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Resumo

Diversos trabalhos tém vindo a demonstrar, através de ensaios in vitro, que as infusdes
de plantas medicinais possuem elevado potencial antioxidante. Contudo para que esse potencial
se mantenha nas condi¢6es fisioldgicas € necesséario, entre outras condi¢des, que 0S compostos
por ele responsaveis resistam a digestdo gastrointestinal. O objectivo deste trabalho foi estudar
o efeito da simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal na composicdo em fendis e
flavondides totais, bem como na actividade antioxidante de duas infusdes de consumo corrente
em Portugal: cidreira e tilia. A actividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios CUPRAC,
quelacdo de Fe(ll) e sequestro dos radicais hidroxilo e anido superdxido.

No caso da infusdo de tilia, a simulacéo in vitro da digestdo, levou a uma diminuicéo de
cerca de 23% do teor em compostos fendlicos totais, cerca de 16% do teor em flavondides
totais e cerca de 24% do valor de CUPRAC, ndo tendo qualquer efeito sobre o sequestro do

radical anido superoxido. No caso da infusdo de cidreira a simulacdo da digestdo levou apenas
a reducdo em cerca de 9% do valor de CUPRAC. Nos ensaios de sequestro do radical hidroxilo
e de quelacdo de Fe(ll) ndo foi possivel tirar conclusGes devido as enzimas digestivas
interferirem com as técnicas analiticas.

Os resultados obtidos permitem concluir que, apesar das diferencas observadas antes e

apos a simulagcdo da digestdo gastrointestinal, a maioria dos compostos responsaveis pelo
potencial antioxidante das infusdes de tilia e de cidreira ndo perde a sua actividade durante o

processo digestivo.

Palavras-chave: Infusdo de cidreira, infusdo de tilia, actividade antioxidante, digestdo

gastrointestinal



Abstract

Several in vitro studies have indicated that herbal teas have compounds with high
antioxidant potential. However, the maintenance of this antioxidant potential in physiological
conditions, depends on certain conditions, such as the stability of the antioxidant compounds,
under the gastrointestinal digestion conditions. The aim of this work was to study the effect of
the in vitro simulation of the gastrointestinal digestion process in phenols and flavonoids
content, as well as, in the antioxidant capacity of two herbal infusions particularly consumed in
Portugal: lemon balm and linden. The antioxidant capacity was evaluated by CUPRAC,
chelation of Fe (1) and hydroxyl and superoxide radicals scavenging capacities.

In the case of lime infusion, the in vitro digestion led to a decrease of about 23% of total
phenolic content, of about 16% of flavonoids content, and about 24% of CUPRAC value, not
having any effect on the scavenging of superoxide radical. In the case of lemon balm infusion,
the in vitro digestion led only to a decrease of about 9% of CUPRAC value.

The results indicate that, despite the differences observed before and after the
simulation of the gastrointestinal digestion, most of the compounds responsible for the

antioxidant capacities of both infusions did not lose their activities during the digestive process.

Keywords: Lemon balm tea, linden tea, antioxidant capacity, in vitro gastrointestinal digestion
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Simbologia e Notacgoes

Abs — Absorvancia

ATP - Trifosfato de adenosina

CAT - Catalase

CUPRAC - Cupric Reducing antioxidant capacity

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético

eq — Equivalente

FADH, - Dinucleotideo de flavina e adenina na forma reduzida
G6PD - Glucose-6-fosfato desidrogenase

GPy - Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa reduzida

GSR - Glutationa redutase

GSSG - Glutationa oxidada

GST - Glutationa S-transferase

MDA - Malonildialdeido

NADH- Dinucleotideo de adenina e nicotinamida na forma reduzida
NADPH- Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida na forma reduzida
NBT? - Azul de nitrotetrazélio

PMS — Metossulfato de fenazina

RNA - Acido ribonucleico

RNS - Espécies reactivas de azoto

ROS - Espécies reativas de oxigénio

SOD - Super6xido dismutase

TBA — Acido tiobarbitdrico

) — Comprimento de onda

%p/v — percentagem peso/volume



Introducéo

As plantas medicinais e os seus derivados (extractos, xaropes, etc.) tém sido utilizados
ao longo dos anos na medicina tradicional no tratamento de diversos distdrbios, devido as suas
propriedades farmacolodgicas e terapéuticas, que provém dos seus constituintes quimicos. Estas
plantas sdo ainda muitas vezes utilizadas na producdo de farmacos aplicados, igualmente, na
medicina convencional. Assim, as plantas medicinais, podem ser encaradas como uma fonte de
compostos bioactivos que apresentam efeitos benéficos para a saide, quer na prevencdo, quer
no tratamento de determinadas patologias.

Normalmente, as infusdes destas plantas sdo ricas em compostos com propriedades
antioxidantes. Um antioxidante é definido como uma substancia que, quando presente em
baixas concentragbes em comparagdo com um substrato oxidavel, atrasa e inibe a oxidacao
desse mesmo substrato, impedindo, assim, a ocorréncia de lesBes oxidativas nas estruturas
celulares.

As espécies reactivas de oxigénio sdo um produto normal do metabolismo celular
aerdbio, no entanto, quando produzidas em excesso ou quando na presenca de um défice de
defesas antioxidantes enziméticas e ndo enzimaéticas, ou seja, quando em condi¢des de stress
oxidativo, podem conduzir a uma degradacdo dos componentes celulares, o que pode originar
uma disfuncdo celular e, em Gltimo caso, a morte da célula ou o surgimento de determinadas
patologias. Deste modo, o consumo de alimentos ricos em compostos antioxidantes pode
desempenhar um papel importante na promocdo da saude. Com efeito, sdo cada vez mais as
evidéncias cientificas que sugerem, que uma alimentagdo rica em alimentos de origem vegetal,
ou seja alimentos que apresentam, na sua generalidade, um elevado teor em antioxidantes, possa
ter um impacte positivo na satde de cada individuo (Carvalho et al, 2011; Atoui et al, 2005).

As plantas medicinais seleccionadas para a elaboracdo do presente trabalho foram a
cidreira e a tilia. A razo para a sua escolha prendeu-se com o facto das infusdes destas plantas
serem de consumo corrente em Portugal. Diversos trabalhos publicados tém vindo a demonstrar
a presenca, nestas infusdes, de compostos com elevado potencial antioxidante. Contudo, a
maioria destes estudos, baseia-se em ensaios in vitro, e, deste modo, levanta-se a questdo de
saber até que ponto é que as propriedades detectadas in vitro se mantém in vivo. Com efeito, o
facto de um composto apresentar uma determinada actividade in vitro ndo é condicdo necesséria
e suficiente para que a mantenha nas condicdes fisioldgicas. Para que isso aconteca é necessario
gue esse composto resista ao processo de digestdo gastrointestinal, que seja absorvido pelas
células do intestino e que ndo seja rapidamente inactivado, nem pelas bactérias da flora

intestinal, nem pelas enzimas de biotransformacéo humana.



Neste contexto, o principal objectivo deste trabalho foi o de avaliar se as propriedades
antioxidantes das infusdes de tilia e cidreira se mantinham ap6s a simulagdo in vitro da digestdo
gastrointestinal. Para tal, efectuaram-se determinagdes do teor em compostos fendlicos totais e,
mais especificamente em flavondides, bem como determinacfes da actividade antioxidante nas
infusBes acima mencionadas, antes e ap0s a simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal. Na
determinacdo da capacidade antioxidante das infusfes de cidreira e tilia recorreu-se a ensaios de
avaliacdo da capacidade redutora, capacidade de sequestro de espécies reactivas de oxigénio e

ainda capacidade de quelacéo de ferro.



1. Alimentos Funcionais e Nutracéuticos

O conceito de alimento funcional surgiu por volta dos anos oitenta, no Japdo, sendo que,
actualmente, este tipo de alimentos se encontra em grande expansdo, devido as suas
propriedades. Embora seja um conceito bastante antigo nos paises asiaticos, ha medida em que
muitos alimentos eram consumidos com o intuito de originarem beneficios terapéuticos, apenas
no inicio do século vinte se comegou a dar importancia a este tipo de alimentos no mundo
ocidental. A partir da segunda metade do século vinte comegaram a surgir estudos cientificos
gue demonstravam novas perspectivas terapéuticas para este tipo de alimentos (Bento, 2008).

