausentes na planta
(Fonseca e Oliveira, 2007).

As ervas daninhas constituem um problema na produgdo comercial de mirtilos. No cultivo
tradicional sdo utilizados herbicidas, em contraste, no cultivo biolégico ndo sdo utilizados
herbicidas sintéticos utilizando-se, ao invés, praticas de horticultura que incluem cobertura do
substrato e mondas mecanica e manual. Herbicidas organicos, como alguns 6leos e vinagre, sdo
também utilizados. No cultivo tradicional as pragas e doencas sdo controladas com o uso de
inseticidas e fungicidas sintéticos, na cultura biolégica estes produtos ndo sdo permitidos,
tomando-se medidas preventivas com a utilizacdo de determinados minerais e espécies
boténicas (Wang et al., 2008).

A procura de alimentos de cultivo biolégico tem aumentado nos UGltimos anos,
especialmente por serem associados a alimentos mais saudaveis, de maior riqueza nutricional,
mais saborosos e mais amigos do ambiente, quando comparados com os mesmos de cultivo
tradicional (Wang et al., 2008).



1.4. Fatores de qualidade do fruto

O consumidor procura produtos de qualidade, avaliando principalmente a aparéncia exterior
(tamanho, forma, humidade, auséncia de defeitos, sanidade), parametros relacionados com o
grau de maturacao (aroma, sabor, cor e textura) e o valor nutricional, sendo o grau de maturacao
no momento da colheita determinante para a qualidade do fruto (Kader, 1996; Sousa et al.,
2007). Nos mirtilos destinados ao consumo em fresco, a firmeza da polpa determina a sua
aceitabilidade pelo consumidor e afeta o seu periodo de conservagdo pés-colheita (Molina et al.,
2008). Celulose, hemicelulose, pectina e lenhina sdo os principais constituintes da parede
celular do fruto. Alteragdes na composicdo da parede celular e da lamela média do fruto,
constituidas principalmente por pectina, sdo associadas a alteracdes da textura. A solubilizagdo
da pectina é frequentemente correlacionada com a perda de firmeza. Por outro lado, a lenhina é
responsavel pela rigidez e dureza da parede celular das células pétreas, as quais, dependendo do
seu numero e tamanho, conferem ao fruto uma textura arenosa. A quantidade de lenhina

presente é uma caracteristica da cultivar (Silva et al., 2005).

A cor é um importante parametro de qualidade, influenciando o valor de mercado do fruto
destinado ao consumo em fresco, mas também determina a conformidade dos mirtilos
destinados a processamento. No entanto, a cor € um atributo complexo, determinado pelo teor
total em antocianinas e pela quantidade e estrutura da cera superficial, a pruina (Silva et al.,
2005).

Fatores genéticos, que variam com as cultivares, praticas de cultivo (densidade de
plantacdo, fertilizagdo, irrigacdo e tratamentos antipragas), condi¢Oes climatéricas, grau de
maturacdo na data de colheita e método de colheita influenciam a composi¢do quimica e a
qualidade do fruto (Skupien, 2006). A subsequente conservagdo da sua qualidade depende das
condicBes de armazenamento, principalmente da temperatura e da humidade relativa (Kader,
1996).

1.5. Composi¢éo quimica e valor nutricional

Os mirtilos tém baixo conteudo em fibra, baixo valor calérico (Skupien, 2006), baixo teor
em gordura e em sodio (Silveira et al., 2007) e um contetdo em agua que varia entre 80,1 e
87,7% (Skupien, 2006). Apresentam uma grande variedade de vitaminas (A, B, C, K e &cido
foélico) e minerais (potassio, magnésio, calcio, fésforo, ferro e manganésio), aclcares, pectinas,
taninos, &cidos organicos e resveratrol (Silveira et al., 2007). O teor de fibras e azoto do fruto é
fortemente condicionado pela fertilizacdo da planta e parcialmente por fatores genéticos,

bioquimicos e fisiolégicos da cultivar (Skupien, 2006).



De acordo com Bremer e colaboradores (2008), nas cultivares do grupo “Southern
Highbush” os agtcares frutose e glucose sdo predominantes, enquanto a sacarose tem um teor
muito baixo. O &cido citrico é o acido organico mais abundante, em média cerca de 83% do
total, seguindo-se o succinico com cerca de 11%, o mélico e o quinico com cerca de 2% e 5%,
respetivamente (Wang et al., 2008). O teor em sélidos sollveis no fruto, assim como a sua
acidez, registam variagOes sazonais (Skupien, 2006) e parecem ser dependentes das técnicas de
cultivo. Assim, Wang e colaboradores (2008) obtiveram maiores teores de acucar (glucose e
frutose) e de acido malico em mirtilos de cultivo bioldgico do que em mirtilos de cultivo
tradicional. No entanto, 0 método de cultivo ndo mostrou afetar a concentracéo de acido citrico.
Na tabela 1.2 indica-se a composi¢do quimica média de frutos de mirtilo, por 100 g de parte
edivel, de acordo com a base de dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da
América (USDA, 2010).

Tabela 1.2- Composicdo quimica média de frutos de mirtilo do género Vaccinium (grupos “Highbush”
(V. corymbosum e V. ashei) e “Lowbush” (V. augustifolium)) por 100 g de parte edivel (USDA , 2010).

Nutrientes Valor/100g de parte edivel
Valor calérico 57 Kcal
Proteinas 0,74 g
Lipidos totais 0,33 ¢
Acucares totais 9,96 g
Sacarose 011g¢g
Glucose (dextrose) 4,889
Frutose 4979
Amido 0,039
Fibras 2,409
Cinzas 0,24 ¢
Agua 84,21 ¢
Minerais Célcio, Ca 6,00 mg
Ferro, Fe 0,28 mg
Magnésio, Mg 6,00 mg
Fosforo, P 12,00 mg
Potassio, K 77,00 mg
Saédio, Na 1,00 mg
Zinco, Zn 0,16 mg
Cobre, Cu 0,057 mg
Manganésio, Mn 0,336 mg
Selénio, Se 0,10 pug
Vitaminas  Vitamina C 9,70 mg
Tiamina 0,037 mg
Riboflavina 0,041 mg
Niacina 0,418 mg
Acido pantoténico 0,124 mg
Vitamina B6 0,052 mg
Folato 6,00 mg
Vitamina A (vitamina e 54,00 1U
provitamina)
Vitamina E 0,57 mg
Pigmentos  Luteina + zeaxantina 80,00 pg




Para além dos compostos referidos na Tabela 1.2, tém ainda sido identificados, tanto nos
mirtilos selvagens, como nos mirtilos cultivados, diversos compostos fendlicos, apresentando,
de um modo geral, os mirtilos selvagens, teores em polifendis, em particular em antocianinas,
mais elevados do que as variedades cultivadas (Giovanelli e Buratti, 2009). Dos diversos tipos
de polifendis, os mirtilos apresentam elevadas quantidades de antocianinas, principalmente na
sua forma glicosilada (cianidina, malvidina delfinidina, etc.), flavonois (quercetina, canferol,
miricetina, etc.), flavanois (catequina, epicatequina, etc.), &cidos hidroxibenzbicos e
hidroxicindmicos, (principalmente acido clorogénico), estilibenos (resveratrol e piceatanol) e
taninos condensados (Zheng e Wang, 2003; Neto, 2007; Wang et al., 2008; Giovanelli e Buratti,
2009). No entanto, o perfil exato destes compostos, bem como a quantidade em que se
encontram, variam, ndo s6, com a cultivar, como também com aspetos climaticos e com o local
de cultivo, podendo algumas destas diferengas ser resultado de diferentes graus de “stress”
hidrico, da maior ou menor disponibilidade de nutrientes e da intensidade da radiacéo
ultravioleta (Giovanelli e Buratti, 2009).

A Tabela 1.3 indica o teor de alguns polifendis, em particular dos pertencentes ao grupo
dos flavonoides, encontrados em mirtilos.

Tabela 1.3 - Teor de antocianinas, flavanois e flavondis de frutos de mirtilo do género Vaccinium (grupos
“Highbush” (V. corymbosum e V. ashei) e “Lowbush” (V. augustifolium)) por 100 g de parte edivel
(USDA |, 2010).

. Valor Valor minimo Valor maximo

Subclasse Flavonoides
(mg) (mg) (mg)
Antocianinas Cianidina 15,02 4,79 28,72
Delfinidina 29,54 20,82 47,37
Malvidina 49,21 32,95 69,44
Peonidina 7,05 1,01 19,37
Petunidina 11,73 7,19 18,25
Flavanois Epicatequina 1,11 1,11 1,11
Flavonéis Miricetina 0,82 0 2,60
Quercetina 3,11 1,70 7,30

Tem, igualmente, sido identificada, em diversas variedades de mirtilos, a presenca de acido
ursélico e de acido pomdlico (especialmente na pelicula do fruto) e de outros triterpenos, como
a -amirina, e ainda de esteroides como o sitosterol (Neto, 2007).
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1.6. Propriedades funcionais dos mirtilos

Os mirtilos sdo reconhecidamente uma fonte muito rica de antioxidantes (Sellappan et al.,
2002), de entre os frutos e vegetais, sdo dos que apresentam maior capacidade para sequestrar o
radical peroxilo, medida através do ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
(Neto, 2007). Estudos realizados com voluntarios humanos mostraram que 0 consumo de
mirtilos levava a um aumento da capacidade antioxidante do plasma, (revisto em Neto, 2007).
Smith e colaboradores (2000), utilizando tirosina, como modelo da oxidacdo de proteinas, ou
acido linoleico, como modelo da oxidacdo de lipidos, verificaram que os extratos de mirtilo
apresentaram capacidade de inibir a oxidacdo destas moléculas quando em presenca de radicais

de oxigénio.

A atividade antioxidante dos mirtilos deve-se ao seu elevado teor em compostos fenélicos,
sendo que, a contribuicdo individual de cada um desses compostos para a capacidade
antioxidante total, esta geralmente dependente da estrutura de cada um desses compostos bem
como da concentragdo em que estes se encontram (Zheng e Wang, 2003). De acordo com
Giovanelli e Buratti (2009), a atividade antioxidante dos mirtilos parece estar mais diretamente
correlacionada com a concentracao de fendis totais do que apenas com a sua concentra¢do em
antocianinas, embora estas também contribuam para as propriedades antioxidantes dos mirtilos
(Zheng e Wang, 2003). Os polifenois presentes nos mirtilos demonstraram conferir prote¢do
significativa contra radicais livres e “stress” oxidativo em globulos vermelhos in vivo (Zafra-
Stone et al., 2007), podendo levar a uma diminuig¢do dos efeitos do “stress” oxidativo e de

estados inflamatérios do sistema vascular (Neto, 2007).

Muitas das propriedades bioldgicas benéficas dos mirtilos podem, de algum modo, estar
relacionadas com a presenca de antocianinas, flavonoides e de outros compostos fendlicos,
podendo, estes efeitos benéficos resultar da acdo de compostos isolados, de grupos especificos
de compostos ou de efeitos de sinergia entre varios destes compostos (Neto, 2007). Os
compostos fenolicos antioxidantes dos mirtilos desempenham um papel importante na inibicdo
da progressdo das doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose, e de algumas doencas
neurodegenerativas associadas ao envelhecimento (Neto, 2007). Uma destas substancias, a
quercetina, parece desempenhar um papel protetor contra doencas cardiovasculares e tem sido
associada a efeitos preventivos contra determinados tipos de tumores (Smith et al., 2000),
incluindo cancro de mama, colon, pancreas e leucemia (Neto, 2007). Os mirtilos contém
pteroestilbeno, substancia que, em ensaios em animais de laboratorio, se mostrou eficaz na
diminuicdo dos niveis de lipoproteinas e de colesterol no sangue. Um dos possiveis mecanismos
que leva a este efeito envolve a ligacdo desta molécula aos &cidos biliares com uma consequente

estimulacdo da sua excrecdo, da mesma forma que as fibras alimentares e outros fitonutrientes
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contribuem para baixar os niveis de colesterol por estimularem a excre¢do de acidos biliares e,

consequentemente, estimularem a sua sintese hepatica a partir do colesterol (Neto, 2007).

Os extratos de mirtilo sdo utilizados na producdo de centenas de produtos farmacéuticos e
as antocianinas neles presentes sdo, ha muito, utilizadas no melhoramento da acuidade visual
(Burdulis et al., 2007). Dentro dos beneficios para a visdo que sdo atribuidos aos mirtilos
encontram-se 0 melhoramento da visdo noturna, 0 aumento da circulagéo sanguinea ao nivel da
retina, a reducdo da degeneracdo macular, a reducdo da retinopatia diabética e prevencdo de
glaucoma, retinite pigmentosa e cataratas. Estes beneficios parecem estar associados ndo s6 com
os compostos fenolicos, em particular com as antocianinas, mas também com os carotenoides

presentes nas espécies Vaccinium (Zafra-Stone et al., 2007).

A expressdo de genes inflamatérios em ratos alimentados com extratos de mirtilo foi
diminuida, sugerindo a presenca nestes extratos de compostos capazes de desencadear uma
resposta antiinflamatoria. Os extratos de mirtilo foram, igualmente, eficazes na inibicdo de
promotores tumorais (Stull et al., 2010) e na prote¢do de células cerebrais contra “stress”
oxidativo (Neto, 2007). Segundo Carlsen e colaboradores (2003), ratos alimentados com
extratos de mirtilos aumentaram as defesas antioxidantes do cérebro e musculo-esquelético,
retardando os efeitos do envelhecimento e melhorando as fungdes cognitivas. Os extratos
aumentam a libertacdo de dopamina no cérebro, a qual melhora o0s processos de comunicagdo
entre 0s neurdnios (Zafra-Stone et al., 2007). O efeito protetor dos extratos sobre a musculatura
esquelética parece ser relevante dado que alguns estudos demonstraram o aumento do “stress”
oxidativo no tecido muscular apés exercicio fisico exaustivo (Carlsen et al., 2003). As folhas e
frutos de mirtilo sdo utilizados no tratamento da diabetes. A administracdo de um extrato de
folhas de V. myrtillus a ratos diabéticos reduziu em 26% os niveis de glucose no sangue (Zafra-
Stone et al., 2007), enquanto que o consumo de mirtilos levou a uma melhoria da sensibilidade
a insulina em voluntarios humanos, obesos, ndo diabéticos mas com resisténcia a insulina (Stull
et al., 2010).

Alguns trabalhos mostram a existéncia nos mirtilos de compostos com atividade
antibacteriana. O sumo de mirtilo contém taninos condensados, principalmente
proantocianidinas, que se tém revelado eficazes no tratamento de infegdes do trato urinario
(Wang e Stretch, 2001), ao inibirem a aderéncia das bactérias por elas responsaveis (Smith et
al., 2000). Os extratos de mirtilo conseguiram inibir, in vitro, o crescimento da bactéria
Helicobacter pylori, conhecida como um fator de risco associado ao surgimento de algumas
doengas gastrointestinais, incluindo ulcera duodenal e cancro de estdmago (Zafra-Stone et al.,
2007).
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Ensaios in vitro mostraram que o sumo de mirtilo consegue inibir a mutagénese causada
pelo agente alquilante e cancerigeno metilmetanossulfonato e pelo pré-cancerigeno
benzo(a)pireno, bem como reduzir a proliferacéo de linhas celulares tumorais de mama (MCF-
7) e colon (HT29) (Duthie, 2007), enquanto que o &cido ursolico e os seus derivados, &cido
pomolico e B-amirina, compostos cuja presenca ja foi identificada nestes frutos, se mostraram
capazes de inibir a proliferacdo e sintese de DNA em células leucémicas HL-60 e de inibir o

crescimento de células HCT 116 de carcinoma do c6lon (Neto, 2007).

O mecanismo de atuagdo dos extratos de mirtilo na atividade anticancerigena ndo esta
ainda totalmente esclarecido, pensando-se que a sua capacidade de inibicdo de tumores resulte
de uma sinergia entre os varios fitoquimicos presentes no fruto, incluindo flavonéis
(principalmente a quercetina), proantocianidinas, antocianinas, resveratrol, pterostilbeno,
piceatanol e &cido ursolico. Alguns estudos realizados in vitro sugerem que 0 mecanismo de
acdo inclua, entre outros, a indugao de apoptose em células neoplasicas, reducgao da formagéo de
metastases pela inibicdo de metaloproteinas, inibicdo da atividade da enzima ornitina
descarboxilase (responsavel pela sintese de poliaminas que favorecem a proliferacdo celular),
inibicdo de angiogénese (formagdo/crescimento de novos vasos sanguineos), inibicdo de
processos inflamatorios ou indugdo de enzimas, direta ou indiretamente, envolvidas na
destoxificacdo de varios cancerigenos como, por exemplo, a y-glutamilcisteina sintetase,
envolvida na biossintese da glutationa, ou a quinona redutase, que converte as quinonas em
hidroquinonas, quebrando desta forma os ciclos redox, responsaveis pela formacao de espécies
reativas de oxigénio (Ferrari e Torres, 2002; Carlsen et al., 2003; Cuendet et al., 2006; Neto,
2007).
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2. Antioxidantes e Antimutagéneos Alimentares

2.1. Especies reativas de oxigénio (ROS) e sua acdo bioldgica

Um radical livre € uma espécie quimica que contém um ou mais eletrdes desemparelhados.
Essas espécies atuam como aceitadores de eletrdes de outras moléculas originando a sua
oxidacdo. Os radicais livres, e moléculas com estes relacionados, sdo classificados como
espécies reativas de oxigénio (ROS) devido a sua capacidade de causar danos oxidativos na

célula (Migliore e Coppede, 2009).