Sao considerados alimentos funcionais os alimentos que, para além do seu valor
nutritivo, inerente a sua composi¢do quimica, se pensa poderem fornecer diversas substancias
bioactivas, que possam afectar beneficamente determinadas fungbes do organismo,
contribuindo, assim, para a manutencdo do bem-estar e da salde e para a reducdo de
determinadas doencas cronicas degenerativas (Morais & Colla, 2006). As substancias bioactivas
existentes neste tipo de alimentos sdo essencialmente carotendides, compostos fendlicos (&cidos
fenodlicos, flavonodides, estilbenos, cumarinas e taninos), alcaldides, compostos azotados e
compostos organossulforados (Morais & Colla, 2006; Ferreira & Abreu, 2007).

Os alimentos funcionais podem ser classificados consoante a sua origem e quanto aos
seus beneficios. Assim, estes alimentos podem ter uma origem animal, vegetal ou serem
produzidos através da fermentacdo com recurso a microrganismos, enquanto que em relagéo aos
seus beneficios, agrupam-se consoante a sua &rea de acgdo: sistema gastrointestinal; sistema
cardiovascular; metabolismo de substratos; crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo
celular; funcdes fisioldgicas e antioxidantes (Morais & Colla, 2006).

A procura por parte dos consumidores de produtos alimentares, capazes de promover a
salde, bem como de produtos ndo alimentares (isto €, dietéticos e farmacéuticos) contendo os
principios activos presentes nestes alimentos tem vindo a aumentar. Desta forma, muitos dos
constituintes bioactivos presentes nos alimentos tém vindo a ser comercializados sob a forma de
produtos farmacéuticos (comprimidos, capsulas, granulados, etc.) que incorporam extractos de
alimentos ou extractos de fitoquimicos aos quais as funcdes fisioldgicas benéficas foram directa
ou indirectamente atribuidas. Para designar esta nova gama de produtos, que ndo pode ser
verdadeiramente classificada como alimento, surgiu um novo termo hibrido entre nutriente e
medicamento, o termo "Nutracéutico". Os nutracéuticos sdo assim suplementos dietéticos que
fornecem na forma de concentrados, agentes bioactivos de alimentos, numa matriz ndo-
alimentar, e sdo utilizados com a finalidade de melhorar a satde, em doses que excedem aquelas
que poderiam ser obtidas a partir de uma alimentacdo normal, sendo vendidos em apresentacdes

semelhantes a dos farmacos (comprimidos, extractos, pilulas, etc.) (Espin et al., 2007).



Existem vérias classes de alimentos funcionais: probidticos e prebioticos, alimentos ricos
em compostos organossulfurado e nitrogenados, em acidos gordos poliinsaturados, em fibras,
em vitaminas ou em compostos fendlicos.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que guando incorporados na dieta beneficiam o
desenvolvimento da flora microbiana do intestino, auxiliando na prevencdo de infeccGes
entéricas e gastrointestinais. Os principais microrganismos utilizados pertencem ao género
Lactobacillus e Bifidobacterium. Os seus efeitos benéficos essenciais sdo: controlo da
microflora comensal do intestino (ex: ap6s administracdo de antibidticos); promocdo da
resisténcia gastrointestinal a colonizagdo de microrganismos patogénicos; diminuicdo da
concentracdo de acido acético e lactico, bacteriocinas e outros compostos antimicrobianos;
estimulacdo da digestdo da lactose em individuos intolerantes; estimulagdo sistema imune e
aumento da absorg&o de vitaminas e minerais (Morais & Colla, 2006).

Quanto aos prebidticos sdo oligossacarideos ndo digeriveis fermentaveis, que modificam
a actividade e funcdo da microflora intestinal, de forma a promover a salde do individuo. As
suas principais fungdes sdo o controlo de determinadas func¢Ges bioldgicas como, por exemplo, a
absorcédo do célcio, o metabolismo dos lipidos, o controlo da composicéo da flora comensal do
intestino, podendo estar associados a uma redugdo do risco do desenvolvimento de cancro do
cdlon (Morais & Colla, 2006).

Os alimentos ricos em compostos organossulfurados e nitrogenados sdo, por exemplo, 0s
alhos, cebolas, brocolos, repolhos e rabanetes. Muitos destes compostos organicos parecem
auxiliar na prevencdo do desenvolvimento do cancro através de mdaltiplos mecanismos que
parecem incluir a actividade antioxidante, modelacdo da biotransformagdo dos cancerigenos ou
estimulacdo da actividade das enzimas de reparacéo do acido desoxirribonucleico (DNA) (Kris-
Etherton et al, 2002).

Os principais acidos gordos poliinsaturados sdo os da classe émega-3 e 6, caracterizados
pela presenca de uma ligacdo dupla localizada no carbono 3 e 6, respectivamente, a partir do
radical metilo (CH3). Estes compostos encontram-se essencialmente em peixes de agua fria, tais
como salmdo, atum, sardinha, bacalhau, etc. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a
ingestdo regular destes peixes tem um efeito favoravel sobre os niveis de triglicerideos, pressdo
sanguinea, mecanismo de coagulagdo, ritmo cardiaco, prevencdo do cancro (mama, prostata e
cblon) e redugdo da incidéncia de arteriosclerose (Morais & Colla, 2006). Para além destes
efeitos 0 consumo dos acidos gordos poliinsaturados parece ainda ter efeitos benéficos na
reproducdo, no sistema imunoldgico, bem como no desenvolvimento pré-natal (Connor, 2000,
Olson, 2003, Bandarra et al., 2004). Por serem componentes estruturais das membranas
celulares, os acidos gordos 6mega-3 revelam-se importantes para o desenvolvimento do cérebro,

sistema nervoso e retina, pelo que o seu consumo estd associado a uma melhoria do



desenvolvimento cognitivo e da funcdo neuroldgica em fetos (Cohen et al., 2005), bem como
numa melhoria da satde ocular (Seddon et al., 2006, Sangiovanni et al., 2007).

As fibras séo polissacaridos ndo amilaceos de elevado peso molecular, que ndo podem ser
hidrolisados pelas enzimas do intestino e, como tal, ndo sdo uma fonte de energia para o
organismo, podendo, no entanto, ser fermentados por algumas bactérias. As fibras encontram-se
essencialmente em vegetais, tais como graos (arroz, soja, trigo, etc.), verduras (ex: brocolos,
couve, alface, etc.) ou raizes (ex: cenoura e rabanete), sendo que 0s seus principais beneficios
sdo a reducdo dos niveis de colesterol sanguineo e a diminuigdo dos riscos de desenvolvimento
de cancro, decorrentes de trés factores: capacidade de retencdo de substancias toxicas ingeridas
ou produzidas no trato gastrointestinal durante o processo digestivo; reducdo do tempo do
transito intestinal, promovendo uma rapida eliminagdo do bolo fecal, com reducéo do tempo de
contacto do tecido intestinal com substancias mutagénicas e cancerigenas e formagdo de
substancias protectoras pela fermentacdo bacteriana dos compostos presentes nos alimentos
(Morais & Colla, 2006).

Quanto aos antioxidantes serdo abordados posteriormente.

1.1. Plantas Medicinais

A medicina tradicional consiste num conjunto de praticas e conhecimentos assentes em
teorias, crencas e experiéncias indigenas, de diversas culturas, que visam promover a saude
através da prevencao, diagndstico, melhoria ou tratamento de determinadas patologias fisicas e
mentais. Este tipo de medicina estd ainda muito presente nos paises em vias de
desenvolvimento, cujo tratamento primario ainda é, em grande parte, feito a base de plantas
medicinais. Contudo, nos paises desenvolvidos tem vindo a notar-se um interesse cada vez
maior nas terapias naturais, entre as quais se encontram as que recorrem as plantas medicinais
(Benzie & Wachtel, 2011).

As plantas medicinais podem ser processadas e administradas de diversas formas, tais
como, por exemplo, xaropes, infusdes, 6leos essenciais, pomadas, balsamos, comprimidos ou
capsulas, sendo indicadas para ajudar a combater patologias crénicas e agudas, como, por
exemplo, doencas cardiovasculares, inflamagdes ou problemas gastricos. Estas plantas sdo ricas
em Varios compostos, tais como dleos essenciais, flavonoides, taninos, etc., sendo gue muitos
deles apresentam propriedades antioxidantes e tém vindo a ser utilizados na farmacologia, no
desenvolvimento de farmacos (Benzie & Wachtel, 2011). Assim, apesar das infusfes de plantas
medicinais ndo terem um valor nutricional apreciavel, estas podem constituir uma importante

fonte de compostos bioactivos na dieta humana (Alarcon et al., 2008). Para além das
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propriedades antioxidantes, diversos estudos tém vindo a identificar, igualmente, em algumas
destas infusGes, propriedades antimutagénicas, antiinflamatorias, antivirais, antibacterianas e
antitumorais, levando a supor que o consumo destas infuses possa, de facto, contribuir para a
promocdo da saude (De Mejia et al., 2010)

Cada vez mais a esperanca média de vida estd a aumentar e, como consequéncia,
verifica-se um aumento da incidéncia de determinadas doencgas cronicas associadas & idade
avangada, tais como doengas cardiovasculares, diabetes, osteoporose, etc. Sendo assim, 0
cuidado com a alimentacéo e a préatica de exercicio fisico, apresentam um papel determinante na
manutencdo da qualidade de vida e prevencdo destas doencas crénicas. O envelhecimento esta
associado & acumulagao de danos irreversiveis resultantes da interac¢éo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) com o DNA, lipidos e outros componentes celulares como, por exemplo, as
proteinas. Sendo assim, uma vez que as plantas medicinais sdo ricas em antioxidantes, é
provavel que estas possam desempenhar um papel essencial na prevencdo destes mesmos danos
(Benzie & Wachtel, 2011).

1.1.1 Plantas Medicinais estudadas
1.1.1.1 Cidreira (Melissa officinalis)

A Melissa officinalis ou cidreira é uma planta medicinal da familia Lamiaceae. Esta
planta apresenta cerca de um metro de altura, sendo cultivada por todo 0 mundo, devido as suas
propriedades arométicas (Figura 1.1). A Mellissa officinalis é nativa da regido do mediterraneo
e do oeste da Asia, no entanto também é muito comum nos paises tropicais, no norte de Africa e
Europa central e do sul (Dastmalchi et al, 2008; Herodez et al, 2008; Carvalho et al, 2011).

]

Figura 1.1 — Melissa officinalis (www.plantasmedicinaisefitoterapia.com, acedido em Agosto de 2012).

Esta planta apresenta folhas semelhantes as da horteld, enrugadas, de coloracdo verde

escura a verde amarelado, consoante o clima e o tipo de solo, tendo um cheiro azedo e doce.



Quanto a sua flor apresenta uma coloragdo amarela. Normalmente o ché de cidreira é efectuado
a partir das folhas da planta. Para além da sua utilizagdo como erva para cha, a cidreira é,
igualmente, utilizada para outros fins, que incluem a decoracédo de jardins, a atrac¢do de abelhas
para a producdo de mel ou a producdo de cosmeéticos (http://www.umm.edu, acedido em Agosto
de 2012).

As folhas da cidreira sdo utilizadas na produgdo de cha devido as suas propriedades
aromaticas, digestivas e antiespasmodicas. A planta da cidreira é ainda comummente utilizada
na medicina tradicional para o tratamento de patologias do sistema nervoso e gastrointestinal,
sendo que 0s seus extractos aquosos e alcoolicos também sdo aplicados no tratamento da febre,
méa disposicdo derivada de tensdo nervosa, hipertiroidismo, depressdo, ins6nia moderada,
epilepsia, dores de cabeca, dor de dentes, dor de ouvidos, flatuléncia, célicas, nauseas, anemia,
tonturas, indisposicdo, asma, bronquite, faléncia cardiaca, arritmias, psicoses, Ulceras,
reumatismo, entre outros (Mencherini et al, 2007; Dastmalchi et al, 2008; Herodez et al, 2008;
Pereira et al, 2009; Carvalho et al, 2011).

Dentro dos constituintes do cha de Mellissa officinalis ja foram identificados diferentes
polifendis, especialmente flavonoides (luteolina) e acidos fendlicos, 6leos essenciais, aldeidos
monoterpenoides, sesquiterpenos e taninos (Carnat et al, 1998; Carvalho et al, 2011). Dentro
dos acidos fendlicos identificados, 0 que se apresenta em maior quantidade € o &cido
rosmarinico, seguido do acido caféico, sendo o acido m-coumarico o que se encontra num teor
inferior (Dastmalchi et al, 2008). Na composi¢do quimica dos 6leos essenciais desta planta
encontram-se o citronelal, citral, B-cariofileno, germacreno D, cimeno e citronelol. Vérios
estudos farmacolégicos demonstraram que estes 6leos esséncias tém actividades antibacterianas,
antifungicas e propriedades ansioliticas (Carnat et al, 1998; Carvalho et al, 2011).

Diversos trabalhos tém atribuido a infusdo de cidreira, ou a alguns dos seus
componentes isolados, propriedades antioxidantes, antivirais, antimicrobianas,
antiespasmadicas e antiproliferativas (Carnat et al, 1998; Mencherini et al, 2007). Ensaios in
vivo, realizados em ratos mostraram que a administracdo prévia de extractos etandlicos
preparados a partir da cidreira protegiam os animais dos efeitos mutagénicos e cancerigenos do
metil-metanossulfato, ndo apresentando o0s proprios extractos actividade mutagénica e/ou
cancerigena (Carvalho et al, 2011).

A actividade antioxidante das infusdes de cidreira resulta dos compostos intrinsecos da
planta, especialmente dos seus compostos fendlicos e, em particular, dos flavonoides. Com
efeito, os flavondides apresentam uma elevada capacidade de remover radicais livres naturais e
sintéticos, manifestando um elevado potencial na protec¢do contra danos oxidativos in vivo,
através da prevencao do stress oxidativo. Estes compostos apresentam ainda um elevado poder
de quelagdo do ferro (11), 0 que o aumenta o seu poder antioxidante (Dastmalchi et al, 2008;
Pereira et al, 2009; Carvalho et al, 2011).



As propriedades antiproliferativas da Mellissa officinalis também parecem ter origem
nos flavondides e &cidos fendlicos que a constituem, na medida que estes compostos conseguem
inibir a biossintese de proteinas em linhas celulares tumorais (Mencherini et al, 2007). As
propriedades antivirais, demonstradas contra o virus do herpes, derivam, essencialmente do
acido rosmarinico, enquanto que as antimicrobianas derivam, igualmente dos 6leos essenciais
(Carnat et al, 1998).

1.1.1.2 Tilia (Tilia argentea)

A tilia é uma planta originaria da Asia ocidental e da zona central e sul da Europa. Esta
planta é uma arvore robusta, que normalmente se desenvolve em climas frescos, e cuja altura
pode atingir os noventa metros. A sua copa € ampla, repleta de ramos com folhagem densa. As
suas folhas sdo grandes, arredondadas, assimétricas na base e de contorno finamente serrado,
caindo, normalmente, no Inverno (Figura 1.2). Em relacdo as suas flores, estas apresentam uma
coloracdo branca, creme ou amarelada, sdo arométicas e normalmente nascem no Verdo,
apresentando uma fragrancia doce e, ao mesmo tempo, forte. O cha de tilia pode ser obtido
através das folhas e flores da planta, apresentando normalmente um sabor agradavel, derivado

da sua composicao em 6leos aromaticos (http://www.umm.edu, acedido em Agosto de 2012).

Figura 1.2 — Tilia (www. jardimplantasmedicinais.com, acedido em Agosto de 2012).

A tilia pertence a familia Tiliaceae e as suas infusGes tém sido utilizadas na medicina
tradicional no tratamento de doencas do tracto respiratorio (devido a sua ac¢do expectorante e
antiséptica), ansiedade, febre, infecgdes por Influenza, insonia, aterosclerose, pressao arterial

elevada e inflamacGes, sendo ainda utilizadas como sedativo, tranquilizante, diurético, agente



imunomodelatério no fortalecimento do sistema imunitéario e no auxilio da digestdo (Yildirim et
al, 2000; Toker et al, 2004; Marrassini et al, 2011).

Dentro dos varios compostos existentes nas folhas e flores desta planta foram ja
identificados diversos flavonbides (quercetina, caempferol, astragalina, hiperdsido), taninos
(responsaveis pelo flavor das suas infusdes) e acidos fendlicos derivados do acido cafeico como
0 &cido clorogénico (Toker et al, 2004).