A cadeia respiratoria mitocondrial constitui a principal fonte enddgena de formacdo de
ROS, estimando-se que a maioria (95 a 98%) das ROS produzidas durante o metabolismo
aerdbio derive deste processo (Migliore e Coppedé, 2009). No entanto, as ROS podem,
igualmente, formar-se no decurso de outros processos metabdlicos celulares, tais como, por
exemplo, 0s que envolvem a atuacdo das enzimas, NADPH oxidase, xantina oxidase, ciclo-
oxigenases, lipoxigenases ou monoxigenases como o0s citocromos P450 (Valko et al., 2006; Al-
Gubory et al., 2010). H& ainda fatores ambientais que podem induzir a producdo de ROS.
Nestes incluem-se a radiacéo ionizante, a exposi¢cdo ambiental a metais e compostos metaloides
como, por exemplo, cadmio, crémio e niquel, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, diéxido
de enxofre, pesticidas como o paraquat e substancias do fumo do tabaco (Migliore e Coppede,
2009).

As ROS desempenham papeis fisiol6gicos importantes ao funcionarem como mensageiros
secundarios nas células de mamiferos, regulando vias de transdugédo de sinal, que controlam a
expressdo de genes e a inducdo de alteragcBes pos-traducionais de proteinas, estando, assim,
implicadas no controlo dos processos de divisdo e diferenciacdo celular (Al-Gubory et al.,
2010). No entanto, a geracdo excessiva de ROS, induzida por varios estimulos que excedem a
capacidade antioxidante enddgena do organismo, origina modificacBes oxidativas nas
membranas celulares e em biomoléculas (Gilgin, 2006a) levando a patologias no ser humano
tais como artrites, aterosclerose, cirrose enfisema e cancro (Gulgin et al., 2002). Desta forma, o
equilibrio entre oxidacdo e antioxidacdo torna-se fundamental para a manuten¢do da salde dos

sistemas bioldgicos (Dudonné et al., 2009).

Os organismos vivos encontram-se normalmente numa situacdo de equilibrio entre o seu
potencial pro-oxidante e antioxidante. Uma alteracdo desse equilibrio em favor do potencial
oxidante designa-se por “stress” oxidativo. O “stress” oxidativo pode resultar de uma deplecdo

de antioxidantes, devida a uma nutri¢cdo deficiente ou a uma producdo em excesso de espécies
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reativas de oxigénio, tanto de origem enddgena como exdgena. A exposi¢do a condi¢des de
“stress” oxidativo suaves conduz, geralmente, a um aumento da sintese dos sistemas de defesa
antioxidante, com o objetivo final de repor o equilibrio. Por outro lado, a exposi¢do a condi¢des
de “stress” oxidativo mais severas conduz a uma acumulagdo de lesdes oxidativas, com

implicacoes fisiopatologicas.

As ROS reagem com muitas biomoléculas incluindo proteinas, lipidos, lipoproteinas e
acido desoxirribonucleico (DNA) (Nordberg e Arnér, 2001), havendo fortes evidéncias que
também o &cido ribonucleico (RNA) sofra danos oxidativos (Migliore e Coppede, 2009). Podem
facilmente iniciar a peroxidacdo das membranas bioldgicas, levando a acumulacéo de perdxidos
lipidicos (Gllgin, 2006a), podem induzir uma série de respostas celulares que vado desde a
estimulacdo das taxas de mitose a apoptose e necrose (Cadenas e Davies, 2000), contribuem
para o envelhecimento celular, mutagénese, carcinogénese, doengas cardiacas (Heim et al.,
2002) e doencas degenerativas como as doencgas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e

esclerose lateral amiotrofica (Migliore e Coppede, 2009).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis de sofrer a acdo das ROS porém, as
biomembranas sdo das estruturas mais atingidas devido a ocorréncia da peroxidacao lipidica que
acarreta alteracGes na sua estrutura e permeabilidade (Ferreira e Matsubara, 1997; Deaton e
Marlin, 2003). Consequentemente, ha perda da seletividade nas trocas idnicas e libertacdo do
contetido de organitos celulares originando a formacao de produtos citotoxicos e morte celular
(Ferreira e Matsubara, 1997). O processo de lipoperoxidacdo pode resultar ainda na formagéo de
aldeidos, como o malonildialdeido ou o 4 — hidroxinonenal, que podem migrar do local onde
foram produzidos e causar lesdes noutros constituintes celulares como, por exemplo, as
proteinas ou 0 DNA. A interacdo entre as ROS e as proteinas pode resultar em alteracfes

estruturais e, nalguns casos, na alteracdo da sua atividade enzimatica (Deaton e Marlin, 2003).

O cérebro ¢ um dos tecidos mais suscetiveis ao “stress” oxidativo devido ao seu elevado
consumo de oxigénio e, consequentemente, a elevada geracdo de ROS. Além disso, quando
comparado com outros tecidos, no cérebro as enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase e a catalase, apresentam atividade mais baixa, ha elevada concentragdo de &cidos
gordos poliinsaturados muito suscetiveis a peroxidacao lipidica e elevadas quantidades de ides
metalicos, tais como o ferro, que atuam como catalisadores das reacfes geradoras das ROS,

contribuindo para que os danos oxidativos sejam mais acentuados (Migliore e Coppede, 2009).

As ROS incluem espécies quimicas derivadas do oxigénio tais como peroxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singleto (*O,) (forma excitada do oxigénio molecular), radical
anido superoxido (0,"), radical peroxilo (HOO¢) ou o radical hidroxilo (OH®) (Cadenas e
Davies, 2000).

15



O oxigénio molecular, quando no estado fundamental, designado por oxigénio tripleto,
possui dois eletrbes desemparelhados com “spins” paralelos, em duas orbitais separadas. Esta
molécula, que no estado fundamental é pouco reativa, pode no estado excitado originar espécies
de reatividade bem mais acentuada como sdo o oxigénio singleto delta, em que os dois eletrbes
de valéncia ocupam a mesmo orbital e tém sentidos opostos, e 0 oxigénio singleto sigma, em
que os dois eletrdes de valéncia ocupam orbitais diferentes tendo “spins” antiparalelos. Esta
ativacdo do oxigénio pode ocorrer nos alimentos e na pele através de reacdes de
fotosensitizacdo, podendo igualmente ocorrer na retina mediante interagdes entre a luz visivel e
0 oxigénio. A formacdo do oxigénio singleto ao nivel dos olhos poderd desencadear o

aparecimento de cataratas (Halliwell et al., 1995).

O radical anido superéxido (O,") é produzido por varios sistemas enzimaticos em reacdes
de auto-oxidacdo e por reacGes ndo enzimaticas, por transferéncia de eletrGes, que reduzem o
oxigénio molecular (Gulgin, 2006b). A sua producdo in vivo é essencial para a defesa do
organismo e para a transferéncia de sinais entre células vivas, no entanto, a sua produgdo
excessiva causa “stress” oxidativo (Alves et al., 2010). Esta espécie quimica, pode converter-se
noutras espécies reativas de oxigénio, como o radical hidroxilo, o peréxido de hidrogénio ou o
radical peroxilo (HOOe), estando assim direta ou indiretamente envolvida em processos
patoldgicos, que induzem danos oxidativos em lipidos, proteinas e DNA. Alguns flavonoides

com propriedades antioxidantes s&o efetivos no sequestro destes radicais (Glgin, 2006b).

O perdxido de hidrogénio, H,0,, pode ser formado in vivo pela dismutagdo do radical anido
superoxido (O,*) catalisada pela superdéxido dismutase (SOD) (Alves et al., 2010) ou por acdo
de muitas enzimas oxidativas como, por exemplo, os citocromos P450 ou a glicolato oxidase
(Halliwell et al., 1995; Magalhaes et al., 2008). Por ndo ser uma espécie radicalar, o peréxido de
hidrogénio, é mais estavel, tendo, por isso, um tempo de semivida mais longo, pode atravessar
as membranas bioldgicas e oxidar inumeras biomoléculas. Apesar de em si mesmo o peréxido
de hidrogénio ndo ser muito reativo, origina toxicidade celular por dar origem a espécies mais
reativas, especialmente por poder dar origem ao radical hidroxilo (Gulgin, 2006a). A producéo
de H,0O, durante a desaminacdo oxidativa das catecolaminas pode estar associada ao
aparecimento de doencas neurodegenerativas como as doencas de Parkinson e de Alzeimer,
presumivelmente por dano oxidativo da membrana mitocondrial (Cohen, 1999). O H,0, é
também responsavel por danos oxidativos provocados no DNA mitocondrial (Cadenas e Davies,
2000). A toxicidade do peroxido de hidrogénio pode ser aumentada de dez para mil vezes na

presenca de ides ferro (Ferreira e Matsubara, 1997).

O radical hidroxilo é a mais reativa de todas as ROS nos sistemas biolégicos (Heim et al.,

2002), apresentando um enorme potencial oxidativo, sendo capaz de reagir com quase todo o
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tipo de moléculas encontradas na matriz dos alimentos e nas células vivas (Halliwell et al.,
1995), podendo “atacar” até compostos inertes, como alcanos, considerados estaveis em
condicBes fisiologicas (Chobot, 2010). Este radical é o principal responsavel pelos efeitos
citotoxicos das ROS observados em todos 0s organismos aerobios, desde as bactérias até ao
Homem (Bektasoglu et al., 2006), pode levar a danos celulares generalizados baseados na
oxidacdo das membranas lipidicas, enzimas, proteinas estruturais e acidos nucleicos (Cohen e
Heikkila, 1974). Este radical é tdo reativo, tendo por isso um tempo de semivida téo curto, que
parece mais presumivel, que os antioxidantes capazes de minimizar os danos por ele causados,
ndo atuem diretamente no seu sequestro mas sim no bloqueio da sua formacgao, quer através do
sequestro ou inibicdo da formacéo dos seus percursores (principalmente O,*" e H,0,), quer pela

ligacdo aos ibes de metais de transi¢cdo implicados na sua geragdo (Halliwell et al., 1995).

Os ides metélicos apresentam uma acdo catalitica nas reagfes que levam a lesdes
oxidativas no organismo. O radical hidroxilo pode formar-se a partir do radical anido
superoxido e do peroxido de hidrogénio através das reacfes de Fenton e de Haber-Weiss (Valko
et al., 2007):

Fe?* + H,0, — Fe** + OH® + OH™ (Reacdo de Fenton)
0" +H,0, —» 0O, + OH®* + OH" (Reacdo de Haber-Weiss)

Embora outros metais de transicdo como o cobre, crémio ou manganésio possam também
catalisar a reacdo de Haber-Weiss (Chobot, 2010), o ferro é o metal mais abundante no
organismo e esti biologicamente mais capacitado para catalisar as rea¢fes de oxidacdo de
biomoléculas (Ferreira e Matsubara, 1997). O ferro é considerado um importante pré-oxidante
da oxidag&o dos lipidos devido & sua elevada reatividade (Gulgin, 2006a). No estado ferroso,
acelera a oxidacéo lipidica e converte o peroxido de hidrogénio em radicais hidroxilo via reagdo

de Fenton.

2.2. Mecanismos celulares de defesa antioxidante

Os niveis relativamente baixos de oxigénio nos tecidos (0,5 a 5%) ajudam a evitar as lesdes
oxidativas nas células (Barzilai e Yamamoto, 2004). No entanto, durante o processo evolutivo
as células desenvolveram mecanismos de regulacdo complexos que incluem enzimas e
metabolitos redutores que auxiliam a manutencdo da homeostase redox. Consequentemente, 0s
produtos naturais tém sido analisados na pesquisa da sua capacidade antioxidante e de
propriedades sequestrantes das ROS (Chobot, 2010).
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Um antioxidante pode ser definido como uma substdncia que, presente em baixas
concentragdes, quando comparado com a concentragcdo do substrato oxidavel, inibe ou atrasa
significativamente a oxidagdo do substrato, protegendo os alvos bioldgicos (Halliwell et al.,
1995, Apak et al., 2007). Este tipo de compostos € largamente utilizado na industria alimentar
como forma de prolongar o prazo de validade dos alimentos (Dudonné et al., 2009), evitando,
por exemplo, a sua rancificacdo (Halliwell et al., 1995). Para além de prolongarem o tempo de
prateleira dos alimentos, os antioxidantes naturais podem originar nutracéuticos que ajudem a

prevenir os danos oxidativos que ocorrem no organismo humano (Dudonné et al., 2009).

A importancia relativa dos varios tipos de antioxidantes in vivo depende do tipo de ROS
geradas, como sdo geradas e qual o alvo do dano. Assim, é possivel que um antioxidante tenha
efeitos protetores num sistema e seja ineficaz noutros. Por exemplo, antioxidantes inibidores da
peroxidacao lipidica podem ndo prevenir a oxidacdo de outros alvos, como sejam as proteinas

ou 0 DNA, ou até, em alguns casos, potenciar esses danos (Halliwell et al., 1995).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas categorias, 0s enzimaticos, que sdo capazes
de bloquear a iniciacdo da oxidacgdo, ou seja, sdo enzimas que removem as espécies reativas de
oxigénio, e 0s ndo enzimaticos, que sdo moléculas que interagem com as ROS, ou com 0s
compostos que intervém na sua formacdo, sendo consumidas durante a reacdo (revisto em
Ratnam et al., 2006 e Angelo e Jorge, 2007). Exemplos destes antioxidantes ndo enzimaticos séo
macromoléculas como a albumina, ceruloplasmina e ferritina e moléculas mais pequenas como
0 4&cido Urico, acido ascorbico, o-tocoferol, B-caroteno e outros carotenoides, glutationa
reduzida (Wang et al., 1996), arginina, citrulina, taurina e creatina (Migliore e Coppede, 2009) e

ainda elementos minerais como o zinco e o selénio (Ratnam et al., 2006) (Figura 2.1).

Os antioxidantes enzimaticos incluem a superédxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa
peroxidase (GPx). A SOD catalisa a dismutacdo do radical anido superéxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio, enquanto que a catalase protege as células, ao catalisar a decomposicao
do peroxido de hidrogénio em oxigénio molecular e &gua, sem produzir radicais livres. A
glutationa peroxidase é uma seleno-proteina que utiliza o peréxido de hidrogénio para oxidar a
glutationa. Para além de remover o peroxido de hidrogénio, esta enzima, consegue ainda
destruir os radicais hidroperoxido, formados nas reagdes de lipoperoxidacgdo, covertendo-os em
alcoois. Existem ainda outras glutationa peroxidases, ndo dependentes do selénio, capazes de

catalisar esta Ultima reacdo (Cotgreave et al., 1988).

18



ANTIOXIDANTES

! |

Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes ndo enzimaticos
( - -
Minerais Vitaminas
Zinco e selénio Vitamina A,
Enzimas primarias ) vitamina C e
vitamina E
SOD, catalase,
glutationa peroxidase Carotendides
B-caroteno, licopeno —> [ Polifendis ]
e luteina,
En2|ma_s secundarias Antioxidantes de —
Glutationa redutase, . Antioxidantes de
| e baixo peso S
glucose-6-fosfato, elevado peso
desidrogenase molecular lecul
Glutationa, cido drico, molecular
organosulfurados Albumina, ferritina

e ceruloplasmina

Figura 2.1 — Classificacdo de antioxidantes (adaptado de Ratnam et al., 2006 e Wang et al., 1996).

In vivo, os antioxidantes ndo enzimaticos podem atuar de diversas formas: elevando os
niveis das enzimas antioxidantes, por exemplo, suprarregulando a expressdo de genes que
codificam para a SOD, catalase ou glutationa peroxidase; sequestrando as espécies reativas de
oxigénio, por mecanismos que podem envolver a transferéncia de um atomo de hidrogénio
(HAT) ou por atividade redutora, isto &, por transferéncia de eletrbes (SET) com producgéo de
produtos de baixa reatividade; Capacidade de quelacdo de metais, em particular dos caties de
ferro envolvidos nas reacdes de Fenton; Inibicdo de enzimas oxidantes, ou seja enzimas que
geram espécies reativas de oxigénio, como, por exemplo, a xantina oxidase ou as
ciclooxigenases (Magalhdes et al., 2008). A inibicdo da geragdo de iGes hidroxido pela ligagdo
de ides metalicos pode ocorrer através de dois mecanismos: a ligacdo do antioxidante ao ido
metalico pode alterar o seu potencial redox, impedindo-o de participar na formacgao desses ides,
outra hipétese é que a ligagdo do metal de transicdo ao antioxidante ndo previna diretamente a
reacdo redox, mas impega que estas ocorram nos alvos biolégicos mais importantes (Halliwell
etal., 1995).
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A maioria dos antioxidantes ndo enzimaticos é obtida através da dieta (Ratnam et al.,
2006). Existe uma associacdo inversa entre o consumo de frutos e legumes e a mortalidade por
doencas relacionadas com o envelhecimento, devendo-se isso, em parte, a presenca de
compostos com propriedades antioxidantes (Dudonné et al., 2009). Os frutos contém um
conjunto de antioxidantes naturais que podem ter ndo sé elevada capacidade antioxidante, mas
também, constituir uma combinagdo ou mistura mais eficaz. O suplemento de um ou apenas
alguns compostos antioxidantes pode ndo ser muito efetivo, uma dieta equilibrada e rica em
frutos e vegetais pode ser muito mais eficaz na protecdo do organismo contra danos oxidativos
de diversas origens do que o suplemento de um Unico antioxidante como, por exemplo, vitamina
CouE (Wang et al., 1996).