Diversos trabalhos atribuem ao cha de tilia propriedades antioxidantes,
hepatoprotectoras, antiinflamatorias e antibacterianas. A sua actividade antioxidante parece
resultar do elevado teor de polifendis, capazes de actuar como agentes redutores, dadores de
hidrogénio e guelantes de metais. A actividade antioxidante dos extractos de tilia caracteriza-se
por ser dependente do seu modo de preparacéo, sendo diferente quando estes sdo preparados em
agua quente ou em etanol, bem como da sua concentracdo (Yildirim et al, 2000; Buricovd &
Réblova, 2008; Albayrak et al, 2012).

No que concerne a actividade antiinflamatdria das infusfes de tilia, esta parece dever-se

essencialmente & presenca dos flavondides quercetina e caempferol (Toker et al, 2004).

1.2. Stress Oxidativo e Antioxidantes

1.2.1. Radicais livres e Espécies Reactivas de Oxigénio

Os primeiros estudos que revelaram a importancia dos radicais livres para 0s seres vivos
surgiram nos anos setenta, e desde entdo tém-se intensificado, devido ao facto de haver uma
associacao entre estes compostos e o surgimento de determinadas patologias (Arias, 2005).

Um radical livre é uma espécie que apresenta um ou mais electrbes desemparelhados,
ou seja tem orbitais atomicas ou moleculares com apenas um electrdo. Estes podem ser
formados pela quebra de uma ligacdo covalente e consequente libertacdo de um electrdo,
processo denominado de fissdo homolitica, ou em reacgdes de oxidacdo-reducdo, ou seja em
reaccBes em que ha cedéncia (ficam oxidados) ou recepcdo de electrdes (ficam reduzidos)
(Arias, 2005; Matsumoto, 2008).

Normalmente os radicais livres sdo espécies instaveis, muito reactivas e que, por isso,
tém um tempo de semi-vida muito curto, reagindo e causando lesdes em varios compostos e
componentes celulares, tais como proteinas, lipidos e DNA. As lesdes que causam nestes
importantes componentes celulares tornam estes radicais toxicos para 0 organismo e podem

estar na base do aparecimento de determinadas patologias como, por exemplo, cancro,



aterosclerose, diabetes, cirrose ou as doencas neurodegenerativas (Arias, 2005; Ferreira &
Abreu, 2007; Matsumoto, 2008).

Os principais tipos de radicais livres incluem muitas das espécies reactivas derivadas do
oxigénio. Estas ultimas, denominam-se genericamente espécies reactivas de oxigénio (ROS), e,
como o proprio nome indica, sdo espécies que provém da reducdo do oxigénio molecular. As
principais ROS que se formam in vivo sdo o radical anido superéxido (0,*), o peroxido de
hidrogénio (H,0,), o radical hidroxilo (OH®), o radical peroxilo (ROO®) e o oxigénio singleto
(*O,) (forma excitada do oxigénio molecular) (Ribeiro et al., 2005).

As reacgdes de oxidacdo sdo essenciais para 0S organismos, 0 que origina a continua
producdo fisioldgica de ROS, em diversos processos metabdlicos oxidativos, como a cadeia
respiratoria mitocondrial ou processos que envolvam a actuacdo de enzimas, como, por
exemplo, a xantina oxidase, ciclooxigenases, lipoxigenases ou monooxigenases, como 0S
citocromos P450. Existem ainda varios factores exdgenos que podem estimular a producéo
destas espécies reactivas, tais como, a exposi¢do as radiacdes gama e ultravioleta, ao fumo do
tabaco, a substancias tdxicas presentes em alimentos (aditivos quimicos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, micotoxinas, etc.), ao elevado consumo de lipidos saturados e de
determinados farmacos (Arias, 2005; Matsumoto, 2008).

A cadeia respiratoria mitocondrial, ou fosforilacdo oxidativa € o processo a partir do
qual ocorre a sintese de trifosfato de adenosina (ATP), a partir da transferéncia de electrdes do
dinucleotideo de adenina e nicotinamida na forma reduzida (NADH) ou do dinucleotideo de
flavina e adenina na forma reduzida (FADH,) para 0 O,. A cadeia respiratoria € composta por
quatro complexos multiméricos (complexos 1-1V), coenzima Q e citocromo c. E no complexo
IV que ocorre a transferéncia de electrées do NADH ou FADH, para o O, com formacdo de
moléculas de &gua, ocorrendo a formacdo do O,* nos complexos | e Il (Serafini, 2006; Al-
Gubory et al., 2010).

Nem todas as ROS sdo radicais livres, por vezes apenas sdo espécies que derivam do
oxigénio e que podem gerar radicais livres, como € o caso do peroxido de hidrogénio (H,0,). As
espécies ndo radicalares podem possuir tempos de semi-vida mais prolongados, que lhes
permitam difundir-se e interagir e causar danos em alvos biolégicos mais afastados do seu local
de producdo. Por exemplo, o radical anido superoxido, apesar de ser uma espécie radicalar,
possui um tempo de semi-vida suficientemente longo que Ihe permite mover-se e interagir com
alvos biolégicos mais distantes do seu local de produgdo. Pelo contrario, os possiveis danos
causados pelo radical hidroxilo estdo mais confinados aos alvos biologicos que se encontram

imediatamente adjacentes ao seu local de producdo (Kohen & Nyska, 2002).
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A adicdo de um electrdo a uma molécula de oxigénio no estado fundamental

origina a formagéo de um radical anido superéxido (0,*):
.
0, — 0O,

O 0," é considerado uma ROS primaria, na medida em que a sua formacao consiste no
passo inicial para a sintese e propagacdo de ROS secundérias. Para além de ser o precursor da
maioria das ROS, por vezes também é mediador de reaccGes em cadeia (Ferreira & Abreu,
2007; Matsumoto, 2008; Al-Gubory et al., 2010).

O H,0, apresenta um poder oxidante indirecto, na medida em que isoladamente ndo é
muito reactivo, no entanto é responsavel pela sintese do OH®, o que faz com que
consequentemente ocorram diversos danos celulares. Este € uma molécula estavel e devido ao
facto de ser relativamente apolar, atravessa a membrana celular por difusdo simples podendo ir
gerar o aparecimento de espécies radicalares em locais mais distantes do seu local de formacéo
(Matsumoto, 2008; Gubory et al., 2010).

O H,0, é uma ROS secundaria que resulta da dismutacdo do O,*, mediante a accdo da

enzima superoxido dismutase (SOD):
20,+2H—»>0,+2H,0,

O radical hidroxilo apresenta um tempo semi-vida muito curto, sendo considerado o
oxidante mais poderoso de todas as ROS, podendo causar muitos danos no organismo, na
medida em que reage com todos o0s tipos de macromoléculas bioldgicas, originando produtos
gue ndo podem ser regenerados ao nivel do metabolismo celular. Um exemplo disto sdo o0s
danos que ocorrem ao nivel das moléculas de DNA e que alteram a sua estrutura (alteracdo das
suas bases ou quebras na dupla cadeia do DNA). Estes possiveis danos permanentes no material
genético podem originar situacdes de mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (Ferreira &
Abreu, 2007; Matsumoto, 2008). O OH* surge nas células essencialmente através da reaccdo de
Fenton (a partir do H,O,), apesar de também poder ser produzido a partir do peroxinitrito, ou do
radical anido superoxido (reaccdo de Haber-Weiss), entre outros mecanismos (Matsumoto,
2008):

Fe?* + H,0, —» Fe** + OH" + OH" (Reaccéo de Fenton)

0," + H,0, - O, + OH" + OH" (Reaccdo de Haber-Weiss)

11



Para além do Fe** outros ides metélicos, como o Cu®, Ti** ou Co**, podem reagir com o
perdxido de hidrogénio levando ao aparecimento do radical hidroxilo, contudo, a reac¢do de
Fenton ocorre em maior escala quando o metal de transicdo é o ferro (Buonocore et al., 2010).
Este radical é tdo reactivo, que parece mais provavel que os antioxidantes capazes de minimizar
0s danos por ele causados, ndo actuem directamente no seu sequestro mas sim no bloqueio da
sua formacdo, quer através do sequestro ou inibicdo da formacdo dos seus percursores
(principalmente O,* e H,0,), quer pela ligacdo aos ides de metais de transi¢do implicados na
sua geracao (Halliwell et al., 1995).

O oxigeénio singleto resulta da inversao de spin de um dos electrdes desemparelhados do
oxigénio molecular, que pode ocorrer através de um input de energia. Esta forma excitada do
oxigénio molecular é altamente reactiva, podendo oxidar directamente proteinas, lipidos ou o
DNA (Buonocore et al., 2010).

Sabe-se que a presenca de ROS resulta em ataques ndo s6 ao DNA, mas também a
outros componentes celulares, tais como, acidos gordos poliinsaturados e residuos de
fosfolipidos, que sdo extremamente sensiveis a oxidacdo. A reac¢do das ROS com os lipidos
conduz ao desencadear dos processos de lipoperoxidacdo, que podem ter como consequéncia,
alteracOes na estrutura e permeabilidade das membranas celulares, o que origina a libertacéo de
contetidos celulares (ex: enzimas), a formacéo de produtos citotdxicos e a perda de selectividade
na troca iénica. A perda da integridade das membranas bioldgicas ou a alteracdo da sua fluidez
pode resultar na inactivacdo de proteinas ou de receptores membranares (Dalle-Donne et al.,
2006). Mais ainda, destas reacc¢Oes pode resultar o aparecimento do malonildialdeido, composto
que tem demonstrado possuir actividade mutagénica em bactérias e células de mamiferos e
actividade cancerigena em ensaios com ratos (Valko et al., 2007).

A mitocdndria, ao ser um dos principais locais de formacdo de ROS, constitui
consequentemente, um dos principais alvos de acgdo destas especies reactivas. Uma vez que a
cadeia respiratdria é composta por proteinas transmembranares presentes na membrana interna
deste organito, a sintese de ROS ocorre perto da membrana, fazendo com que estas espécies
reactivas acedam facilmente aos lipidos membranares, que sdo extremamente sensiveis a sua
accdo, devido ao facto de possuirem maultiplas ligacGes duplas (Ferreira & Abreu, 2007;
Matsumoto, 2008).

A peroxidacdo lipidica € uma reaccdo que ocorre em cadeia e € dividida em trés
etapas: iniciacdo, propagacao e terminagdo. Assim, estas reac¢des iniciam-se com a extrac¢ao
de um atomo de hidrogénio de uma cadeia poliinsaturada de um lipido, por intermédio de uma
ROS com a consequente formagdo de um radical lipidico (R®). Em células aerdbias, devido a
elevada concentracdo de oxigénio, ocorre entdo, a reaccdo entre este e o radical de um &cido
gordo, formando o radical peroxilo (ROQO®). Segue-se entdo a fase de propagacao, uma vez que

o radical peroxilo formado é também capaz de separar &tomos de hidrogénio dos &cidos gordos
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adjacentes, dando assim origem a um hidroperéxido e a outro radical &cido gordo, propagando
assim, a reacgdo de lipoperoxidacdo. A ultima fase da peroxidacéo, a terminacédo, ocorre quando
o radical peroxilo reage com outro radical ou entdo com um antioxidante, que por ser capaz de
parar este processo € caracterizado como um antioxidante capaz de quebrar reac¢des em cadeia
(Kohen & Nyska, 2002).

A peroxidacdo lipidica est4d associada a determinadas patologias, tais como,
aterosclerose,  diabetes, hiperlipidemias, doencas hepaticas, cardiovasculares e
neurodegenerativas (niveis elevados de produtos da lipoperoxidacao) (Ferreira & Abreu, 2007;
Matsumoto, 2008).

As proteinas constituem um dos maiores alvos para as ROS devido a sua abundancia
nos sistemas bioldgicos. Da interac¢do entre as ROS e estas biomoléculas pode resultar a sua
quebra, a oxidacgao das cadeias laterais de todos os seus aminoécidos, em particular dos residuos
de cisteina e metionina, e a formac&o de ligacGes cruzadas dentro da mesma proteina ou entre
proteinas diferentes, podendo todas estas altera¢fes conduzir a perda da sua funcionalidade
(Stadtman, 2004).

Os radicais livres constituidos por azoto sdo denominados de espécies reactivas de azoto
(RNS). A principal RNS é o 6xido nitrico (NO®), que é produzido nos tecidos biolégicos, sendo
sintetizado a partir da L-arginina mediante a ac¢do da Oxido nitrico sintase, e que apresenta
propriedades fisioldgicas importantes, tais como accdo reguladora da morte celular programada
(apoptose) ou accdo neurotransmissora e vasodilatadora. No entanto, em determinadas
condigdes o NO® participa na formacdo de espécies de elevada reactividade e citotoxicidade.
Este composto, por ser radicalar, reage facilmente com o O, e com o radical anido superoxido
originando o peroxinitrito (ONOO), que é um potente agente oxidante, podendo causar a
fragmentacdo do DNA, desencadear a oxidacdo lipidica e oxidar proteinas. O ONOO™ pode
circular livremente dentro e fora da célula, o que o torna mais perigoso para organismo. A
mitocondria corresponde, também, a principal fonte intracelular de NO e ONOO'. O balango
entre 0 6xido nitrico e o radical anido super6xido permite definir o efeito pré-oxidante do NO*
nos tecidos bioldgicos, na medida em que niveis elevados destes compostos podem promover a
sintese do ONOOQ" g, consequentemente, originar danos oxidativos nas células (Al-Gubory et al.,
2010).

Em condigBes normais, os radicais livres sintetizados em excesso séo eliminados pelas
defesas antioxidantes da célula, existindo, assim, um equilibrio entre a sua sintese e a sua
eliminacdo. Em determinadas condicbes, o equilibrio acima mencionado pode ser destruido
devido a producdo excessiva de ROS ou a uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula.
Este desequilibrio denomina-se stress oxidativo e pode verificar-se devido a causas naturais ou
ndo naturais. As causas naturais podem derivar, por exemplo, do exercicio fisico excessivo ou

de processos inflamatdrios, enquanto que as ndo naturais se relacionam com a exposicao a
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determinados xenobidticos, como, por exemplo, ao fumo do tabaco ou a radiagdes ionizantes
ou ultravioleta. Este desequilibrio pode, igualmente, ser devido a uma deplecdo em

antioxidantes resultante de uma nutrigdo deficiente (Ferreira & Abreu, 2007; Matsumoto, 2008).

1.2.2. Antioxidantes

Um antioxidante ¢ uma substancia que, quando presente em concentra¢fes baixas em
comparagdo com um substrato oxidavel, retarda ou inibe a oxidacdo desse mesmo substrato.
Estes compostos controlam naturalmente a formacdo de espécies radicalares, através da sua
capacidade para as estabilizar ou inactivar, antes que estas actuem nas células, provocando
danos. Sendo assim, os antioxidantes sd0 compostos essenciais a manutengdo da saude e bem-
estar (Atoui et al, 2005).

As defesas antioxidantes do organismo sdo compostas por componentes enzimaticos e
moleculares, sendo classificados em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Serafini,
2006).

1.2.2.1. Antioxidantes enzimaticos

Os antioxidantes enzimaticos sdo responsaveis pela defesa primaria do organismo
contra as ROS, impedindo a sua formagdo e interaccdo com alvos celulares. Estas enzimas
permitem manter niveis celulares baixos de O,* e H,0,, evitando assim a formacdo de OH®. O
sistema de defesa antioxidante enzimético é constituido por vérias enzimas, sendo as principais
a SOD, catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Matsumoto, 2008).

A SOD pertencente a familia das enzimas que possuem grupos prostéticos na sua
constituicdo. Nos organismos eucariotas foram identificadas trés isoformas diferentes da SOD:
SOD1, SOD2 e SOD3. A SOD1 é uma proteina dimérica, que apresenta na sua composi¢do
cobre e zinco (Cu,Zn-SOD), localizando-se essencialmente no citoplasma e no nicleo. A SOD2
¢ uma proteina composta por manganésio (Mn-SOD) e que Se encontra presente,
principalmente, na mitocondria. Quanto a SOD3 é uma glicoproteina extracelular e tetramétrica,
composta por cobre e zinco (Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Al-Gubory et al, 2010).