Os polifendis presentes nos frutos e vegetais sdo, em grande parte, 0S compostos
responsaveis pela sua capacidade antioxidante (Prior et al., 1998). Com efeito, a capacidade
antioxidante destes alimentos est4, de um modo geral, fortemente correlacionada com o seu teor
em polifendis (Sellappan et al., 2002, Giovanelli e Buratti, 2009). Estes compostos estimulam
as defesas do organismo e protegem os constituintes celulares de danos oxidativos (Dudonné et
al., 2009). Uma vez que 0s processos oxidativos estdo envolvidos no processo de
envelhecimento, bem como, no surgimento de diversas patologias, como, por exemplo, doengas
cardiacas, aterosclerose, cancro (Fukumoto e Mazza, 2000), os compostos antioxidantes,
capazes de neutralizar as ROS, podem desempenhar um papel importantissimo na prevencao

destas doencgas (Wang et al., 1996).

2.3. Os polifendis

Os polifendis ou compostos fendlicos resultam do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento, reproducdo e pigmentacdo. Formam-se também em
resposta a condi¢cdes de “stress” como, por exemplo, nos casos de infecdes, ferimentos ou
exposicdo acentuada a radiacdo ultravioleta. Nos alimentos, sdo muitas vezes responsaveis pela
cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (Angelo e Jorge, 2007). S&o considerados
compostos bioativos ndo nutrientes, o que o0s torna uma parte importante da dieta, estimando-se
0 seu consumo diario em 1 g/individuo (Carlsen et al., 2003). Nos vegetais encontram-se na

forma livre ou ligados a agucares (glicosidios) ou a proteinas (Angelo e Jorge, 2007).

Quimicamente, os polifendis contém, pelo menos, um anel aromatico ao qual se ligam um
ou varios grupos hidroxilo (OH) assim como outros grupos substituintes. Este grupo de
compostos engloba desde moléculas simples até moléculas com elevado grau de polimerizagdo

e pode dividir-se em diferentes classes (Figura 2.2).
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Compostos
fendlicos

Os polifendis sdo distribuidos pelas diferentes classes de acordo com o seu esqueleto de

atomos de carbono por exemplo: C6, fendis simples como o resorcinol; C6-C1, acidos fenélicos
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Estilbenos

Cumarinas

Flavonoides
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hidroxibenzoéicos
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hidroxicinamicos

/|

Flavonois

Flavonas

Flavanéis

Flavanonas

Antocianidinas
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{
1
{
{
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gélico, protocatéquico,
vanilico, siringico

p-cumarico,
cafeico, ferdlico,
sinapico

quercetina,
canferol, miricetina,
galangina, fisétina

apigenina,
crisina, luteolina

catequina, epicatequina,
epigalocatequina

eriodictol, hesperitina,
naringenina

cianidina, pelargonidina,
delfinidina, peonidina,
malvidina

genisteina, daidzeina,
gliciteina,
formononetina

Figura 2.2- Principais classes de compostos fenolicos (Ferreira e Abreu, 2007).

como o acido galico; C6-C3, é&cidos hidroxicindmicos como o &cido cafeico; C6-C4,

hidroxiantraquinonas; C6-C2-C6, estilbenos como o resveratrol; C6-C3-C6, flavonoides como a
quercetina; (C6-C3),, linhanas; (C6-C3-C6),, biflavondides; (C6-C3),, lenhinas; (C6-C3-C6),,

taninos condensados ou proantocianidinas (Figura 2.3) (Apak et al., 2007).
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Figura 2.3- Estrutura basica de alguns compostos fenolicos (Adaptado de Apak et al., 2007).

Alguns compostos fenolicos estdo presentes em muitos frutos, outros, por seu lado, séo
especificos de um determinado tipo de fruto ou vegetal. O conteido em compostos fendlicos
dentro de uma mesma espécie pode variar consoante a estacdo do ano, a variedade, condi¢des
ambientais e climatéricas, estado de salde da planta, tipo de solo e estado de maturagdo
(Sellappan et al., 2002). No mirtilo, o contetdo de polifendis varia de acordo com a espécie,
variedade, grau de maturacdo, solo, regido e praticas de cultivo (Silveira et al., 2007). Prior e
colaboradores (1998), verificaram que mirtilos colhidos com maior grau de maturacao

aumentaram em 169 % o valor dos fendis totais, relativamente ao fruto verde. De acordo com
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Wang e colaboradores (1996), a atividade antioxidante estd relacionada com o indice dos
polifenois, sugerindo que, a concentragdo de polifendis no fruto, possa ser indicadora da sua
capacidade antioxidante.

Os polifendis sdo muito importantes na prevencéo da auto-oxidagao, inibem ou ativam uma
grande variedade de sistemas enzimaticos dos mamiferos, sdo quelantes de iGes metalicos,
sequestrantes de radicais livres (Sellappan et al., 2002) e previnem a oxidacao das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) prevenindo, deste modo, a formacao de placas de ateroma (Martinez-
Florez et al., 2002). Os polifendis tém demonstrado exercer a sua atividade antioxidante através
de mecanismos de transferéncia eletronica, mecanismos de transferéncia de &tomos de
hidrogénio e quelacdo de metais de transi¢cdo. Certos polifenois tém-se revelado capazes de
induzir enzimas de fase Il, tais como a glutationa-S-transferase (GST), conduzindo a um
aumento da excrecdo de espécies oxidativas, ou de induzir as enzimas antioxidantes, ao mesmo
tempo que se revelam capazes de inibir a acdo de enzimas oxidativas como os citocromos P450

(CYPs), ciclooxigenases ou lipoxigenases (revisto em Ferguson, 2001).

Para além das propriedades antioxidantes, muitos polifendis, apresentam igualmente
propriedades antiinflamatorias, antimutagénicas e/ou anticarcinogénicas, in vitro ou em sistemas
animais, havendo uma correlacdo entre o consumo de antioxidantes polifendlicos e a reducao do
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, bem como de determinados tipos de

cancro (revisto em Ferguson, 2001).

Conforme ja foi referido anteriormente, os polifendis encontram-se amplamente
distribuidos pelos alimentos de origem vegetal. Entre eles destacam-se os flavonoides, em
particular as antocianinas, devido a sua elevada ocorréncia natural em alimentos, especialmente

frutos, vegetais, folhas verdes e sementes (Sellappan et al., 2002).

2.3.1. Os flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de moléculas de baixo peso molecular, com estrutura base
C6-C3-C6, constituida por dois anéis benzénicos ligados através de um anel pirano (Figura 2.4).
Estes compostos encontram-se em grande quantidade nas folhas, sementes, flores e frutos tendo

ja sido identificados mais de 4000 diferentes flavonoides (Heim et al., 2002).

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas para protecéo contra
os efeitos da radiacdo ultravioleta, herbivoros e agentes patogénicos, devido as suas
propriedades fungicidas e bactericidas (Heim et al., 2002). Desempenham um papel importante

na biologia vegetal, respondem & luz e controlam os niveis de auxinas reguladoras do
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crescimento e diferenciacdo das plantas, sdo importante na fixacdo de metais como o ferro e o
cobre e conferem coloragdo as plantas podendo, desta forma, contribuir para os fenémenos de
polinizacdo (Martinez-Florez et al., 2002).

Figura 2.4 - Estrutura base dos flavonoides composta por dois anéis benzénicos (A e B) ligados através
de um anel pirano (C) (Heim et al., 2002).

Os flavonoides podem, de acordo com a sua estrutura, ser divididos em sub-grupos que
incluem as flavonas, flavondis, flavanois, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (Figura 2.5)
(Ferreira e Abreu, 2007).
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Figura 2.5 - Estrutura basica de alguns tipos de flavonoides (adaptado de Martinez-Florez et al., 2002).

Os flavonoides ndo sdo sintetizados no organismo humano tendo, por isso,
obrigatoriamente que ser obtidos pela dieta, através da ingestdo de alimentos de origem vegetal
que os contenham, ou de suplementos alimentares (Cao et al., 1997). Embora os habitos
alimentares sejam muito diversificados, estima-se que o valor médio de ingestdo de flavonoides

se situe entre os 20 e os 26 mg/dia sendo predominantes os flavondis, especialmente a
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quercetina (Martinez-Flérez et al., 2002). Desta forma, os niveis de ingestdo de flavonoides
excede o de outros antioxidantes como o (-caroteno (2 a 3 mg/dia) ou a vitamina E (7 a 10
mg/dia) sendo aproximadamente igual a um terco da ingestdo de vitamina C (70 a 100 mg/dia)
(Martinez-Flérez et al., 2002). Desta forma, os flavonoides representam uma importante

contribuicdo para o potencial antioxidante da dieta humana.

Diversos estudos relacionam os flavonoides com multiplos efeitos benéficos sobre a satde.
Assim, uma dieta rica em flavonoides estéa relacionada com uma diminuigdo da incidéncia de
doencas cardiacas e com a diminui¢do da taxa de mortalidade a estas associada (Heim et al.,
2002). Alguns flavonoides evitam a oxidagdo lipidica, possuem atividades antitumorais,
antiisquémicas, antialérgicas e antiinflamatérias (Cao et al., 1997), diminuem o risco de
desenvolvimento de aterosclerose gragas a sua capacidade de inibir a oxidac&o de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), reduzem a ades&o e agregacdo plaquetéria, ttm acdo antiinflamatoria
nos tecidos vasculares e reduzem a absorcéo de lipoproteinas no endotélio (Neto, 2007; Silveira
et al.,, 2007). Alguns destes compostos obtidos através da dieta, tais como a quercetina,

miricetina e caenferol tém um efeito protetor contra alteragcfes do DNA (Duthie, 2007).

Os flavonoides podem exercer a sua atividade antioxidante de diferentes formas: sequestro
de ROS por transferéncia de atomos de hidrogénio ou doagdo de eletrdes; prevengdo da
formacg&o de espécies reativas de oxigénio via reacdo de Fenton, através da quelacdo dos ides
metalicos (Martinez-Florez, et al., 2002); interagdo com outros antioxidantes (Apak et al.,
2007), apresentando com estes efeitos sinergéticos (Silva et al, 2002). Os flavonoides tém,
igualmente, demonstrado a capacidade de ativar enzimas antioxidantes (Hollman e Katan, 1997;
Heim et al., 2002), reduzir radicais a-tocoferol e de inibir enzimas oxidativas, tais como
lipooxigenases, xantina-oxidase (Cao et al., 1997), bem como os citocromos P450,
especialmente os da sub-familia CYP1A (Heim et al., 2002).

Muitos flavonoides sdo efetivamente sequestrantes de radicais, esta propriedade sé por si
ndo implica um efeito benéfico, uma vez que apo6s o sequestro se forma um radical flavonoide.
Caso se forme um flavonoide muito reativo este ird propagar a reacédo iniciada pelo ataque do
radical, pelo contrario, se o radical flavonoide for muito estavel ndo ira reagir de imediato, este

flavonoide atuard como antioxidante (Hollman e Katan, 1997).

A atividade antioxidante dos flavonoides e dos seus metabolitos in vitro depende do arranjo
dos grupos funcionais na sua estrutura base (Heim et al., 2002). Silva e colaboradores (2002)
verificaram que flavonoides com maior nimero de grupos hidroxilo, em particular ligados ao
anel B (Figura 2.4), apresentavam maior capacidade antioxidante. Por outro lado, a presenca de

um grupo hidroxilo ligado ao C-3 parece contribuir para a elevada capacidade antioxidante dos
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flavondis. O grupo hidroxilo nesta posi¢do contribui para o aumento da planaridade da
molécula, devido ao estabelecimento de ligacdes por pontes de hidrogénio deste com 0 H-2” ou
0 H-6" do anel B, fixando a posi¢do do anel B no mesmo plano dos anéis A e C (Figura 2.4)
(Silva et al., 2002). Para flavonoides sem grupos hidroxilo no anel B, a presenca em simultaneo
da ligacdo dupla (C2,3) e do grupo (OH) no atomo de carbono 3 é determinante para uma
capacidade antioxidante elevada, provavelmente em resultado de um aumento da planaridade da
molécula que dai resulta (Silva et al., 2002). Para flavonoides com a mesma estrutura quimica
bésica verificou-se que a capacidade de sequestro de radicais peroxilo aumentava com o
aumento dos grupos hidroxilo substituintes (Silva et al., 2002). A inibicdo da lipoperoxidacao
pelos flavonoides também aumenta com a sua lipofilicidade, devido a maior capacidade de
penetracdo nas membranas bioldgicas e consequente capacidade de sequestro dos radicais

iniciadores (Silva et al., 2002).

2.3.1.1. As antocianinas

As antocianinas sdo glucésidos das antocianidinas, um dos sub-grupos dos flavonoides.
S&o pigmentos naturais, responsaveis por uma variedade de cores atrativas de bagas, incluindo
os mirtilos, frutos, flores e folhas, que variam do vermelho ao azul (Silveira et al., 2007).
Quando presentes nas flores atraem insetos polinizadores. Alguns destes compostos tém
propriedades farmacol6gicas importantes e sdo usados com fins terapéuticos (Kader et al.,
1996).

A composicgdo e distribuicdo de antocianinas nos mirtilos dependem de fatores genéticos,
do grau de maturacéo e das condi¢des ambientais (Kader et al., 1996). O grau de maturacao esta
relacionado com o teor de antocianinas nas células epidérmicas e subepidérmicas do fruto
(Kader et al., 1996) onde estas substancias parecem concentrar-se (Prior et al., 1998), a medida
que o fruto amadurece diminui a concentracdo em flavonodis e procianidinas e aumenta a

concentracdo em antocianinas (Burdulis et al., 2007).

Kader e colaboradores (1996) identificaram, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), 15 tipos de antocianinas em extratos de mirtilo da cultivar “coville” do
grupo “Highbush”: 3-monoarabin6sidos, 3-monogalactosidos e 3-monoglucésidos de cianidina,
delfinidina, petunidina, malvidina e peonidina (Figura 2.6). Burdulis e colaboradores (2007)
identificaram as mesmas antocianinas noutras cultivares obtidas em diferentes regifes da
Europa. O teor total de antocianinas foi varidvel de acordo com a origem da amostra, no
entanto, em todas as amostras, as cianidinas apresentaram os teores mais elevados e, ha maioria

das amostras, as malvidinas e peonidinas apresentaram os teores mais baixos.
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Figura 2.6- Estrutura de algumas antocianidinas, metabolitos resultantes da metabolizagdo das
antocianinas presentes nos mirtilos (adaptado de Zhang et al., 2005).

Tal como a maioria dos flavonoides, as antocianinas so antioxidantes capazes de prevenir
a peroxidagdo lipidica (Zafra-Stone et al., 2007), apresentando, igualmente, outros efeitos
benéficos para a saide como, por exemplo, atividade antiinflamatoria, prevencdo da mutagénese
e carcinogénese, capacidade de induzir, in vitro, a apoptose em células humanas leucémicas e de
carcinoma do colon (Prior et al., 1998). Alguns destes efeitos benéficos para a saude podem, de
alguma forma, estar relacionados com propriedades antioxidantes das antocianinas. As
antocianinas, incluindo a cianidina e alguns glucosidos, revelaram atividade antimutagénica
detetada através do teste de Ames e em ensaios de troca de cromatides irmds, revelando-se
eficazes na inibigdo dos danos oxidativos no DNA em células do tecido muscular liso em ratos
(Duthie, 2007). As antocianidinas cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina
mostraram atividade antiproliferativa em células tumorais humanas de estbmago, c6lon, mama,

pulméo e sistema nervoso central (Zhang et al., 2005).

2.3.2. Biodisponibilidade dos polifenois

Biodisponibilidade define-se como a taxa e extensdo na qual um composto é absorvido e
fica disponivel num determinado érgdo-alvo. A biodisponibilidade de uma substancia depende
da solubilidade, permeabilidade, estabilidade no trato gastrointestinal e biotransformacéo antes
de atingir a circulacdo sanguinea, quando ingerida por via oral (revisto em Ratnam et al., 2006).
O conhecimento da biodisponibilidade dos polifendis constitui um fator chave para poder
sugerir que os antioxidantes presentes nos alimentos possam, de facto, conferir uma maior
protecdo contra o “stress” oxidativo de quem os consome. Efetivamente, para que estes

compostos possam apresentar efeitos in vivo, tém que chegar aos tecidos, na sua forma nativa ou
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na forma metabolizada, numa dose suficientemente elevada para poder exercer efeito bioldgico
(Galvano, 2008).

Os polifendis tém biodisponibilidade limitada e podem ser extensamente metabolizados.
No entanto, apesar desta limitada disponibilidade, estudos efetuados em humanos sugerem que
mesmo essa pequena quantidade absorvida possa ser suficiente para exercer efeitos benéficos na
salde (revisto em Ferguson, 2001; Williamson e Manach, 2005). Por exemplo, 0s niveis de
quercetina no sangue apos a ingestdo de cebolas, de catequinas apds a ingestdo de vinho tinto ou
de isoflavonas veiculadas pela soja atingem concentragfes da ordem dos micromolar, ou seja
concentracdes semelhantes aquelas em que exercem os seus efeitos protetores nos ensaios in
vitro (Williamson e Manach, 2005).

A biodisponibilidade difere grandemente entre os varios tipos de polifendis, e 0s mais
abundantes ndo s&o necessariamente os que apresentam melhor perfil de biodisponibilidade, ndo
sendo por isso 0s que atingem maiores concentragdes no interior das células humanas, ou
porque ndo sdo resistentes a digestdo gastro-intestinal, ou porque sdo pouco absorvidos no
intestino, altamente metabolizados ou rapidamente eliminados (Pantelidis et al., 2007). O acido
galico e as isoflavonas parecem ser os polifendis mais bem absorvidos, seguidos pelas
catequinas, flavanonas e glicosideos de quercetina, sendo as proantocianidinas, as catequinas
galato do cha e as antocianinas os polifendis de mais dificil absorcdo (Manach et al., 2005;
Pantelidis et al., 2007; Galvano, 2008).