A SOD ¢ essencial na defesa do organismo contra as ROS, na medida em que constitui
a primeira etapa da defesa enzimatica celular, controlando os niveis de O,*. A SOD é assim
responsavel por converter este radical em H,0, e O,, sendo o perdxido de hidrogénio produzido

posteriormente convertido em agua (Ferreira & Abreu, 2007; Al-Gubory et al, 2010).
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A CAT é uma hemoproteina localizada essencialmente nos peroxissomas, apesar de
também estar presente vestigialmente na mitocondria e no reticulo endoplasmatico. Esta enzima
é responsavel pela conversdao do H,O, em O, e agua (Serafini, 2006; Limo6n-Pacheco &
Gonsebatt, 2009):

2 H,0,— 2H,0 + O,

A GPx pertence a uma familia de enzimas que se divide em dois grupos: enzimas
dependentes de selénio e enzimas independentes de selénio; sendo esta classificada como
dependente de selénio. Esta enzima é responsavel pela redugcdo do H,O, bem como pela
oxidacdo de outros hidroperdxidos, tais como, os hidroperédxidos lipidicos (ROOH), mediante a
conversao da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) (Serafini, 2006; Limon-
Pacheco & Gonsebatt, 2009; Matsumoto, 2008; Al-Gubory et al, 2010):

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

A glutationa redutase (GSR) é uma enzima antioxidante que catalisa a reducédo da
GSSG a GSH, utilizando o fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida na forma
reduzida (NADPH) como agente redutor. Deste modo, a GSR é essencial ao ciclo de redu¢do da
glutationa, mantendo-a em niveis adequados & manutengdo do estado reduzido das células (Al-
Gubory et al, 2010). Por sua vez, 0 NADPH é essencial para a actividade da GSR e para outras
fungBes celulares importantes, sendo regenerado por acgdo d glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) na via metabdlica das pentoses fosfato (Al-Gubory et al, 2010).

1.2.2.2. Antioxidantes ndao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos provém maioritariamente da alimentacdo, sendo que
as frutas e os vegetais sdo a sua principal fonte. Estes antioxidantes sdo essencialmente
vitaminas, oligoelementos e polifendis (Matsumoto, 2008; Al-Gubory et al, 2010).

As vitaminas sdo essenciais ao organismo pois eliminam directamente as ROS. As
principais vitaminas com ac¢do antioxidante sdo a vitamina E, a vitamina C e o 3-caroteno ou
provitamina A.

A vitamina E é composta por quatro homologos lipossoluveis; a-, -, y- € 3-tocoferois.
O homologo mais activo e predominante ¢ o a-tocoferol, sendo responsavel pela protec¢do da

membrana celular da oxidagdo por parte das ROS e radicais lipidicos, produzidos na
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peroxidacdo lipidica. Esta vitamina esta presente na membrana das lipoproteinas, bem como no
figado, rins e tecido adiposo e é o antioxidante lipossolivel mais abundante (Serafini, 2006;
Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

A vitamina C, ou acido ascorbico, é uma vitamina antioxidante hidrossoluvel. Esta
vitamina, para além de estar envolvida na desactivacdo directa de ROS, esta, igualmente,
envolvida na regeneracdo da forma activa da vitamina E, de flavondides e da glutationa, de
modo a que estes possam continuar a exercer as suas func¢des antioxidantes (Matsumoto, 2008;
Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

Os carotendides sdo pigmentos lipossolUveis presentes em alimentos de origem vegetal,
sendo responsaveis pelas suas coloracbes amarela, laranja e vermelha. Os carotendides
apresentam uma cadeia de carbono com ligagbes duplas, que os tornam compostos com
potencial antioxidante, uma vez que as suas moléculas sdo capazes de receber electrdes de
espécies reactivas, neutralizando-as. Os principais carotendides sdo o B-caroteno, luteina, a-
caroteno, zeaxantina, criptoxantina e licopeno. O -caroteno é o carotendide mais abundante nos
alimentos, sendo percursor da vitamina A e um excelente quelante do oxigénio singleto
(Serafini, 2006; Matsumoto, 2008; Al-Gubory et al, 2010).

A glutationa (y-glutamilcisteinilglicina) € um tripeptideo e constitui o principal
antioxidante ndo enzimaético celular. Além de ser um co-factor para actividade da GPy, no seu
estado reduzido, a glutationa, pode desactivar ROS e outras moléculas instaveis, quer por accao
directa, quer através da enzima a glutationa-S—transferase (GST) (Al-Gubory et al., 2010).

Os oligoelementos sdo muito importantes, uma vez que integram o centro activo das
enzimas antioxidantes e actuam como cofactores na regulagdo destas mesmas enzimas, sendo
assim considerados antioxidantes indirectos. Estes elementos apenas sdo necessarios ao
organismo em quantidades minimas para um metabolismo, desenvolvimento e fisiologia
normal. Os principais oligoelementos com accéo antioxidante indirecta sdo o cobre, o0 zinco, o
manganésio e o selénio. Este ultimo é particularmente importante, uma vez que protege 0s
lipidos celulares de danos oxidativos (Limén-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios de plantas, que podem estar presentes nas
suas sementes, frutos, folhas, casca do caule e raiz. Estes compostos apresentam um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilo. Os polifendis englobam desde moléculas simples
até moléculas com elevado grau de polimerizagdo, apresentando assim uma estrutura muito
variavel. Estes compostos encontram-se em frutas frescas (citrinos, uva, cereja, ameixa, péra,
maca e mamdo), vegetais, cebola, alho, brécolos, tomate, azeita extra-virgem, chas e vinho
tinto, sendo parte integral da dieta humana (Arias, 2005; Angelo & Jorge, 2007). Nos alimentos,
os polifendis podem encontrar-se sob a forma livre ou sob a forma de ésteres, glicosidios ou

polimeros.
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Como antioxidantes que sdo, os polifendis podem proteger as células contra os danos
oxidativos e, portanto, limitar o risco de varias doengas degenerativas associadas ao stress
oxidativo, como as doencas cardivasculares e o cancro (Serafini, 2006). Os polifendis presentes
nos alimentos podem ajudar a limitar esses danos através de varios mecanismos: sequestrando e
inactivando os radicais livres, estimulando sistemas enddgenos de defesa (inducdo de enzimas
de destoxificacdo, como a GST, que irdo reforcar a excre¢do de prd-oxidantes, indugdo de
enzimas antioxidantes, inibicdo das enzimas responsaveis pela geracdo de ROS, como, por
exemplo, os citocromos P450 ou as lipoxigenases, inibicdo da producdo de radicais hidroxilo
pelas reaccBes de Fenton e Haber-Weiss através da quelacdo de ides metalicos (Ferguson,
2001).

Para além das propriedades antioxidantes, os polifendis apresentam outras acc¢des
bioldgicas, tais como, antibacterianas, anticarcinogénicas, antinflamatérias, antialérgicas, e
estimulante do sistema imunitario (Atoui et al, 2003).

Os polifendis podem ser classificados em diversas categorias que incluem os
flavondides, acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas e taninos (Figura 1.3) (Ferreira & Abreu,
2007).

Acidos
hidroxibenzdicos

Acidos }ﬁdroxicinimicos]

Acidos
fenolicos

Flavonodis

Flavonas

OGS

Flavandis
Flavanonas
Flavondides &

Antocianinas

Isoflavondides

Figura 1.3 — Classificacdo dos polifenois (Ferreira & Abreu, 2007)

Os flavondides sdo compostos de baixo peso molecular, constituidos por 15 dtomos de
carbono, organizados na configuracdo Cg-Cs-Cg. A sua estrutura quimica engloba dois anéis
aromaticos, denominados anel A e B, ligados por trés &tomos de carbono, que formam um anel
heterociclico, denominado anel C (Figura 1.4). O anel A provém do ciclo acetato/malonato,
enquanto que o anel B é proveniente da fenilalanina. As diversas alteracbes no anel C padréo

originam diferentes classes de flavonoides, enquanto que as alteragcdes nos anéis A e B originam
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diferentes compostos dentro de cada classe de flavondides. As alteracfes que ocorrem nos
diversos anéis aromaticos sdo: oxigenacdo, alquilacdo, glicosilacdo, acilagdo e sulfacdo (Angelo
& Jorge, 2007).

Figura 1.4 — Estrutura quimica dos flavonoides (Angelo & Jorge, 2007)

De acordo com a sua estrutura os flavonoides podem ser divididos em sub-grupos que
incluem as flavonas, flavonois, flavanonas, flavandis ou catequinas, antocianidinas e
isoflavonas (Figuras 1.3 e 1.5) (Ferreira & Abreu, 2007). Nas plantas medicinais, estes
compostos podem encontrar-se livres ou em formas polimerizadas com outros flavonoides

(taninos condensados), com agucares (glicosideos de flavondides) ou com outras substancias.