A metabolizacdo pela flora intestinal pode, igualmente, ter um efeito preponderante na
biodisponibilidade dos polifendis. Com efeito, os polifenois que ndo forem absorvidos no trato
gastro-intestinal, podem ser metabolizados por estas bactérias, originando metabolitos passiveis
de ser absorvidos no epitélio do cdlon e, desta forma, chegar a corrente sanguinea. Por exemplo,
as proantocianidinas tém demonstrado alguns efeitos em ensaios epidemioldgicos embora se
saiba que a sua absorcdo intestinal seja muito reduzida. Desta forma, € possivel que os efeitos
bioldgicos associados a estes compostos resultem de algum metabolito formado no decurso da

sua metabolizagdo pelas bactérias da flora intestinal (Williamson e Manach, 2005).

Nos alimentos os flavonoides existem como 3-O-glucosidos e polimeros, o substituinte
glicosidico mais comum € a glucose, podendo, no entanto, surgir acUcares diferentes, como, por
exemplo, a galactose ou a arabinose. A ligac¢do P estabelecida entre a unidade glicosidica e a
aglicona é resistente a hidrolise enzimatica das enzimas pancreéticas, podendo ser hidrolisada
por acéo da flora intestinal e por acdo de f-endoglucosidades intestinais (Heim et al., 2002). A
absorcéo intestinal dos flavonoides varia consideravelmente com o alimento onde se encontram
e com a diversidade de residuos de agucares e de outros grupos funcionais ligados a estrutura

base. Dependendo do aglcar a que se encontram ligados, os flavonoides glicosilados podem ou
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ndo ser mais facilmente absorvidos do que as respetivas agliconas. A absor¢cdo pode também
depender da dose, do veiculo de administracéo, da dieta, da microflora do célon e pode, ainda,
variar com o sexo (Heim et al., 2002). A sua absorcdo pode também ser aumentada com a
coingestdo de alimentos ricos em gordura. Estima-se que apenas 5% dos flavonoides ingeridos
atinjam a circulagdo sanguinea, ligam-se ai as proteinas e as membranas celulares das células

sanguineas (Ruel e Couillard, 2007).

Outro dos fatores chave para poder extrapolar os resultados obtidos nos ensaios in vitro
para a realidade que ocorre in vivo é o conhecimento da biotransformacéo dos polifentis. Com
efeito, a biotransformacdo, ao alterar a estrutura dos compostos quimicos, pode originar
metabolitos com propriedades bioativas diferentes das dos compostos originais. A
biotransformacéo dos flavonoides resulta na sua hidroxilagdo, metilagdo, conjugacdo com o ido
sulfato, &cido glucurénico ou glicina (Heim et al., 2002; Martinez-Flérez, et al., 2002). Desta
forma, os resultados obtidos nos ensaios in vitro realizados com os alimentos podem nédo ser

necessariamente relevantes para a situagéo in vivo (Williamson e Manach, 2005).

2.3.3. Propriedades pré-oxidantes dos polifendis

Alguns polifendis considerados antioxidantes podem atuar como pré-oxidantes na presencga
de substancias, como, por exemplo, o 6xido nitrico (NO), ou quando presentes em doses
elevadas (Ferguson, 2001). Com efeito, os polifendis podem reduzir o ferro (I11) a ferro (I1) e,
assim, gerar radicais hidroxilo através da reagdo de Fenton. Os polifen6is podem ainda ser
reduzidos a quinonas e entrar em ciclos redox originando a producdo de ROS, no entanto é
provavel que a quinona redutase, a catecol-metil-transferase e outras enzimas da fase Il possam
atenuar esse efeito (Scalbert et al., 2005). Alguns compostos fendlicos podem, no decurso da
sua regeneracdo, gerar radicais secundarios reativos capazes de oxidar proteinas e lipidos.
Radicais hidroxilo derivados de flavonoides semelhantes a quercetina iniciam a peroxidacédo de

lipidos das membranas celulares e causam danos ao nivel do DNA (revisto em Ferguson, 2001).

Alguns flavonoides apresentam in vitro propriedades mutagénicas, parecendo este efeito
estar relacionado com propriedades pré-oxidantes (Cao et al., 1997). Por sua vez, a atividade
pré-oxidante parece ser diretamente proporcional ao nimero de grupos hidroxilo na molécula
(Heim et al., 2002; Apak et al., 2007). No entanto, quer a glicosilacdo quer a metilacdo dos

grupos hidroxilo atenua o seu comportamento pré-oxidante (Heim et al., 2002).

Embora alguns ensaios in vivo, realizados em animais de laboratorio, atribuam efeitos pré-

carcinogénicos a alguns flavonoides, particularmente a quercetina, a maioria destes ensaios
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apontam no sentido destes compostos terem uma atividade anticancerigena. E possivel que as
enzimas de biotransformagdo, particularmente as da fase Il, possam desempenhar um papel
importante na limitacdo dos efeitos mutagénicos dos polifendis in vivo (Scalbert et al., 2005).

2.4. Mutagéneos e antimutagéneos alimentares

O acido desoxirribonucleico (DNA) é a macromolécula que contém a informacdo genética
da célula inscrita na sequéncia de bases que a constituem (Stryer, 1988). Esta macromolécula
possui uma estrutura complexa, passivel de sofrer modificacbes por acdo de compostos
quimicos, endoégenos ou exogenos, de radiacbes ou de virus (Wogan et al., 2004). Estas
alteractes podem dar origem a mutagdes, as quais podem ocorrer por alteracfes na sequéncia de
bases, resultantes de trocas, delecgbes ou insercbes de um ou mais pares de bases, ou por
alteracdo da estrutura de cromossomas através da insercdo, deleccdo, duplicagdo, inversdo ou
translocacdo de segmentos cromossomicos, assim como por duplicagdo ou perda de

cromossomas (Mortelmans e Zeiger, 2000).

As mutacOes podem afetar o funcionamento celular ou dar origem a alteragbes na funcéo
ou da estrutura celular, dependendo do tipo de genes em que ocorrem. Se 0s genes afetados
forem os que regulam o processo de divisdo celular (proto-oncogenes e genes supressores de
tumor), ou genes responsaveis pela manutencdo da integridade do DNA, as muta¢cdes podem
conduzir ao aparecimento de tumores (Bishop, 1991). A estreita correlacdo que se verifica entre
0s processos de mutagénese e cancerigénese leva a que 0s ensaios de mutagenicidade
desempenhem um papel fundamental na identificacdo de agentes potencialmente cancerigenos.

Os compostos quimicos de natureza acentuadamente lipofilica tém facilidade em ser
absorvidos através das membranas biol6gicas, ao mesmo tempo que 0s organismos tém
dificuldade em os eliminar, visto 0os meios de excrecdo serem maioritariamente de natureza
aquosa. Consequentemente, para que se ndo verifiqgue uma acumulagdo toxica destes compostos
no organismo, torna-se necessario efetuar a sua biotransformacdo, ou seja, a sua conversao a
compostos mais hidrofilicos e, portanto, mais facilmente excretaveis. O processo de
biotransformacdo de xenobidticos consiste, assim, numa via de destoxificacdo, uma vez que
permite ao organismo excretar compostos potencialmente toxicos que, de outra forma, nele se
acumulariam. Contudo, por vezes, verifica-se que os produtos resultantes das reacfes de
biotransformacéo sdo altamente reativos face ao DNA, podendo, deste modo, causar les6es a

esta biomolécula (Duarte, 2008).

A maioria dos cancerigenos que atuam sobre o DNA requerem ativacdo prévia,

normalmente através dos citocromos P450 (CYP), para exercerem o seu efeito mutagénico. Se
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estas lesdes ndo foram reparadas podem dar origem a erros durante a replicacdo do DNA, que
podem resultar em mutacGes. A morte celular programada ou apoptose permite eliminar as
células que apresentem lesdes no DNA, prevenindo, assim, a persisténcia de células com
alteracBes na estrutura desta biomolécula (Figura 2.7).
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Figura 2.7- Diagrama esquematico dos passos envolvidos na inducdo de mutacGes (adaptado de Ferguson
et al., 2004).

Existem, assim, varios passos envolvidos na inducdo de mutagdes. A probabilidade da
mutacao ocorrer através da exposi¢do a mutagéneos pode ser modelada por fatores genéticos do
individuo, tais como a existéncia de polimorfismos nos genes das enzimas de biotransformacéo,
polimorfismos nos genes dos sistemas enzimaticos de reparacdo do DNA e polimorfismos nos

genes associados ao controlo do ciclo celular e apoptose (Ferguson et al., 2004).

Os compostos com atividade mutagénica/cancerigena veiculados pela alimentagcdo podem
ser constituintes naturais dos alimentos, contaminantes formados durante o seu armazenamento,
producdo ou processamento ou ainda aditivos intencionalmente adicionados para preservar ou
melhorar as suas caracteristicas. Além dos cancerigenos exogenos, a producdo endogena de
mutagéneos pode ser, igualmente, um fator importante no surgimento de cancro. Alguns dos
fatores de risco conhecidos podem atuar aumentando essas taxas de mutacdo espontanea.
Estudos epidemiol6gicos tém relacionado alguns tipos de cancro com uma dieta inapropriada,
por exemplo, a obesidade pode contribuir indiretamente para o risco mutagénico, através da
estimulacdo inapropriada de respostas imunes que aumentam os danos no DNA (Ferguson et al.,
2004). Apesar dos alimentos de origem vegetal, como frutos e legumes, serem considerados
benéficos para a salde, algumas substancias presentes em plantas expressam atividade
citotoxica e genotoxica e apresentam correlacdo com o surgimento de tumores (Yen et al.,
2001).
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Ao mesmo tempo que pode constituir uma fonte de exposicdo a compostos mutagénicos e,
por isso, potencialmente cancerigenos, a alimentacdo pode, igualmente, veicular compostos com
atividade antimutagénica. Entre os compostos com propriedades antimutagénicas contam-se
alguns nutrientes obtidos pela dieta, como, por exemplo, as fibras dietéticas, aminoacidos ou
acidos gordos de cadeia curta e outros compostos classificados como compostos bioativos que
surgem em pequenas quantidades essencialmente em alimentos de origem vegetal

(fitoquimicos) (Ferguson et al., 2004).

Os compostos com atividade antimutagénica podem exercer essa atividade através de
diversos mecanismos que incluem a inibi¢do da absor¢do de compostos mutagénicos, alteracdo
da sua biotransformacdo, desativacdo de ROS ou de outras espécies capazes de lesar 0 DNA,
protecdo dos locais nucleofilicos do DNA ou estimulagdo dos mecanismos de reparacdo desta
molécula (Figura 2.8) (Ferguson et al., 2004).
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Figura 2.8- Diagrama esquemético mostrando pontos nos quais os antimutagéneos obtidos através da
dieta podem ter um impacte na probabilidade de um determinado agente mutagénico originar mutacdes
(XME-Enzimas de biotransformacao)(adaptado de Ferguson et al., 2004).

Diversos trabalhos tém demonstrado que os polifendis apresentam capacidade
antimutagénica que pode manifestar-se através de diferentes mecanismos. Assim, diversos
polifendis tém mostrado inibir a absor¢do de mutagéneos como o benzo[a]pireno ou inibir a
formacdo géstrica de N-nitrosaminas, podendo, por isso, 0 estdmago ser o principal local onde
os polifendis previnem a cancerigénese. Mais ainda, certos polifendis parecem influenciar a

atividade de enzimas de reparacao do DNA através da modulacdo da expressdo dos seus genes,
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inibir a acdo de enzimas oxidativas e desativar espécies oxidativas. Além do ja referido, alguns
flavonoides, e outros compostos fendlicos, obtidos através da dieta podem inibir citocromos
P450 especificos envolvidos na bioactivagcdo de cancerigenos e proteger contra mutagénese

atraves deste mecanismo (revisto em Ferguson, 2001).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Caracterizacdo das amostras de mirtilos

Na realizacdo deste trabalho foram utilizadas seis cultivares comerciais do grupo “Southern
Highbush” (O’Neal, Star, Georgia Gem, Sharpblue, Misty e Jubilee) de cultivo bioldgico,
gentilmente cedidas pela empresa MIRTISUL, sediada em Aldeia do Pico, Grandola, Setubal,
Portugal.

Os frutos foram colhidos manualmente, nas plantacdes da empresa MIRTISUL, em maio e
junho (no caso da cultivar Jubilee) de 2010, de plantas sadias e no estado de maturacéo
correspondente a sua comercializacdo: frutos com a totalidade da coloracdo desenvolvida mas
sem perda de turgescéncia. Foram colhidas amostras de aproximadamente 300 g de cada
cultivar, de entre trés a seis plantas de cada genoétipo (Figura 3.1). Os frutos foram colhidos
durante a manha (entre as 10:00 h e as 11:00 h), foram colocados em embalagens de polietileno
usadas na sua comercializacdo e transportados até ao laborat6rio no escuro, sob refrigeragéo,

tendo sido preparadas as amostras para analise num no prazo maximo de duas horas.

Figura 3.1- (A) Aspeto geral do arbusto do grupo “Southern Highbush” (hibridos interespecificos de V.
corymbosum L.) e (B) Aspeto dos frutos em diferentes estagios de maturacéo.
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3.2. Reagentes e meios de cultura

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e meios de
cultura: acetato de amoénio (Riedel-de Haén, 98%); acetato de sddio tri-hidratado (Panreac,
99%); &cido L (+) ascérbico (Panreac, 99%); acido citrico mono-hidratado (JMGS, 99,8%);
acido cloridrico (Panreac, 37%); acido galico (Merck, 99,5%); 2,2’-azobis(2-
metilpropionamidina)dihidrocloreto (AAPH) (Sigma-Aldrich, 97%); azul de nitrotetrazdlio
(NBT*) (Sigma); Bacto agar (Becton Dickinson and Company); biotina (Sigma-Aldrich, 99%);
carbonato de sédio (VReis); cloreto de cobre (I1) bihidratado (Riedel-de Haén, 99%); cloreto de
ferro (111) hexa-hidratado (Merck, 99%); cloreto de potéssio (Panreac, 99%); cloreto de sddio
(Panreac, 99,5%); dihidrogenofosfato de sddio (Panreac, 98%); dinuclettido de nicotinamida e
adenina na forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%); etanol (Riedel-de Haén, 99%); fluoresceina
(Sigma-Aldrich); D-glucose monohidratada (Panreac); hidrogenofosfato de dipotéassio (Becton
Dickinson and Company, 97,5%); hidroxido de sodio (Merck, 99%); histidina (Merck, 99%);
meio de cultura Nutrien Broth (NB) n°2 (Oxoid); metanol (Riedel-de Haén, 99,8%);
metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma, 90%); neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)
(Sigma); peroxido de hidrogénio (Panreac, 30%); reagente de Folin-Ciocalteu (Panreac); sal
dissédico de acido etilenodiaminatetracético (EDTA) (Panreac, 99%); sal dissddico de acido 3-
(2-piridil)-5,6-difenil1,2,4-triazina4’,4>’-dissulfénico (ferrozina) (Sigma-Aldrich); sulfato de
magnésio heptahidratado (Merck, 99,5%); sulfato ferroso hepta-hidratado (Riedel-de Haén,
99%); tert-butil hidroperéxido (t-BHP) (Sigma-Aldrich, 70% em H,0); 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) (Fluka, 99%); hidrogenofosfato de amoénio e sodio tetrahidratado
(NaNH4HPO,4.4H,0 (Sigma, 99%) e trolox (Acros Organics, 97%). Na preparacdo de todas as
solucbes, diluicdes e meios de cultura, utilizou-se agua ultrapura, captada a partir de um sistema

de purificagdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franga).

3.3. Preparacao dos extratos

De acordo com Smith e colaboradores (2000), a melhor estratégia de armazenamento dos
extratos € manté-los no escuro a baixas temperaturas, separados em aliquotas, de forma a retirar
apenas a quantidade necesséaria a cada ensaio. Assim, em todos 0s passos realizados até a
obtencdo dos extratos, separacdo em aliquotas e realizacdo dos ensaios, foi minimizado o

contacto com a luz, oxigénio e temperaturas elevadas.

Os extratos foram preparados de acordo com o procedimento descrito por Connor e

colaboradores (2002), com pequenas adaptacfes. Assim, aos mirtilos previamente triturados foi
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adicionado metanol acidificado com éacido cloridrico (0,1% volume/volume) e arrefecido em
gelo, numa proporcéo de 10 g de fruto por cada 20 mL de solvente. A mistura foi agitada em
gelo durante 20 minutos e filtrada, por gravidade, atraves de um filtro de papel (Figura 3.2 A e
B). Repetiu-se a extracdo, a partir dos residuos recuperados do papel de filtro, usando igual
volume de metanol acidificado, nas mesmas condi¢oes. O filtrado total recuperado foi diluido a
50 mL, num baldo volumétrico, com o solvente da extracdo. Os extratos assim obtidos foram
evaporados em rotavapor (Modelo Biichi R-200) (Figura 3.2 C), utilizando-se um banho
termostatizado (Buichi heating bath B-490), a temperatura de 37 °C. Os residuos obtidos foram
ressuspensos em 50 mL de &gua ultrapura, em baldo volumétrico, de modo a ficarem com uma
concentracgdo final de 0,2 g/mL, e, em seguida, filtrados em ambiente asséptico, em camara de
fluxo laminar, usando membranas estéreis Millipore Millex GP com poro de 0.22 pum. Os

extratos assim esterilizados foram distribuidos por aliquotas de 1,5 mL e congeladas a -50 °C.

(A) (B)

Figura 3.2 - Diferentes fases do processo de extracdo utilizado: (A) Extracdo em banho de gelo com
metanol acidificado; (B) Recuperacéo do filtrado; (C) Evaporacdo do solvente.

3.4. Determinacao do teor de sélidos solaveis (grau Brix)

O grau Brix indica a percentagem de sélidos soltveis no sumo do fruto. Este parametro
pode ser influenciado por varios fatores nos quais se incluem, a variedade, regido de cultivo,
fatores climatéricos e estado de maturacdo (Turkmen e Eks, 2011). Cada grau Brix corresponde
a 1g de soélidos soluveis/aglcares por 100 g de sumo. A determinacdo do grau Brix € usada
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como referéncia de ponto de colheita e consumo para a maioria das frutas, especialmente para as

nao-climatéricas.

O sumo extraido de 4 a 5 bagas de cada cultivar foi utilizado para determinar a
concentragdo de solidos sollveis, através de um refratdbmetro manual, com corregdo de
temperatura, Modelo EUROMEX — 5532 (0-32%), sendo o resultado expresso em percentagem
(grau Brix).

3.5. Determinacéo dos fenois totais pelo método Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu, utilizado na quantificagdo dos fendis totais, baseia-se na
capacidade destes compostos sofrerem oxidacdo e quelarem metais originando complexos com
absorcdo de radiacdo na zona do UV-Visivel. Os grupos hidroxilo dos compostos fendlicos
podem ser quantificados através de uma reacdo de oxidag&o-reducédo recorrendo ao reagente de
Folin-Ciocalteu (Neves et al.,, 2009). Em meio alcalino (pH10), o heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico presente no reagente de Folin-Ciocalteu é reduzido a uma mistura
de 6xidos de tungsténio e de molibdénio, de cor azul, pelos compostos fendlicos do extrato, na
forma de ido fenolato. A intensidade de coloragdo azul desenvolvida, com um maximo de
absorcdo a 765 nm, é proporcional ao teor de compostos fendlicos (Singleton et al., 1999;
Huang et al., 2005). Este método é simples, sensivel e preciso mas pode sofrer interferéncias de
outros componentes da amostra capazes de reduzir igualmente o reagente de Folin-Ciocalteu
como, por exemplo, adenina, alanina, &cido aminobenzoico, acido ascérbico, histidina, indole,

frutose, sulfito de sddio, sulfato de ferro, entre outros (Prior et al., 2005).

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais utilizou-se 0 método descrito por Kosar
e colaboradores (2008) com algumas modificacfes. Assim, em balGes volumétricos de 10 mL
introduziram-se 6 mL de agua ultrapura, 100 uL de extrato, ou de suas diluices, e 500 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu sem diluicdo. A mistura foi deixada a temperatura ambiente durante
1 minuto, adicionou-se 1,5 mL de carbonato de sddio (Na,CO3) 20% (peso/volume) e perfez-se
o volume a 10 mL com agua ultrapura. Apos incubacédo, durante 2 horas, a 25 °C e no escuro, a
cor azul desenvolvida foi quantificada através da leitura da absorvancia a 765 nm, num
espectrofotometro (SPEKOL 1500), contra um branco preparado da mesma forma mas
utilizando 100 pL de &gua ultrapura, em substituicdo do mesmo volume de extrato. O teor de
fenois totais foi determinado por interpolacdo de uma reta de calibracdo obtida da mesma forma
que a descrita para as amostras mas utilizando, em vez destas, solu¢des de acido galico com

concentracgdes entre os 50 e 500 mg/L.
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Todas as determinacbes foram efetuadas em quadriplicado tendo os resultados sido
expressos em mg de equivalentes de &cido galico por 100 g de peso fresco de mirtilos.

3.6. Quantificacdo das antocianinas monomeéricas totais pelo
meétodo do pH diferencial

As antocianinas monomeéricas sofrem uma transformacao estrutural reversivel em fungédo do
pH, que origina diferentes espectros de absorcdo. Assim, a pH 1,0 a forma predominante é a de
ox6nio colorido (Amaxvis 520 nm) enquanto que, a pH 4,5, a forma predominante é a de
hemiacetal sem coloragéo (sem absorcao a 520 nm) (Figura 3.3) (Lee et al., 2005).

-H*
-
—_—
O-gly
pH 7, coloragéo azul pH 1, coloracéo laranja a purpura
+H,0 /- H"
Ry
OH
oed
=
Ra
O-gly O
pH 4,5, sem coloragdo pH 4,5, sem coloragdo

Figura 3.3- Transformacéo estrutural reversivel das antocianinas monoméricas em funcdo do pH (Lee et
al., 2005).

O método do pH diferencial permite medir, com rapidez e precisdo, as antocianinas totais,
mesmo quando em presenca de pigmentos polimerizados e de outros compostos interferentes,
uma vez que estes ndo sofrem a mesma alteracéo de absorcdo em funcéo do pH. A diferenca de
absorcdo a 520 nm de um extrato a pH 1,0 e a pH 4,5 é, entdo, proporcional a quantidade de

antocianinas totais (Lee et al., 2005).
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A determinac&o das antocianinas totais foi efetuada de acordo com o método descrito por
Lee e colaboradores (2005). Assim, os extratos foram diluidos numa solucdo de cloreto de
potéssio 0,025 M, acidificada com &cido cloridrico até pH1, até que a absorvancia a 520 nm das
solugBes ficasse dentro da zona linear do espectrofotometro (SPEKOL 1500) (entre 0,2 e 1).
Para que ndo fosse excedida a capacidade tampdo dos reagentes, a percentagem de amostra na
solucéo final nunca foi superior a 20%. Procedeu-se a mesma diluicdo dos extratos utilizando
uma solucdo tampéo de acetato de sédio 0,4 M a pH 4,5. Deixaram-se estabilizar as soluc@es
durante 20 minutos e leu-se a absorvancia, no referido espectrofotdmetro, a 520 nm e a 700 nm,
utilizando &gua ultrapura como branco. A leitura a 700 nm foi feita com o objetivo de eliminar
possiveis interferéncias de alguns materiais uma vez que a este comprimento de onda as

antocianinas ndo absorvem.

As amostras foram analisadas em quadriplicado, tendo o teor em antocianinas no extrato,
expresso em mg equivalentes de cianidina-3-glucédsido, sido determinado recorrendo a seguinte
expressdo:

mg equivalentes/L = (A x MM x FD x 10%) /e x d

Sendo que: A corresponde a [(Aszo-Azoo0)pri-(As20-Azo0)pras]; MM € a massa molar da cianidina-
3-glucésido (449,2 g/mol); FD é o fator de dilui¢io determinado; 10° o fator de converséo de g
para mg; d o percurso 6tico (1 cm) e € o coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-
glucosido (26900 Lmolecm™) (Lee et al., 2005). Os resultados foram expressos em mg
equivalentes de cianidina/100 g de peso fresco de mirtilos.

3.7. Avaliagdo da capacidade antioxidante

3.7.1. Determinacéo da capacidade de quelacéo de Fe(ll)

A ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-difenil1,2,4-triazina4’,4*’- sal dissulfonico de sodio) pode
formar complexos de cor vermelha com os ides Fe?", [Fe(Ferrozina)s]*, apresentando estes
complexos um maximo de absorcdo a 565 nm. Na presenca de agentes quelantes, a formacao
desses complexos € dificultada, resultando numa diminuicdo da coloracdo vermelha
caracteristica. As medicOes da diminui¢do da coloracdo, através da medi¢do da diminuigdo da
intensidade da absorcdo a 562 nm, permitem efetuar uma estimativa da capacidade de quelagéo
do ferro da amostra (Geckil et al., 2005).

A capacidade de quelacdo de ferro foi avaliada de acordo com a técnica descrita por Geckil

e colaboradores (2005). Assim, as misturas reacionais foram preparadas misturando diferentes
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volumes de amostra, ou de suas dilui¢es, com 50 pL de uma solucédo de sulfato de ferro (I1)
(0,2 mM). Apb6s uma incubagdo de cinco minutos, a temperatura ambiente, adicionaram-se
200pL de ferrozina (5 mM), ajustou-se o volume a 2000 uL com &gua, agitou-se vigorosamente
a mistura obtida e incubou-se durante 10 minutos, também a temperatura ambiente. Terminada
esta segunda incubacéo, leu-se a absorvancia a 562 nm no espectrofotometro (SPEKOL 1500).
Realizaram-se igualmente um controlo negativo, substituindo a amostra por igual volume de
agua (solvente da amostra), e um controlo de interferéncia da cor da amostra, utilizando igual

volume de amostra e completando a 2000 L com &gua.

As amostras foram analisadas em quadriplicado tendo a percentagem de inibicdo da
formac&o dos complexos [Fe(Ferrozina)s]* sido calculada através da seguinte expressao:

%I nlblf;éo = [(Abscontrolo negativo)_(AbSamostra com ferrozina_AbSamostra sem ferrozina)/(AbScontrolo negativo)]X100

3.7.2. Determinacdo da capacidade de sequestro do perdxido de
hidrogénio

O peroxido de hidrogénio apresenta um maximo de absorcdo a 230 nm. Desta forma, a

percentagem de sequestro deste composto pode ser determinada pela diminuicdo da absorvancia

a 230 nm de uma solugdo de perdxido de hidrogénio na presenga de amostra, por comparagao

com um branco (Magalhaes et al., 2008 ; Esmaeili e Sonboli, 2010). O perdxido de hidrogénio

forma-se in vivo, no decurso de diversos processos metabdlicos. Assim, uma das vantagens

deste ensaio é a de se utilizar um oxidante com relevancia fisiolégica.

A percentagem de sequestro do perdxido de hidrogénio foi determinada de acordo com o
procedimento descrito por Esmaeili e Sonboli (2010). Assim, em tubos de ensaio, misturaram-se
400 pL de extrato e 4,6 mL de solugdo 10 mM de H,0, preparada em tampé&o fosfato (50 mM,
pH 7,4). A mistura foi incubada, no escuro, durante 30 minutos, a 25 °C. Findo o periodo de
incubacéo, leu-se a absorvancia das solugdes num espectrofotometro (SPEKOL 1500) a 230
nm, utilizando cuvetes de quartzo. Para cada uma das amostras foi preparado um branco com o
mesmo volume de cada um dos extratos e 4,6 mL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4), sem
peréxido de hidrogénio. Foi ainda preparado um controlo para o ensaio, com 400 pL de &gua
ultrapura e 4,6 mL da solucéo de H,O, em tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4). As amostras foram
analisadas em quadriplicado tendo a percentagem de sequestro de H,O, sido calculada

utilizando a seguinte expressdo:

% SequeStro = [(Abscontrolo - (Absamostra* Absbranco da amostra)/(AbScontrolo)] X 100
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3.7.3. Determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido
superoéxido

O radical anido superdxido (O,*), a temperatura ambiente, reduz o azul de nitrotetrazélio
(NBT?"), originando o azul formazano (Figura 3.4). A geracdo do formazano é acompanhada
pelo aparecimento de uma coloracdo purpura que apresenta um maximo de absorcdao a 560 nm
(Valentdo et al., 2001; Gulcin 2006b; Magalhaes et al., 2008; Alves et al., 2010). Desta forma,
se a mistura de reacéo se adicionar um composto com capacidade para captar o O,*, passam a
existir, no meio reacional, dois compostos a competir pelo radical anido superdxido, o que se
traduz por uma diminuicio da extensdo da reducdo do NBT?, com uma consequente
diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a 560 nm (Valentdo et al., 2001; Magalhes et
al., 2008).

NO, O,N NO, ON
O QL o SRR,
N—N N—N — N—N N—N
VR OQH YT QY
MeO OMe
A B

Figura 3.4 - Reducdo do NBT?* (A) pelo radical anido superéxido, dando origem ao azul de formazano
(B), que pode ser doseado espectrofotometricamente a 560 nm.

Em condicOes aerdbias, o radical anido superdxido pode ser gerado utilizando o sistema
metossulfato de fenazina (PMS)/NADH em que, o PMS apés ser reduzido pelo NADH, reage
com o oxigénio produzindo o radical anido superdxido (Figura 3.5) (Nakamura et al., 1992).
Tendo em conta que o radical anido superdxido resulta da reducéo do oxigénio molecular e pode
surgir no decurso de diversos processos metabolicos, uma das vantagens deste ensaio é a de se
utilizar um oxidante com relevancia fisioldgica (Magalhaes et al., 2008).

NADH + H" + PMS — NAD" + PMSH,
PMSH, + 20, — 20, +2 H" + PMS

Figura 3.5 - Formacdo do radical anido superéxido através do sistema PMS/NADH (Nakamura et al.,
1992).
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A capacidade das amostras para sequestrar o radical anido superdéxido foi avaliada de
acordo com o método descrito por Valent&o e colaboradores (2001), com pequenas adaptagdes.
Assim, em cuvetes do espectrofotdmetro adicionaram-se 200 pL de cada uma das amostras. Em
seguida adicionaram-se 300 puL de NADH 1,66 mM em tampao fosfato (19 mM, pH 7,4), 300
uL de NBT? 430 pM em tampdo fosfato (19 mM, pH 7,4) e, por fim, tampéo fosfato (19 mM,
pH 7,4) para completar a 2 950 pL. A reacdo iniciou-se com a adicdo de 50 puL de PMS 162 uM
em tampao fosfato (19 mM, pH 7,4) tendo-se acompanhado a variacdo da absorvancia a 560
nm, durante dois minutos & temperatura ambiente. A estabilidade do NBT?* em presenca das
amostras foi verificada, através da observacéo da estabilidade da absorvancia a 560 nm antes da
adicdo do PMS, como forma de garantir que as amostras em si ndo tinham capacidade de
reduzir o NBT?" a formazano. Realizou-se, igualmente, um ensaio controlo substituindo a
amostra por igual volume de solvente da amostra (dgua). As determinacgdes foram realizadas em
quadriplicado, no espectrofotometro (SPEKOL 1500). A percentagem de inibigdo da reducéo do
NBT? de cada uma das amostras foi calculada, em relacdo ao controlo, utilizando a seguinte

expressdo:

% Inibigéo = [(Variagéoabsorvéncia do controlo — Variagéoabsorvéncia da amostra)/(variagﬁoabsorvéncia do controlo) X 100]

3.7.4. Determinacdo da capacidade de reducdo do Cu(ll) pelo
ensaio CUPRAC (“Cupric Reducing Antioxidant
Capacity”)

O ensaio CUPRAC consiste na reducdo do Cu(ll) para Cu(l) por acdo de redutores
(antioxidantes) presentes numa amostra. Ao contrario da forma oxidada (Cu(ll)-neocuproina), a
forma reduzida do complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) apresenta uma coloracdo
intensa com um maximo de absor¢do a 450 nm (Figura 3.6). Assim, a reducdo da forma oxidada
deste complexo (Cu(ll)-neocuproina) pelos compostos da amostra pode ser determinada
espectrofotometricamente através da leitura da absorvancia a 450 nm (Apak et al., 2004). O
complexo Cu(ll)-neocuproina é estavel e responde tanto a antioxidantes hidrofilicos como
lipofilicos (Bektasoglu et al., 2006). Os protbes libertados na reacéo entre os polifendis e este

complexo, sdo tamponados por uma solucéo de acetato de aménio (Apak et al., 2004).

Embora os ides Cu?* estejam estequiometricamente em excesso em relacéo & neocuproina,
deslocando o equilibrio redox para a direita (Figura 3.6), 0 agente oxidante € o complexo
Cu(l1)-neocuproina e ndo o id0 Cu?*, uma vez que o potencial padrdo de reducdo do par
Cu(11/1)-neocuproina (0,60 V) é muito superior ao do par Cu?*/Cu* (0.17 V). Em resultado, os

polifendis sdo oxidados muito mais rapidamente e eficientemente com complexo do que com
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Cu*, e a quantidade do complexo Cu(l)-neocuproina que surge no final da reacéo redox é
equivalente a do reagente Cu(ll)-neocuproina (Apak et al., 2007).

= | l o
antioxidante N NNF
— Cu(D)
oxidante Z P W
N )\/
Cu(ll) — neocuproina Cu(l) — neocuproina

Figura 3.6- Reducdo do complexo Cu(ll) — neocuproina a Cu(l) — neocuproina, por acgdo dos
antioxidantes da amostra (adaptado de Apak et al., 2004).

A realizacdo do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por Apak e
colaboradores (2004) com algumas adaptacdes. Assim, num tubo de ensaio juntou-se 1 mL de
cada uma das seguintes solugdes: cloreto de cobre (II) bihidratado 10 mM, acetato de aménio
1M, neocuproina 7,5 mM em etanol. Em seguida, adicionou-se 50 pL de amostra e completou-
se a 4100 pL com é&gua. Os tubos foram incubados, ao abrigo da luz, durante 1 hora a
temperatura ambiente, procedendo-se entdo a leitura da absorvancia (espectrofotometro
SPEKOL 1500) a 450 nm, utilizando como branco a mesma mistura com 1,1 mL de agua em
vez da amostra. As amostras foram analisadas em quadriplicado tendo a atividade antioxidante
sido determinada por interpolacdo de uma reta de calibracéo, preparada da forma ja descrita mas
substituindo as amostras por 1,1 mL das solu¢bes padrdo de acido ascorbico (15,625; 31,25;
62,5; 125; e 250 puM). Os resultados foram expressos em mmol equivalentes de &cido

ascorbico/100 g de peso fresco de mirtilo.