Flavonas

OH
Flavanonas

OH
Antocianinas Isoflavonas

Figura 1.5 — Estrutura quimica das diferentes subclasses de flavondides (Hollman & Katan, 1999)

Os alimentos ricos nas diversas subclasses de flavondides sdo (Hollman & Katan
(1999):
e Flavondis - cebolas, couves, cerejas, cha e vinho tinto;
e Flavonas - salsa e tomilho;

e Flavanonas — citrinos;
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e Catequinas — macas e cha;
e Antocianinas — cerejas e uvas,;

e |soflavonas — soja e legumes.

Os é&cidos fenblicos sdo compostos que apresentam um anel benzénico, um grupo
carboxilo e um ou mais grupos hidroxilo e/ou metoxilo. Estes podem ser divididos em dois
grupos: derivados do acido hidroxibenzoico, que apresentam sete atomos de carbono (C¢-Cy) €
os derivados do acido hidroxicindmico, que apresentam nove atomos de carbono (C¢-Cs) (Figura
1.6). Um exemplo dum &cido pertencente ao Ultimo grupo € o &cido cafeico que, quando
esterificado com o acido quinico, origina o acido clorogénico (Figura 1.7) (Matsumoto, 2008;
Arias, 2005; Angelo & Jorge, 2007).

o
H-O~__o
AN
H R,

H R,

R T R, R, R,
d R4
(A) (B)

Figura 1.6 — Estrutura geral dos acidos fenolicos: (A) Estrutura geral dos &cidos hidroxibenzéicos e (B)

Estrutura geral dos acidos hidroxicindmicos.
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Figura 1.7 — Estrutura quimica do acido caféico e do &cido clorogénico (Arias, 2005)
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O é&cido cafeico e o &cido clorogénico apresentam elevada actividade antioxidante, na
medida em que inibem a peroxidagdo lipidica em vérias células, tais como eritrocitos e
mondcitos (Arias, 2005).

Os taninos sdo compostos com um elevado peso molecular e que sdo classificados em
taninos hidrolisaveis e condensados. Os taninos condensados, também denominados de
proantocianidinas sdo formados por moléculas de flavondides, em particular de flavanois.
Assim, a unidade fundamental das proantocianidinas sdo as moléculas de flavandis, e consoante
0 numero de vezes que estas unidades se repetem, assim as proantocianidinas podem ser
dimeros, trimeros, oligoméricas ou polimeros. Quanto aos taninos hidrolisaveis estes sdo ésteres
dos acidos galico e elagico glicosilados, formados a partir do chiquimato. Os taninos elagicos

sdo muito mais frequentes que os galicos (Angelo & Jorge, 2007).

1.3. Ingestéo e Biodisponibilidade

Quando se consome um determinado alimento, os micronutrientes e fitoquimicos nele
presentes podem nédo ser totalmente absorvidos pelo organismo. A biodisponibilidade é um
termo que avalia a percentagem destes compostos que € efectivamente absorvida, podendo,
assim, ser distribuida pelos diversos tecidos e érgaos do organismo (Holst & Williamson, 2008).

Com efeito, para poderem exercer as suas actividades biologicas em tecidos e células
diferentes do aparelho digestivo, os compostos bioactivos presentes nos alimentos tém de
resistir ao processo de digestdo gastrointestinal, ser absorvidos e ndo serem biotransformados,
pelas enzimas de biotransformagdo, em metabolitos sem actividade bioldgica. Assim, para além
de efectuar o doseamento destes compostos nos alimentos é igualmente importante determinar a
propor¢do destes que € libertada da matriz do alimento e que fica realmente disponivel para ser
absorvida, ou seja a sua bioacessibilidade e a proporcéo que é realmente absorvida, ou seja que
passa através das membranas celulares, e que fica disponivel para ser utilizada pelas células, ou
seja a sua biodisponibilidade. Os compostos bioactivos ndo absorvidos podem ainda exercer 0s
seus efeitos benéficos ao longo do tubo digestivo, podendo, mesmo assim, contribuir para a
promocdo da satde (Holst & Williamson, 2008).

Apobs a absorcdo, 0s nutrientes e 0s compostos ndo nutrientes sdo transportados a
diversas partes do organismo, através de duas vias distintas. A &gua, ibes e produtos
hidrossoluveis (ex: glicose e aminoacidos) entram no sistema porta (sistema de veias portais que
transporta o sangue dos intestinos, estdmago, baco e pancreas para o figado) e sdo conduzidos
para o figado. Quanto aos &cidos gordos e glicerol entram nos capilares linfaticos, através dos

guais sdo transportados até ao tecido adiposo e figado (Seeley et al, 2005). Uma vez absorvidos,
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0s compostos ndo nutrientes, podem sofrer a ac¢do das enzimas de biotransformacgédo. Uma vez
gue 0s meios de excre¢do sdo maioritariamente aquosos, as enzimas de biotransformacdo tém
por objectivo efectuar a metabolizacdo dos compostos ndo nutrientes de modo a torna-los mais
hidrofilicos e, por isso, mais facilmente excretdveis, de modo a evitar que ocorra a sua
acumulacdo no organismo. Ao alterar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
quimicos, a biotransformacdo pode modificar as suas propriedades bioldgicas, tornando
compostos bioactivos em metabolitos sem actividade biol6gica ou pode originar metabolitos
bioactivos a partir de precursores sem actividade bioldgica. Os compostos bioactivos e/ou 0s
seu metabolitos serdo finalmente excretados por via renal, biliar ou, em alguns casos, pulmonar
(Duarte, 2008).

Existem diversos factores que influenciam a biodisponibilidade dos compostos
quimicos, uns que estdo relacionados com o composto em si, e que englobam a sua estrutura
guimica ou o seu grau de ionizacdo, e outros que ndo estdo directamente relacionados com o
composto em si, mas sim com factores como, a complexidade da matriz do alimento onde o
composto se insere, o tipo e quantidade dos outros compostos ingeridos ou 0 maior ou menor
tempo do esvaziamento gastrico ou de transito intestinal (Holst & Williamson, 2008).

Muitos dos fitoquimicos ingeridos apresentam uma baixa biodisponibilidade,
especialmente quando comparados com 0s macronutrientes, devido ao facto de serem
reconhecidos pelo organismo como compostos xenobidticos (Holst & Williamson, 2008).

A absorgdo digestiva dos polifenois parece variar consoante a sua estrutura, o que faz
com que nem sempre sejam os polifendis mais abundantes nos alimentos aqueles que podem
atingir maiores concentragdes no interior das células humanas. O &cido gélico 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 polifenois de mais dificil absor¢do (Manach et al., 2005). A metabolizagdo pela
flora intestinal tem sido pouco estudada mas pode ter um efeito preponderante nas actividades
bioldgicas destes compostos, uma vez que os polifendis que ndo forem absorvidos no tracto
gastrointestinal, podem ser metabolizados por estas bactérias, originando metabolitos passiveis
de serem absorvidos no epitélio do célon 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 & Manach, 2005).
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1.3.1. Digestao Gastrointestinal

Todas as células do organismo necessitam de ser nutridas através de compostos
assimilaveis e para tal, o aparelho digestivo, em conjunto com o circulatério, proporcionam-lhes
0s nutrientes necessarios a vida. O aparelho digestivo é formado pelo tubo digestivo (que se
estende desde a boca até ao anus) e pelas glandulas anexas (que segregam fluidos para o tubo
digestivo). Sendo assim, o tubo digestivo divide-se em: boca ou cavidade oral, faringe, es6fago,
estdbmago e intestino delgado (constituido pelo duodeno, jejuno e ilio). Quanto as glandulas
anexas englobam as glandulas salivares, amigdalas, glandulas tubulares, figado, pancreas e
vesicula biliar (Figura 1.8) (Siley et al, 2005).

Faringe

" Estémago

Vesicula Biliar =

Intestino grosso 4 A \ ] 4 N =
X \;\ Intestino delgado
L )&
L R

Figura 1.8 — Sistema digestivo (http://www.dj003.k12.sd.us, acedido em Agosto de 2012).