3.7.5. Determinacdo da atividade de reducdo do Fe(lll) pelo
ensaio FRAP (“Ferric Reduction Antioxidant Power™)

O ensaio FRAP baseia-se na determinacdo da capacidade da amostra para reduzir o Fe(ll1)
a Fe(Il), medindo assim a sua capacidade redutora. Em meio acido, o complexo de Fe(lll)-
tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) é reduzido a Fe(ll)-tripiridiltriazina (Fe*-TPTZ), por agdo de
antioxidantes dadores de eletrfes presentes na amostra (Figura 3.7). Esta reducdo pode ser
detetada pelo desenvolvimento de uma intensa coloragdo azul suscetivel de ser quantificada
espectrofotometricamente a 593 nm e que é proporcional & quantidade de espécies redutoras

presentes na amostra (Benzie e Strain, 1996).
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Figura 3.7- Formagéo do complexo (Fe**-TPTZ) apds redugdo do Fe** por um antioxidante (adaptado de
Moon e Shibamoto, 2009).

Para a realizacdo do ensaio FRAP seguiu-se 0 método descrito por Ramful e colaboradores
(2010), com algumas modificacBes. O reagente FRAP preparou-se no momento da utilizag&o,
adicionando 25 mL de tamp&o acetato 0,25 M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10 mM) em HCI (40
mM) e 2,5 mL de cloreto de ferro (I11) (FeCl;.6H,0, 20 mM). O ensaio iniciou-se com a adicéo,
num tubo de ensaio, de 3,0 mL do reagente FRAP, preparado de fresco e pré-aquecido a 37° C,
com 300 pL de 4gua e 100 pL de cada um dos extratos. As misturas foram incubadas no escuro,
durante 4 minutos, a 37 °C. Durante esta incubacdo foi possivel observar o aparecimento de
uma coloragdo azul, cuja intensidade variava entre as varias amostras, e que foi quantificada por
leitura da absorvancia a 593 nm num espectrofotdmetro (SPEKOL 1500) utilizando como
branco a absorvancia do reagente FRAP.

A diferenca entre a absorvancia da amostra e a absorvancia do branco foi determinada e
usada para calcular o valor de FRAP. As amostras foram analisadas em quadriplicado, tendo a
atividade antioxidante sido determinada por interpolagdo de uma reta de calibracdo, preparada
da forma j& descrita para as amostras, mas substituindo as amostras por solugdes de sulfato
ferroso com concentragdes entre os 0 e 0s 1,25 mM. Os resultados foram expressos em mmol de

Fe?*/ 100 g de peso fresco de mirtilo.
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3.7.6. Anadlise do resgate do radical peroxilo pelo ensaio ORAC
(“Oxygen Radical Absorbance Capacity”)

O ensaio ORAC mede a capacidade da amostra para inativar o radical peroxilo, produzido
pelo 2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina) dihidrocloreto (AAPH) a 37 °C (Figura 3.8). Esta
capacidade é avaliada através da determinacgdo da inibicdo da oxidacdo da fluoresceina induzida
por estes radicais. Uma vez que os produtos resultantes da oxidagdo da fluoresceina ndo séo
fluorescentes, a incubacéo deste fluordmetro na presenca de uma fonte de radicais peroxilo leva
a uma diminuicao imediata da fluorescéncia. Quando esta incubacao se processa ha presenca de
um antioxidante estes podem desativar o radical peroxilo, por transferéncia de um atomo de
hidrogénio, verificando-se um periodo de laténcia antes de se iniciar a diminuicdo da
fluorescéncia. Esse periodo de laténcia é tanto maior quanto maior for a capacidade antioxidante
da amostra e pode ser medido pela area sob a curva de decaimento da fluorescéncia da
fluoresceina ao longo do tempo (Figura 3.9) (Ou et al., 2001).

HN CHs  CHanH HN  CHs HN  CHj
N=NH N, 2 (- 0; 2 y+o-0.
HN  CH;  CHyNH; A HoN - CHg HoN - CHy
{+ 2 HCI)
AAPH ROO -

Figura 3.8 — Reacdo de oxidacdo do AAPH (Dunlap et al., 2003).

! COOH . R4
O m + ROO*® —— = H
HO 0 o i Rz 0~ CHO

Fluoresceina AAPH Produto de oxidacéo
ﬂ nao fluorescente

AH + ROO® —— ROOH+A"*

ROO" +A" —» ROOA

Figura 3.9 - Esquema das rea¢des elementares ocorridas no ensaio ORAC. O AAPH produz os radicais
peroxilo que oxidam a fluoresceina. Na presenca de um antioxidante (AH), este desativa o radical
peroxilo, dando origem a compostos ndo reativos (ROOH e ROOA), (R;=COOH e R,=0OCOOQOH)
(adaptado de Ou et al., 2001 e Prior et al., 2005).
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Para a realizacdo do ensaio ORAC seguiu-se 0 método descrito por Ou e colaboradores
(2001) com algumas modificagdes, tendo todas as determinagdes sido efetuadas em triplicado.
As misturas reacionais, compostas por 20 pL das diferentes amostras diluidas em tampao
fosfatos (75 mM, pH 7,4), 20 puL de dilui¢des de trolox (entre 0,781 ¢ 50 uM em tampao
fosfatos 75 mM, pH 7,4) ou, no caso do branco, 20 puL. de tampao fosfatos (75 mM, pH 7,4) e
160 uL de fluoresceina (0,075 uM em tampdo fosfatos 75 mM, pH 7,4), foram preparadas em
microplacas de 96 pogos. Ap6s as placas terem sido pré-incubadas durante cinco minutos a
37°C, iniciou-se a reagdo com a adigdo a cada poco de 20 puL de uma solu¢do de AAPH (35,7
g/L em tampéo fosfatos 75 mM, pH 7,4) pré-aquecida a 37 °C. As placas foram colocadas num
leitor de microplacas (Anthos Zenyth 3100) e incubadas a 37 °C, com agitagdo durante 30
minutos, tendo a fluorescéncia (A de excitagdo = 485 nm e A de emissdo = 535 nm) sido medida

em intervalos de 1 minuto.

A éarea sob a curva (AUC) de decaimento da fluorescéncia da fluoresceina ao longo do

tempo foi calculada recorrendo a seguinte expressao (Ou et al., 2001):
AUC = 1+f /f+f T+ /f+. ... .. +50/fo

Sendo fj a fy a fluorescéncia registada no minuto zero (fy) € nos outros minutos, até ao
minuto 30.

A atividade antioxidante, expressa em umol de equivalentes de trolox por grama de peso
fresco de mirtilos, foi quantificada por interpolacdo de uma reta de regressdo linear entre 0s
valores das concentracBes de trolox e a area sob a curva de decaimento da fluoresceina obtida
com as diversas concentracdes de trolox testadas, apds a subtracdo da area obtida no ensaio em

branco.

3.8. Avaliacdo da atividade mutagénica e antimutagenica atraves
do Teste de Ames

O teste de Ames ou “bacterial reverse mutagenicity test”, desenvolvido por Bruce Ames
em 1975, deteta o potencial mutagénico de substancias atraves da indugdo da mutacgao reversa
no operdo histidina em mutantes de Salmonella typhimurium LT2. Este teste é um dos testes de
curto termo mais utilizados em toxicologia genética para determinar a mutagenicidade de
compostos puros ou de misturas complexas, como, por exemplo, extratos obtidos a partir de

alimentos (Maron e Ames, 1983).

46



O teste de Ames utiliza estirpes de Salmonella typhimurium com diferentes muta¢des em
varios genes do operdo histidina, e que, por isso, se encontram impedidas de sintetizar este
aminoécido (his 7). Quando estas estirpes crescem num meio de cultura sem histidina (meio
minimo contendo apenas sais minerais e uma fonte de carbono e azoto), apenas uma pequena
percentagem de células, caracteristica de cada estirpe, é capaz de reverter espontaneamente a
mutacAo e tornar-se prototréfica para a histidina (his*), conseguindo, por isso, crescer e formar
colbnias. A exposicdo destas estirpes a agentes mutagénicos conduz a um aumento da taxa de
reversdo da mutacdo e, consequentemente, a um aumento do nimero de células prototréficas
para a histidina. Assim, quando um mutagéneo é adicionado ao meio, 0 nimero de revertentes
aumenta proporcionalmente a dose de mutagéneo utilizado (revisto em Mortelmans e Zeiger,
2000).

A realizacdo do teste consiste em adicionar uma quantidade fixa de bactérias (cerca de 10°)
com quantidades varidveis do composto a testar e em plaquear estas misturas em meio de
cultura contendo uma quantidade minima e limitante de histidina (geralmente 0,05 mM). As
placas sdo incubadas a 37 °C, durante 48 h, sendo, entdo, contado o nimero de col6nias de
revertentes. A baixa concentracdo de histidina no meio permite que as bactérias se dividam um
namero limitado de vezes, de modo a que as lesdes que tenham ocorrido no DNA possam ser
fixadas em mutacGes. Durante o crescimento surge na placa uma turvagdo caracteristica
(“background”) visivel a olho nu, que pode funcionar como um indicador de citotoxicidade,
uma vez gue a sua auséncia indica que o composto em estudo levou a uma morte celular
generalizada. Quando a histidina do meio se esgota, apenas as bactérias que reverteram a
mutacdo, bactérias que passaram a his®, conseguem continuar a crescer formando coldnias

isoladas (revisto em Mortelmans e Zeiger, 2000).

Os resultados sdo expressos em termos de numero de revertentes/placa ou nimero de
revertentes/quantidade de substancia testada (revisto em Mortelmans e Zeiger, 2000). Um
composto é considerado positivo no teste de Ames quando se obtém um efeito consistente de
dose-resposta, isto é, quando se observa um aumento do nimero de revertentes com o aumento
da concentracdo e, simultaneamente, quando para uma das doses estudadas se observa uma
duplicagdo do nimero de revertentes espontaneos. A atividade mutagénica especifica pode ser

calculada pelo declive da parte linear da curva de dose-resposta.

3.8.1. Caracterizacdo da estirpe de S. typhimurium utilizada

No presente trabalho utilizou-se a estirpe TA100 de S. typhimurium gentilmente cedida pelo

Departamento de Genética da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa.
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Trata-se de uma estirpe com uma mutacdo por substituicdo de base, na qual o c6ddao CTC da
estirpe selvagem foi substituida por CCC no alelo hisG46. Para além desta muta¢&o no operdo
da histidina, a estirpe TA100 exibe outras caracteristicas genotipicas adicionais que aumentam a
sua sensibilidade para a detecdo de mutagenos. Estas mutagdes adicionais incluem a mutagéao
rfa, que causa a perda parcial da barreira lipopolissacarida aumentando a permeabilidade da
parede celular bacteriana a moléculas de grande dimensédo; A dele¢do uvrB, que corresponde a
uma delecdo do gene que codifica para uma das enzimas envolvidas no sistema de reparacao de
DNA por excisdo; E a insercdo do plasmideo pKM101, que confere resisténcia a ampicilina, e
gue contém os genes de um sistema de reparagdo errénea, 0 que permite aumentar a frequéncia
de mutacéo. A deleccdo uvrB abrange parte do gene que codifica para a biotina, o que torna esta
estirpe incapaz de crescer na auséncia desta vitamina. Esta estirpe apresenta um numero de
revertentes espontaneos que varia entre 150 e 210 (Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger,
2000).

3.8.2. Realizacéo dos testes de Ames

Para avaliar a atividade mutagénica e antimutagénica dos diferentes extratos de mirtilo
estudados, procedeu-se a realizacdo do teste de Ames, na variante de ensaio com pré incubagéo,
conforme o descrito por Maron e Ames (1983). Foi preferida esta variante, pois ela permite
aumentar a sensibilidade do teste, tendo em conta que as bactérias ficam expostas aos
compostos em estudo durante algum tempo antes de efetuar a sua diluicdo na placa de Petri

(Maron e Ames, 1983). Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

A estirpe TA100 foi inoculada em 5mL de meio NB, incubada durante 12 a 16 horas, a
37°C, com agitagdo (210 rpm) e ao abrigo da luz, numa incubadora orbital, tendo sido mantida

ao abrigo da luz e a temperatura de 4 °C até a realizacdo do ensaio.

Para a realizacdo dos ensaios de mutagenicidade os diferentes volumes dos extratos
analisados, entre 0 ¢ 1000 pL, foram misturados com 250 uL de tampdo de fosfatos de sddio
(0,2 M, pH 7,4) ¢ 100 uL da cultura bacteriana. Para que o volume final em todas as misturas de
pré incubacdo fosse 0 mesmo, este foi sempre ajustado com agua estéril até ao volume final de
1350 pL. As misturas assim preparadas foram incubadas a 37 °C e 210 rpm, durante 20 minutos,
numa incubadora orbital. Ap6s a incubagdo adicionou-se a cada tubo 2 mL de gelose de
superficies (“top-agar”) (Tabela 3.1) fundida a 100 °C e arrefecida até 45 ° C. Esta mistura foi
entdo agitada e plaqueada em placas de Petri com meio VB (Tabela 3.2). As placas foram
incubadas invertidas em estufa, a 37 °C, durante 48 horas, procedendo-se entdo a contagem

manual das coldnias de revertentes his”, para cada concentracio.
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Tabela 3.1 - Composicéo da gelose de superficies (por litro) (Maron e Ames, 1983).

Reagentes Quantidade / Concentracgéo
Agar 69
NaCl 50
Histidina 0,056 mM
Biotina 0,05 mM

Na preparacéo da gelose de superficie a histidina e a biotina foram adicionadas apds esterilizagéo
da mistura de NaCl e agar, a partir de uma solucéo estéril e equimolar de histidina e de biotina (0,5
mM). Apo6s esta suplementagdo a gelose de superficie foi imediatamente distribuida, em aliquotas
de 2 mL, por tubos de vidro esterilizados.

Tabela 3.2- Composicéo do meio VB (por litro) (Maron e Ames, 1983).

Reagentes Quantidade (g)
Glucose 20
Agar 15
K;HPO, 10
NaHNH,PO,.4H,0 3,5
Acido citrico monohidratado 2
MgS0,.7H,0 0,2

O meio VB resulta da mistura, apos esterilizacao, de solu¢des de agar (1,5%), glucose (40%) e de
uma solucdo de sais composta por MgSO,4.7H,0 (10 g/L), acido citrico monohidratado (100 g/L),
K,HPO, (500 g/L) e NaHNH,4PO,4.4H,0 (175 g/L).

Nos ensaios de atividade antimutagénica procedeu-se da mesma forma descrita para o0s
ensaios de mutagenicidade, com a diferenga que as misturas de pré incubagdo continham,
simultaneamente, um volume fixo (10 pL) de uma solugédo de t-BHP (10 pg/pL,) preparada de
fresco, por diluicdo em &agua estéril, a partir da respetiva solugcdo comercial. Esta quantidade
corresponde a uma concentracdo final de 1,11 pmol de t-BHP/placa. A atividade
antimutagénica, expressa em percentagem de inibi¢do da mutagenicidade, foi calculada através

da seguinte expressdo (Yen e Chen, 1995):

%Inibicdo = [(RI-RE)-(RIM-RE)] x 100/(RI-RE)

Sendo RI o nimero de revertentes induzidos pelo mutagéneo, RE o nimero de revertentes
espontaneos e RIM o numero de revertentes induzidos pelo mutagéneo na presenca dos extratos

em estudo.

3.9. Analise estatistica dos resultados

Para efectuar o tratamento estatistico dos resultados efectuou-se o teste t-student
recorrendo a utilizagdo do “software” Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation,

Washington).
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4. Resultados e discussao

A capacidade antioxidante é influenciada pelo solvente e pela técnica de extracdo utilizada,

bem como pelo bindmio tempo-temperatura. No que se refere aos solventes organicos, 0

metanol, por conseguir extrair elevada quantidade de compostos bioativos, tem sido apontado

como o mais efetivo (Oliveira et al., 2009). Assim, neste trabalho, foi utilizada uma solu¢édo de

metanol acidificada como solvente extrator. No entanto, tendo em conta que era também

objetivo do estudo avaliar a atividade antimutagénica dos extratos, através da realizacdo do teste

de Ames, foi necessario proceder a evaporagdo do solvente extrator, para posteriormente se

ressuspender o residuo em agua ultrapura e esterilizar o extrato aquoso por filtracdo, em camara

de fluxo laminar, usando membranas estéreis com poro de 0.22 pm.

4.1. Determinacdo do teor de soélidos soluveis (grau Brix), fendis e

antocianinas totais

Os valores de grau Brix, compostos fenélicos e antocianinas totais das diversas variedades

de mirtilo estudadas encontram-se na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Teor de sélidos sollveis (grau Brix) e em fendis e antocianinas totais, expresso por 100 g de

peso fresco, das cultivares em estudo.

Amostras Grau Brix Fendis Totais Antocianinas Totais
(%) (mg eq acido gélico/100g) (mg eq cianidina/100 g)

O’Neal 155" +2,7 141° 2 36,3°+0,3

Star 13,2°+ 1,2 170° +2 52,4°+0,9

Georgia Gem 17,2°+1,9 142% + 2 16,1°+0,1

Sharpblue 18,2° + 2,7 220° + 2 57,1°+0,3

Misty 14,3*+0,6 138%+1 20,4°+0,3

Jubilee 15,9°+ 1,1 194° + 2 432"+03

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

Os valores de grau Brix variaram entre 13,2%, para a variedade Star, e 18,2%, para a

variedade Sharpblue, e encontram-se dentro das gamas reportadas por outros autores (entre 10 e

19) para diversas cultivares de V. corymbosum na altura da plena maturacéo (Prior et al., 1998;

Giovanelli e Buratti, 2009). O facto de todas as plantas terem estado sujeitas aos mesmos fatores
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de cultivo (mesma localizacéo e ano de producao) elimina os efeitos de diferengas climatéricas,
niveis de radiagdo UV, temperatura ambiente, “stress” hidrico, composi¢do do solo e
disponibilidade de fatores nutricionais. Todas as amostras foram, igualmente, colhidas com o
grau de maturacdo adequado a sua comercializacdo, transportadas para o laboratorio e
analisadas em iguais condices. Assim, as diferengas observadas devem-se principalmente a
diferencas genéticas entre as diferentes cultivares.

Por andlise da tabela 4.1 verifica-se que o teor de fendis totais variou entre 138, para a
variedade Misty, e 220 mg equivalentes de acido galico/100 g de peso fresco para a variedade
Sharpblue. Estes valores estdo de acordo com os valores apresentados por Koca e Karadeniz
(2009) para mirtilos de outras variedades, cultivados na regido do mar negro, na Turquia, e com
os valores reportados por Ehlenfeldt e Prior (2001) para as mesmas variedades de mirtilos,
cultivadas em Nova Jersey, nos Estados Unidos da América. Neste ultimo estudo os valores
variaram entre 117 para a variedade Star e 195 mg equivalentes de acido galico/100 g de peso
fresco, para a variedade Sharpblue. Outros autores descrevem teores de fendis totais superiores
aos obtidos neste trabalho, chegando a ser superiores a 300 mg &cido galico/100 g de fruto, em
outras cultivares de V. corymbosum, especialmente para variedades dos grupos “Rabbiteye” e
“Northern Highbush”, sendo ainda mais elevados, superiores a 500 mg acido galico/100 g de
fruto, em mirtilos selvagens (Prior et al., 1998; Ehlenfeldt e Prior, 2001; Giovanelli e Buratti,
2009; Koca e Karadeniz, 2009; You et al., 2011).

O teor em antocianinas monoméricas totais variou entre os 16,1 para a variedade Georgia
Gem, e os 57,1 mg equivalentes de cianidina/100 g de peso fresco para a variedade Sharpblue
(Tabela 4.1). Para as variedades Star e Sharpblue os valores obtidos foram idénticos aos obtidos,
por outros autores, para as mesmas variedades de mirtilos cultivadas em Nova Jersey, nos
Estados Unidos da Ameérica, no entanto, para as restantes variedades os valores foram bastante
(33 a 75%) inferiores (Ehlenfeldt e Prior, 2001). Outros autores, estudando outras cultivares de
V. corymbosum, obtiveram valores de antocianinas monomeéricas totais superiores aos obtidos
neste trabalho, variando entre 92 e 126 mg equivalentes de cianidina/100 g de mirtilo (Prior et
al., 1998; Connor et al., 2002; Giovanelli e Buratti, 2009). Nesses trabalhos, realizados com
mdaltiplas cultivares V. corymbosum, as antocianinas representam aproximadamente 30 a 60%
dos fendis totais. No entanto, nos mirtilos analisados as antocianinas representaram 11% dos
fendis totais na cultivar Geodrgia Gem, 15% na Misty, 22% na Jubilee, 26% na O’Neal e
Sharpblue e 31% na Star, ou seja, de um modo geral, as antocianinas representaram um peso
mais baixo nos fendis totais do que aquilo que € reportado por outros autores (Prior et al., 1998;
Ehlenfeldt e Prior, 2001; Giovanelli e Buratti, 2009). Este teor mais baixo em antocianinas pode
dever-se, nuns casos, a diferencas genéticas das cultivares e, em todos os casos, a fatores

climéaticos e ambientais, tais como, a temperatura, a radiagdo UV, o tipo de solo ou as técnicas

51



agricolas aplicadas, pois sabe-se que podem influenciar a sintese das antocianinas (Koca e
Karadeniz, 2009). Por exemplo, a simples diferenca entre o cultivo em modo convencional e
bioldgico pode levar a um diferente perfil em antocianinas em mirtilos da mesma variedade
(You et al., 2011).

Tal como verificado com o teor em fendis totais, também em relacdo as antocianinas se
verifica que os mirtilos selvagens apresentam teores muito superiores aos das variedades
cultivadas (cerca 350 mg de cianidina/100 g), encontrando-se presentes quer na polpa quer na
epiderme do fruto pois, ao contrario das variedades cultivadas, a polpa dos mirtilos selvagens
tem, igualmente, uma coloracéo avermelhada (Giovanelli e Buratti, 2009).

Com o objetivo de estabelecer relagdes entre diversos constituintes das amostras foram
efetuadas varias correlacdes lineares. Assim, foram determinadas as equacOes das retas que
melhor se ajustavam aos varios pontos experimentais obtidos e foi determinado o respetivo
coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r). Este coeficiente mede a intensidade da
associacdo linear existente entre as variaveis e pode tomar valores entre -1 e 1 (Tabela 4.2).

Tabela 4.2- Classificagdo da correlacdo em fungdo do valor do coeficiente de correlacdo de Pearson
(Santos, 2007).

Coeficiente de Pearson (r) Tipo de correlagéo
r=1 Perfeitamente positiva
08<r<1 Fortemente positiva
0,5<r<0,8 Moderadamente positiva
0,1 <r<0,5 Fracamente positiva
0<r<01 Infimamente positiva
r=0 Nula
-0,1<r<0 Infimamente negativa
-0,5<r<-0,1 Fracamente negativa
-0,8<r<-0,5 Moderadamente negativa
-1<r<-0,8 Fortemente negativa
r=-1 Perfeitamente negativa

Na Tabela 4.3 apresentam-se os valores do coeficiente de Pearson para as correlacGes entre
os teores de fendis totais, antocianinas monomeéricas totais e teores de solidos sol(iveis totais dos
diferentes extratos de mirtilo. Assim, verificou-se a existéncia de uma correlagdo fortemente

positiva entre o teor de fendis e o teor de antocianinas e fracamente positiva entre o teor de
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fendis totais e o teor de solidos solUveis totais (°Brix). Por sua vez, a correla¢do entre o teor de

antocianinas e o teor de sélidos solaveis totais é infimamente positiva.

Tabela 4.3- Coeficiente de Pearson para as correlacdes entre fendis totais, antocianinas monoméricas
totais e sélidos solUveis totais (°Brix).

Fendis®  Antocianinas®  9Brix°

Fendis? 1
Antocianinas® 0,820498 1
9Brix° 0,475145 0,036352358 1

a) mg eq. acido galico/100 g de mirtilos; b) mg eq. cianidina/100 g de mirtilos; c) %.

Desta forma, verifica-se que o grau Brix parece variar de forma independente quer do teor
em fendis, quer, em particular, do teor em antocianinas, enquanto que, o teor em fendis totais e
em antocianinas variam de uma forma dependente. Comparando os teores em sélidos sollveis
totais, fendis totais e antocianinas monoméricas totais das seis variedades estudadas (Figura
4.1), verifica-se que a variedades Sharpblue é a que mais se destaca pela positiva, ao possuir 0s

teores mais elevados de todos os parametros analisados.
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Figura 4.1 — Teor em fenois totais (mg eq acido galico/100 g), antocianinas monomeéricas totais (mg
equivalentes cianidina/100 g) e grau Brix (%) nas cultivares de mirtilo em estudo.
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4.2. Determinacdo da capacidade antioxidante

4.2.1. Determinacdo da capacidade de quelagdo do ferro

Os ibes Fe”* sdo o pré-oxidante mais forte entre os ides metalicos. Estes ides podem gerar
espécies reativas de oxigénio ao reagirem com o perdéxido de hidrogénio ou com hidroperoxidos
lipidicos, através das reacées de Fenton. Os ifes Fe** também produzem radicais a partir dos
peroxidos. No entanto, a sua taxa de producdo é 10 vezes inferior & dos ides Fe*" (Giilgin,
2006b). Desta forma, a capacidade de quelagdo deste metal pode ser encarada como um

mecanismo de atividade antioxidante (Geckil et al., 2005).

Dependendo da sua estrutura, os compostos fendlicos tém maior ou menor afinidade
quimica para com os catibes dos metais de transi¢do, tendo, assim, capacidade para 0s
complexar, tornando-os indisponiveis para participar nas reacdes de Fenton (Dorman et al.,
2004). A quelacdo de metais, que em principio constitui uma caracteristica positiva dos
compostos fenolicos, uma vez que pode contribuir para a redu¢ao do “stress” oxidativo, pode,
igualmente, acarretar um lado menos positivo quando contribui para a reducdo da absorcdo

digestiva de diversos elementos minerais essenciais (Ferguson, 2001).

Esta caracteristica dos polifendis faz com que extratos preparados a partir de alimentos
com elevada concentracdo destes compostos possam, igualmente, apresentar capacidade de
quelacdo de iGes metalicos. Com efeito, extratos de plantas aromaticas, como 0s orégaos, a
satureja, o tomilho e a horteld (Dorman et al., 2003 e 2004), extratos de propolis (Geckil et al.,
2005) ou de bagas de zimbro (Miceli et al., 2009) tém mostrado capacidade de quelacdo de
Fe(ll).

No entanto, nos extratos de mirtilos analisados no presente trabalho ndo foi possivel detetar
nenhuma quelacéo do Fe(ll), uma vez que n&o se verificou inibicdo da formacao dos complexos
entre o Fe(ll) e a ferrozina, com nenhuma das amostras testadas, até uma concentracfes de 50
mg/mL. Este resultado pode ser devido a estrutura quimica dos compostos fendlicos presentes

nos extratos de mirtilos.
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4.2.2. Determinacao da atividade antioxidante por mecanismo de
transferéncia eletronica: ensaios FRAP e CUPRAC

Foram realizados dois ensaios, o ensaio FRAP e CUPRAC, para avaliar a capacidade
antioxidante por mecanismo de transferéncia eletronica das diferentes amostras de mirtilos. O
ensaio FRAP é um dos testes mais rapidos e Uteis para analises de rotina, permitindo a analise
de muitas amostras em pouco tempo (Pantelidis et al., 2007). O ensaio CUPRAC tem, em
relacdo ao ensaio FRAP, as vantagens de se realizar a um pH com maior significado fisiol6gico
(pH 7 contra pH 3,6), de conseguir detetar antioxidantes do tipo tiol, como a glutationa ou a
cisteina, uma vez que a configuragdo eletronica do ido Cu(ll) lhe permite uma cinética redox
mais rapida do que a do ido Fe(ll1). Por outro lado, o facto do potencial redox para o par Cu(ll) -
neocuproina / Cu(l) - neocuproina ser inferior ao do Fe(lll) / Fe(ll) com os respetivos ligandos
do FRAP faz com que determinados compostos, tais como aglcares simples ou o &cido citrico,
ndo possam ser reduzidos no ensaio CUPRAC podendo-o ser no ensaio FRAP (Apak et al.,
2004).

Os resultados dos ensaios FRAP e CUPRAC obtidos com as diferentes amostras de

mirtilos em estudo encontram-se na tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Valores obtidos nos ensaios FRAP e CUPRAC.

Amostras Valor FRAP Valor CUPRAC
(mmol Fe?*/100 g) (mmol eq de acido ascorbico/100 g)
O’Neal 1,19°+ 0,01 0,99°+ 0,01
Star 1,49° £ 0,02 1,27° £ 0,02
Georgia Gem 1,10°+ 0,03 1,07°+0,01
Sharpblue 1,91°+ 0,03 1,70° + 0,03
Misty 1,04° £ 0,02 0,99°+ 0,01
Jubilee 1,62+ 0,04 1,52°+ 0,03

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

Por andlise da tabela 4.4 verifica-se que a atividade antioxidante por reducdo do ferro
férrico, ensaio FRAP, variou entre 1,04 mmol Fe®/100 g na cultivar Misty e 1,91 mmol
Fe?*/100 g de mirtilos na cultivar Sharpblue. Para este ensaio, todas as cultivares apresentaram
valores significativamente diferentes entre si, de acordo com o teste t. Os valores de FRAP
aproximaram-se dos valores reportados por Koca e Karadeniz (2009) para outras variedades de

mirtilos cultivados na regifo do mar negro, na Turquia, (entre 0,756 e 1,369 mmol Fe®*/100 g),
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foram ligeiramente inferiores aos reportados por Giovaneli e Buratti (2009) para outras
variedades de mirtilos cultivados em altitude no Norte da Italia (entre 2,13 e 2,64 mmol
Fe?*/100 g), sendo bastante inferiores aos verificados em mirtilos selvagens provenientes de
diversas localizacGes (entre 3,4 e 5,7) (Giovaneli e Buratti, 2009; Koca e Karadeniz, 2009).

No que concerne ao ensaio CUPRAC, verificou-se que este valor variou entre os 0,99
mmol eq de acido ascorbico/100 g nas cultivares O’Neal ¢ Misty ¢ 1,70 mmol eq de acido
ascorbico/100 g de mirtilos na cultivar Sharpblue. A excegdo das cultivares O’Neal e Misty, que
registaram 0 mesmo valor, em todas as outras cultivares os valores obtidos foram

significativamente diferentes entre si.

A tabela 4.4, bem como a figura 4.2, permitem verificar que, com excec¢do da variedade
O’Neal, os valores de FRAP ¢ CUPRAC de todas as outras amostras variaram no mesmo
sentido, ou seja, em ambos os ensaios os valores de FRAP e CUPRAC foram aumentando pela
seguinte ordem: Misty, Geogia Gem, Star, Jubilee e Sharpblue. Esta observacdo aponta no

sentido dos compostos responsaveis por ambas as atividades serem 0s mesmos.

2,5

B FRAP
B CUPRAC

Figura 4.2 — Capacidade antioxidante das diferentes amostras nos ensaios FRAP (mmol Fe?/100 g) e
CUPRAC (mmol eq de acido ascorbico/100 g).

Com o objetivo de tentar estabelecer relagcbes entre o grau Brix e a composicdo em
compostos fenolicos das amostras estudadas e as respetivas atividades de FRAP e CUPRAC

efetuaram-se correlac@es lineares entre estes varios parametros (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 - Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢do em fendis totais e antocianinas
totais e as atividades FRAP e CUPRAC.

Fen6is®  Antocianinas’ °Brix° CUPRACY  FRAP®
CUPRAC® 0,9954 0,7777 0,4967 1
FRAPY 0,9876 0,8960 0,3999 0,9733 1
a) mg eq 4cido galico/100 g; b) mg eq cianidina/100 g; ¢) %; d) mmol eq 4cido ascérbico/100 g; e) mmol Fe**/100 g.

Foi possivel verificar a existéncia de correlagbes fracamente positivas entre o grau Brix e
0s ensaio FRAP (r = 0,3999) e CUPRAC (r = 0,4967) e fortemente positivas entre o teor em
fenois totais e a capacidade antioxidante pelos ensaios CUPRAC (r = 0,9954) e FRAP
(r=0,9876), entre o teor de antocianinas e a capacidade antioxidante pelo ensaio FRAP
(r=0,8960), bem como entre a capacidade antioxidante pelos ensaios CUPRAC e FRAP
(r=0,9733). Entre o teor em antocianinas e os valores do ensaio CUPRAC a correlagdo foi
moderadamente positiva (r = 0,7777). Assim, verifica-se que as amostras com teores mais
elevados em fenois sdo aquelas que apresentam valores de FRAP e de CUPRAC mais elevados,
0 que sugere que as atividades FRAP e CUPRAC dos mirtilos se devam principalmente aos seus
compostos fendlicos. A existéncia de correlages fortemente positivas entre o ensaio FRAP e 0s
teores em fendis e em antocianinas foi igualmente verificada por outros autores (Giovaneli e
Buratti, 2009; Koca e Karadeniz, 2009). Tal como verificado no presente estudo, também estes
autores, verificaram uma maior linearidade na relacdo do ensaio FRAP com o teor em fenois do
que com o teor em antocianinas, 0 que se pode dever a existéncia de outros compostos
fendlicos, especialmente flavonoides como a miricetina e a quercetina, que podem dar um
importante contributo para a atividade FRAP detetada (Giovaneli e Buratti, 2009). A existéncia
de uma correlagao fortemente positiva entre os ensaios FRAP e CUPRAC aponta no sentido dos

compostos responsaveis por estas duas atividades serem, na sua maioria, 0S mesmaos.

4.2.3. Determinacao da atividade antioxidante por sequestro de
espécies reativas de oxigénio: peroxido de hidrogénio,
radical anido superoxido e radical peroxilo (ensaio ORAC)

A capacidade das amostras em estudo para sequestrar espécies reativas de oxigénio foi
avaliada em relagdo ao perdxido de hidrogénio, ao radical anido superoxido e em relagdo ao
radical peroxilo (Tabela 4.6). O facto de todas estas espécies reativas de oxigénio se poderem

formar in vivo confere, a todos estes ensaios, importante relevancia fisioldgica.
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Tabela 4.6- Atividade antioxidante por sequestro de espécies reativas de oxigénio.

% Sequestro do anido Valor ORAC
Amostras % Sequestro de H,0,
superoxido (umol eq trolox/g)

O’Neal 18,0%°+ 2,8 93,9°+15 10,5*+0,9
Star 20,1*°+1,8 93,7°+18 14,2°+0,8
Georgia Gem 115°+0,8 94,3°+ 05 14,4° +0,7
Sharpblue 22514 94,3+ 0,8 17,3°£0,8
Misty 10,7°+16 92,97+ 0,03 134°+0,5
Jubilee 16,0°+ 2,4 95,28+ 0,4 14,0°+0,6

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

Todas as amostras apresentaram capacidade para sequestrar as trés espécies reativas de
oxigénio em analise. A percentagem de sequestro do perdxido de hidrogénio para as diferentes
cultivares analisadas variou entre 10,7%, para a cultivar Misty, e 22,5% para a cultivar
Sharpblue. Em relacdo ao sequestro do radical anido superoxido, todas as variedades
apresentaram elevada percentagem de sequestro ndo se tendo registado, nas condicbes
experimentais utilizadas, diferencas significativas entre essas percentagens. Por ultimo, os
valores de ORAC, expressos em umol equivalente trolox/g de mirtilos, variaram entre 10,5 na
cultivar O’Neal e 17,3 na Sharpblue. De um modo geral, os valores de ORAC obtidos
aproximaram-se bastante dos valores reportados por Ehlenfeldt e Prior (2001) para as mesmas
variedades de mirtilos, cultivadas em Nova Jersey, nos Estados Unidos da América. Destaca-se
apenas a variedade Star, que apresentou um valor de ORAC quase duas vezes superior no
presente ensaio. Contudo, esta comparagdo pode estar afetada de algum erro uma vez que, no
ensaio realizado por Ehlenfeldt e Prior (2001), o composto fluorescente utilizado foi a R-
ficoeritrina, enquanto que, no presente ensaio, foi a fluoresceina. Outros autores reportam
valores de ORAC bastante mais elevados, valores até 55,7 umol de eq. trolox/g, para outras
variedades de mirtilos (Prior et al., 1998; Ehlenfeldt e Prior, 2001; You et al., 2011). Nestes
estudos, a diferenca de valores de ORAC entre variedades chegou a ser superior a seis vezes, 0
que, segundo 0s mesmos autores, sugere que os niveis de compostos antioxidantes em mirtilos
possam ser aumentados em posteriores melhoramentos genéticos da planta. Ehlenfeldt e Prior
(2001) avaliaram ainda os valores da atividade ORAC em grainhas e peliculas de mirtilos,

concluindo que a maioria dos compostos com atividade antioxidante se concentra na pelicula.

Com o objetivo de tentar estabelecer relagbes entre o grau Brix, a composi¢cdo em
compostos fendlicos, as atividades de FRAP e CUPRAC e sequestro de espécies reativas de

oxigénio efetuaram-se correlacdes lineares entre estes varios parametros (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7 - Coeficiente de Pearson para as correlagdes entre composi¢do em fendis totais e antocianinas
totais e a atividade antioxidante dos varios extratos de mirtilo.

Fen6is® Antocianinas®  °BrixX* CUPRAC® FRAPY  Sequestro  Sequestro ORAC'

HZOZe 02._e
Sequestro  0,7219 0,9526 0,1282 0,6653  0,8173 1
H,0,°
Sequestro  0,5875 0,3388 0,5569 0,6353  0,5645 0,2825 1
Ozo-e
ORAC' 0,7473 0,4018 0,5567 0,7640  0,6827 0,3250 0,2629 1

a) mg eq acido galico/100 g; b) mg eq cianidina/100 g; ¢) mmol eq acido ascdrbico/100 g; d) mmol
Fe?*/100 g; e) %; f) pmol eq trolox/g.

Por analise da tabela 4.7, verifica-se que o grau Brix se encontra moderadamente
correlacionado com as atividades de sequestro do radical anido superdxido e ORAC, ndo se
encontrando correlacionado com o sequestro do peréxido de hidrogénio. Verificaram-se ainda
correlagdes moderadamente positivas entre o teor em fendis totais e o sequestro do radical
peroxilo (r = 0,7473), do peréxido de hidrogénio (r = 0,7219) e do radical anido superoxido (r =
0,5875). Da mesma forma, as correlagdes entre os ensaios FRAP e CUPRAC e 0s ensaios de
sequestro foram fortemente positivas, no caso da correlagdo entre o ensaio FRAP e 0 sequestro
do peroxido de hidrogénio (r = 0,8173), ou moderadamente positivas, em todos 0s restantes
casos. Estes resultados sugerem o envolvimento dos compostos fendlicos em todas as atividades
de sequestro, parecendo que as antocianinas desempenhem um papel particularmente importante
no sequestro do peroxido de hidrogénio (r = 0,9526).

Em relacdo ao ensaio ORAC e ao sequestro do radical anido superdxido, verificou-se a
existéncia de melhores correlagbes com os teores em fenodis totais do que com o teores de
antocianinas, sugerindo que outros fendis, que ndo as antocianinas, possam contribuir mais
fortemente para estas duas atividades de sequestro. Prior e colaboradores (1998) e Ehlenfeldt e
Prior (2001) verificaram igualmente a existéncia de melhores correlagBes entre os valores de
ORAC e o teor em fendis totais do que entre os valores de ORAC e os teores de antocianinas,
sugerindo que o teor de fendis totais possa ser um parametro Util de selecdo de variedades com
valores superiores de ORAC nos programas de melhoramento de plantas (Prior et al., 1998). No
entanto, em ensaios realizados com variedades “Rabbiteye”, foi possivel obter, igualmente,
correlagbes fortemente positivas entre o teor em antocianinas e o ensaio ORAC (You et al.,
2011)

Comparando os valores para os diferentes ensaios de atividade antioxidante, obtiveram-se
correlagcdes fortemente positivas entre os ensaios FRAP e sequestro de peroxido de hidrogénio
(r = 0,8173), moderadamente positivas entre o0 ensaio CUPRAC e os ensaios ORAC, sequestro
de peroxido de hidrogénio e sequestro do radical anido superdxido, bem como entre o ensaio
FRAP e os ensaios ORAC e sequestro do radical anido superdxido. Entre 0s varios ensaios de

sequestro as correlacGes obtidas foram sempre fracamente positivas, sugerindo que possam ser
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compostos diferentes, particularmente fendis diferentes, que mais contribuem para as atividades

detetadas.

4.3. Avaliacdo da atividade antimutagénica

A atividade antimutagénica foi avaliada pela capacidade dos extratos, obtidos a partir das
amostras, eliminarem a mutagenicidade do mutagéneo quimico oxidativo tert-butil-
hidroperdxido (t-BHP), na estirpe TA100.

A curva de dose-resposta do t-BHP na estirpe TAL100 encontra-se na figura 4.3. Com base
nesta curva de dose-resposta escolheu-se a dose 1,11umol t-BHP/placa para efetuar os ensaios
de atividade antimutagénica com os diferentes extratos de mirtilos, uma vez que era uma dose
que leva a uma resposta positiva e que ainda se encontra na fase linear da curva de dose-

resposta.

450
400 ~
350 A

[o2]

g o

o o
I I

o O o
o o o
I |

Revertentes/placa

(5}
o
I

o

0,00 1,00 2,00 3,00
Lmol t-BHP / placa

Figura 4.3 — Curva de dose-resposta do t-BHP com a estirpe TA100.

A figura 4.4 mostra o efeito dos diferentes extratos sobre a mutagenicidade do t-BHP na
estirpe TAL100.

Por andlise da figura 4.4, verifica-se que, 0 nimero de revertentes espontaneos variou entre

153 e 161 e que, os extratos, quando testados isoladamente (curvas a cinzento —=—), nédo
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apresentaram mutagenicidade na estirpe TAL100, uma vez que ndo se verificou a duplicacdo do

nimero de revertentes espontaneos em nenhuma das doses utilizadas. Refira-se que, para a

estirpe utilizada, sdo esperados entre 150 a 210 revertentes espontaneos.

Os resultados obtidos mostram que os extratos de mirtilo inibem a atividade mutagénica do

t-BHP (curvas a preto), uma vez que, para todos os extratos, 0 nimero de revertentes induzidos

pelo mutagéneo foi diminuindo & medida que se foi aumentando a dose de extratos na placa.

Este altimo efeito foi, no entanto, menos visivel no caso das cultivares Star (Figura 4.4 B) e
Jubilee (Figura 4.4 F).
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O facto do nimero de revertentes nunca ter atingido valores inferiores aos revertentes
espontaneos, em conjunto com a existéncia de patamares nas curvas de dose-resposta dos
extratos na presenca do mutagéneo, aponta no sentido desta diminuicdo do numero de
revertentes por placa resultar de uma diminuicdo do nimero de revertentes induzidos pelo
mutagéneo, traduzindo efetivamente a existéncia de atividade antimutagénica dos extratos, ndo

sendo o resultado de morte das bactérias devida a toxicidade aguda.

Na figura 4.5 encontram-se as percentagens de inibicdo da mutagenicidade do t-BHP
obtidas com os diferentes volumes de extrato/placa e por cultivar ensaiados. Todas as
variedades conseguiram inibir a mutagenicidade do t-BHP. As percentagens de inibigdo
maximas variaram entre cerca de 35% para as variedades Star, Misty e Jubilee e cerca de 45%
para as variedades O’Neal, Georgia Gem e Sharpblue. No entanto, dada a variacdo dos
resultados, estas percentagens de inibigdo ndo foram significativamente diferentes de acordo
com o teste t (p<0,05).
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Figura 4.5- Percentagem de inibicdo da mutagenicidade do t-BHP, na estirpe TA100, com os extratos
obtidos a partir das diferentes cultivares de mirtilo em estudo, nas diferentes doses testadas.

Assim, embora de forma moderada, uma vez que as percentagens de inibicdo néo
chegaram aos 50%, todas as variedades apresentaram atividade antimutagénica. Uma vez que
ndo se verificaram diferencas significativas entre variedades, ndo se realizou nenhum ensaio de
correlacdo nem com o teor em fendis e antocianinas, nem com as atividades antioxidantes

determinadas através dos diferentes ensaios.
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5. Conclusoes finais

Os mirtilos, assim como outros pequenos frutos, tais como as amoras ou as framboesas,
ttm vindo a ter um consumo cada vez mais elevado, em grande parte devido a serem
considerados alimentos capazes de promover a saude de quem os consome. Este aumento do
consumo verifica-se ndo s6 nos frutos em natureza, mas também nos produtos transformados,

tais como iogurtes, sumos ou bolachas, deles derivados.

A associagdo entre os mirtilos e a promocdo da salde tem vindo a ser sustentada por
diversos trabalhos que comprovam, que extratos preparados a partir destes frutos, possuem
diversas propriedades, como, por exemplo, propriedades antioxidantes ou antiinflamatérias, que
podem ser responsaveis por esses efeitos benéficos sobre a salude. Muitas destas atividades
resultam do elevado teor em compostos fendlicos que estes frutos possuem. Apesar desse teor
ser elevado na generalidade das variedades de mirtilos, é sabido que quer a quantidade, quer o
perfil exato destes compostos, podem variar, ndo so, com a cultivar, como também com o clima,
local de cultivo ou praticas agricolas, podendo algumas destas diferencas ser resultado de
diferentes graus de “stress” hidrico, da maior ou menor disponibilidade de nutrientes e da
intensidade da radiagdo ultravioleta (Giovanelli e Buratti, 2009).

Assim, este trabalho teve por objetivo fazer um estudo comparativo do teor de fendis totais,
antocianinas e da atividade antioxidante e antimutagénica em seis diferentes cultivares de
mirtilo do grupo “Southern Highbush” (O’Neal, Star, Georgia Gem, Sharpblue, Misty e Jubilee)
produzidas em modo de cultivo biolégico no Sul de Portugal, tentando avaliar a existéncia de
diferengas significativas entre as cultivares resultantes dos seus diferentes genotipos. Tentou-se
ainda estabelecer uma correlagdo entre o conteido em compostos fenélicos, em particular em

antocianinas, e a atividade antioxidante das diferentes variedades.

Uma vez que ndo existe um método universal para a determinagdo da atividade
antioxidante das amostras, visto esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos,
aplicaram-se diferentes ensaios, nomeadamente, ensaios de avaliacdo da capacidade redutora
(FRAP e CUPRAC), da capacidade de sequestro de trés das espécies reativas de oxigénio que
podem formar-se in vivo (radical peroxilo, peréxido de hidrogénio e radical anido superdxido) e
a ainda da capacidade de quelacdo de Fe(ll). O potencial antimutagénico foi avaliado através do
estudo da capacidade destas variedades para inibirem a mutagenicidade do mutagéneo oxidativo
tert-butil-hidroperéxido (t-BHP).

O facto de todas as cultivares terem sido produzidas com a mesma técnica de cultivo, no

mesmo ano e na mesma regido, elimina os efeitos de diferencas climatéricas, niveis de radiacdo
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UV, temperatura ambiente, “stress” hidrico, composi¢cdo do solo ¢ disponibilidade de fatores
nutricionais. Da mesma forma, o facto de todas as variedades terem sido colhidas em estado de
plena maturacdo, ou seja, com o grau de maturacdo adequado a sua comercializagdo, terem sido
transportadas para o laboratério em iguais condigBes e analisadas da mesma forma, elimina as
divergéncias devidas a diferentes graus de maturacdo ou de processos analiticos. Assim, as
diferencas observadas para os pardmetros analisados devem-se principalmente a diferengas

genéticas entre as diversas cultivares.

Os resultados obtidos mostraram que todas as variedades analisadas apresentam atividade
antioxidante, detetada através de ensaios de avaliacdo da atividade redutora e de sequestro de
espécies reativas de oxigénio, bem como atividade antimutagénica contra o butil-hidroperéxido
(t-BHP). De forma inversa, nenhuma das variedades mostrou capacidade de quelacdo do Fe(ll),
atividade que pode, igualmente, ser encarada como um mecanismo de atividade antioxidante

dado o papel que este ido desempenha nas rea¢Ges de Fenton.

Das vérias variedades estudadas, a Sharpblue foi a que apresentou teores em compostos
fendlicos e, em particular, em antocianinas mais elevados. Da mesma forma, esta variedade foi a
que apresentou, em todos o0s ensaios realizados, a maior capacidade antioxidante. Em
contrapartida, a cultivar Misty apresentou o teor mais baixo em compostos fendlicos e
apresentou a menor capacidade antioxidante nos ensaios FRAP, CUPRAC (igualada pela
cultivar O’Neal) e sequestro do perdxido de hidrogénio. A cultivar O’Neal foi a que apresentou
capacidade antioxidante mais baixa no ensaio ORAC. A cultivar Georgia Gem foi a que
apresentou o teor de antocianinas mais baixo. Todas estas atividades antioxidantes parecem
estar relacionadas com a presenca de compostos fendlicos e, particularmente, com a presenca de

antocianinas no caso do sequestro do peroxido de hidrogénio.

Os valores especificos determinados neste trabalho devem, no entanto, ser encarados com
prudéncia, dado que representam valores de um Unico ano, podendo esperar-se que estes variem
de acordo com as condigcfes climaticas de cada ano. Seria, portanto, bastante interessante
verificar se noutros anos estes resultados se mantém, continuando a variedade Sharpblue aquela

que parece apresentar melhores propriedades bioativas.

Os produtos bioativos obtidos pela dieta sofrem diferentes processos de absorcdo e
metabolizagdo e, por isso, uma extrapolacdo dos efeitos que demonstram em ensaios in vitro
para a saude humana deve ser efetuada com cautela, pois os polifendis tém biodisponibilidade
limitada e podem ser extensamente metabolizados (Pantelidis et al., 2007). De facto, o
conhecimento da biodisponibilidade e da biotransformacao dos polifendis constituem fatores
chave para poder especular sobre maior protecdo contra o “stress” oxidativo que os

antioxidantes presentes nos alimentos possam conferir. Apesar de poderem ser extensamente
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metabolizados e de apresentarem uma limitada disponibilidade, estudos efetuados em humanos
sugerem que, apos a ingestdo de alimentos contendo polifendis, é possivel atingir no plasma
concentragdes semelhantes aquelas em que estes exercem o0s seus efeitos protetores nos ensaios

in vitro (revisto em Ferguson, 2001; Williamson e Manach, 2005).

Em termos futuros seria de grande interesse fazer a determinacéao, por HPLC, do perfil em
compostos fendlicos, em particular em antocianinas, das cultivares estudadas, de modo a tentar
estabelecer relacBes entre as atividades bioldgicas e a presenga ou auséncia de compostos
especificos, tentando identificar os principais compostos bioativos presentes nas diferentes
variedades. Seria também de todo o interesse avaliar a atividade antimutagénica contra um
maior nimero de compostos, incluindo mutagéneos nao oxidativos e pré-mutagéneos, isto &,
mutagéneos que necessitem de biotransformacdo para exercer os seus efeitos deletérios. O
estudo da estabilidade dos componentes bioativos das diferentes variedades de mirtilos
estudadas ao processo de digestdo gastro-intestinal, e as suas potencialidades de absorgdo por
linhas celulares de enterdcitos humanos em cultura, poderé constituir um importante passo para

a extrapolacdo dos efeitos benéficos observado in vitro para a situagao in vivo.

Considera-se ainda que, estudos genéticos que visem o desenvolvimento de cultivares
capazes de sintetizar mais compostos com capacidade antioxidante e o desenvolvimento de
tecnologias de nanoencapsulamento dos compostos bioativos extraidos dos alimentos, que
permitam controlar a incorporacdo ou a perda de compostos antioxidantes, sdo perspetivas

futuras de grande interesse na area da tecnologia alimentar.
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