A digestdo consiste num conjunto de transformacdes fisico-quimicas que os alimentos
ingeridos sofrem, com o intuito de serem convertidos em compostos de menores dimensdes e
gue possam ser mais facilmente absorvidos para a circulacdo. No entanto, nem todas as
moléculas séo fraccionadas antes de serem absorvidas, como é o caso das vitaminas, agua e sais
minerais (Seeley et al, 2005). A digestdo inclui processos quimicos e mecanicos. A digestao
quimica é realizada pelas enzimas digestivas, secretadas em varios locais do sistema digestivo.
Estas enzimas quebram as ligacGes covalentes das moléculas organicas, através de uma
hidrolise enzimatica, na presenca de agua, permitindo, assim, a transformacdo das referidas
macromoléculas de modo a que 0s seus constituintes possam ser absorvidos pelas células da

mucosa gastrointestinal. Quanto a digestdo mecanica, envolve o fraccionamento das particulas
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alimentares através da contrac¢do muscular do tracto gastrointestinal (Gropper et al, 2005;
Seeley et al, 2005; Ferrua & Singh, 2010).

A digestdo inicia-se na boca, continua no estdbmago, e termina na por¢do proximal do
intestino delgado, principalmente no duodeno, sendo que algumas moléculas podem ser
absorvidas ao longo de todo o tubo digestivo (Seeley et al, 2005).

Na boca os alimentos sdo triturados e misturados com a saliva formando o bolo
alimentar (Kohlmeier, 2003). A digestdo na boca deve-se essencialmente & ac¢do das enzimas
presentes na saliva. A saliva é secretada pelas glandulas salivares parotidas, submaxilares,
sublinguais, entre outras, e apresenta um pH entre 6,4 e 7,5, 0 que favorece a accdo da amilase
salivar (principal enzima presente na saliva). A principal funcdo desta enzima é catalisar a
hidrolise de polissacaridos (amido, glicogénio e seus derivados). No entanto, existem outras
enzimas que sdo produzidas em menores quantidades, como é o caso da maltase e da catalase.
Quando os alimentos s&o inseridos na cavidade oral, existem reflexos nervosos que estimulam a
secrecdo de saliva, sendo este fendmeno controlado pelo sistema nervoso auténomo (Gropper et
al, 2005).

Da boca o bolo alimentar progride através do es6fago para o estbmago, onde ocorre a
sua mistura 0 com suco gastrico, secretado pelas glandulas presentes nas paredes do estdmago.
O suco gastrico € composto por agua, sais inorganicos, acido cloridrico e por diversas enzimas
gastricas, tais como a pepsina, a lipase gastrica e a amilase gastrica. O &cido cloridrico é
essencial, uma vez que proporciona um pH o6ptimo para a digestdo de proteinas, auxilia na
absorcdo de ferro, activa a conversdo do pepsinogénio (percursor inactivo da pepsina) em
pepsina e tem uma acgéo bactericida, limitando a fermentagéo bacteriana (Gropper et al, 2005).

A pepsina € a principal enzima proteolitica do suco gastrico Esta é uma enzima
monomeérica, cujo pH éptimo é de cerca de 2, apresentando uma reducéo da sua actividade a pH
superior a 5, ocorrendo a sua desnaturacdo a pH superior a 7. A principal funcdo da lipase
gastrica é a degradacdo dos triglicéridos. Esta enzima encontra-se activa e estdvel em meio
acido, sendo que o seu pH 6éptimo é de cerca de 5,4 (Gargouri et al, 1988).

A secrecdo do suco géastrico por parte da mucosa do estdbmago € regulada por
mecanismos nervosos € hormonais. As duas principais hormonas envolvidas neste processo sdo
a gastrina e a enterogastrona. A gastrina € sintetizada pela mucosa do estbmago e apresenta uma
accdo estimulante, enquanto que a enterogastrona é produzida no intestino delgado (duodeno),
na presenca de gordura, apresentando uma acgdo inibitdria da secre¢do gastrica (Gropper et al,
2005).

A parede do estdmago é constituida por camadas musculares que misturam os alimentos
através dos movimentos peristalticos. Alguns compostos presentes nos alimentos, como, por
exemplo, o etanol ou a nicotinamida, podem ser absorvidos ao nivel do estbmago (Kohlmeier,

2003). A accdo do suco gastrico sobre o bolo alimentar origina 0 quimo que passa ao intestino
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delgado através do piloro. O esvaziamento gastrico € progressivo e depende da composicdo e
consisténcia do quimo, sendo mais réapido se este for liquido e rico em glucidos e mais lento se
este for rico em gorduras (Almeida & Afonso, 1997)

No intestino delgado completa-se a digestdo quimica do quimo, originando o quilo. As
secre¢des produzidas pelo figado e pancreas desempenham aqui um papel fundamental. Assim,
a terceira e a ultima etapa da digestdo quimica (intestino delgado) ocorre devido & acgdo de
enzimas presentes no suco pancreatico, no suco entérico e na bilis. O suco pancreético é
produzido pelo péncreas e posteriormente libertado no intestino delgado, através dos canais
pancreéaticos. Este suco apresenta um pH entre 7,8 e 8,2, devido ao elevado teor de bicarbonato
e é composto por uma porcao aquosa e outra enzimatica. A porcdo aquosa € composta por ifes
sodio, potassio e iGes bicarbonato que véo neutralizar a acidez do quimo gue entra no intestino,
proveniente do estbmago. Quanto a por¢do enzimatica, as principais enzimas que a constituem
sdo a tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase, aminopeptidase, amilase pancreética, lipase
pancreética, ribonuclease e desoxirribonuclease. Estas enzimas desempenham um papel
essencial na digestdo, uma vez que na sua auséncia a digestdo de lipidos, proteinas e glucidos
n&o ocorre de forma apropriada (Seeley et al, 2005; Gropper et al, 2005).

A tripsina € sintetizada pelas células pancreéticas sob a forma de um percursor inactivo
denominado tripsinogénio, que posteriormente é activado pela enzima enteroquinase, sintetizada
no intestino delgado, ou pela prépria tripsina (autocatalise). Quanto a quimotripsina esta é
sintetizada sob a forma de quimotripsinogénio, sendo activado pela tripsina. Apds a sua
activacdo, estas enzimas actuam sobre proteinas ndo digeridas ou parcialmente digeridas,
transformando-as em peptideos de reduzidas dimensdes. A principal funcdo das enzimas
carboxipeptidase e aminopeptidase é a convercdo de peptideos em aminoacidos (Gropper et al,
2005).

Em relacdo & amilase pancreética, a sua principal funcédo é a hidrélise de polissacéridos
a dissacaridos, enquanto que a lipase pancreética visa a hidrélise de lipidos neutros, acidos
gordos e glicerol. No que concerne as nucleases, ou seja a ribonuclease e a desoxirribonuclease,
hidrolisam a fraccGes de menores dimensdes (hucleotidos), os &cidos ribonucleico (RNA) e
desoxirribonucleico (DNA), respectivamente (Seeley et al, 2005; Gropper et al, 2005).

A secre¢do do suco pancreético também é regulada pelo sistema nervoso e enddcrino. A
visdo, o olfato, o paladar e também a presenca do bolo alimentar no estdbmago, desencadeiam
impulsos parassimpaticos que vao actuar sobre o pancreas, estimulando-o a produzir suco
pancreético, de forma moderada. A entrada do alimento no intestino estimula a produgdo de
secretina e pancreosina, por parte da mucosa duodenal, que por sua vez estimulam o pancreas a
secretar mais suco pancreatico (Gropper et al, 2005).

O suco entérico é sintetizado pela mucosa do intestino delgado. Este suco é composto

por muco (proteccdo da parede intestinal contra a autodigestdo), electrélitos, agua e enzimas
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(enteroquinase, erepsina, lipase, amilase, maltase, lactase e sucrase), apresentando um pH entre
6,5 e 7,5. O suco entérico € essencial a proteccdo da parede intestinal contra a acidez do quimo e
a accdo de enzimas digestivas pancreaticas. A sua producdo é regulada por estimulos directos e
reflexos (Seeley et al, 2005; Gropper et al, 2005).

A bilis é um fluido produzido pelo figado e armazenado na vesicula biliar, que nédo
apresenta enzimas. A presenca de lipidos no intestino delgado estimula a producéo da hormona
colecistoquinina, por parte do intestino delgado. Esta vai actuar na parede da vesicula biliar,
provocando a sua contraccao e consequente eliminacdo de bilis para o intestino. A bilis é entdo
secretada através dos ductos biliares até ao intestino, por ac¢do de hormonas gastrointestinais
(\Valderrama et al, 2011).

A bilis é composta por sais biliares, que ttm como funcGes a emulsificacdo de
gorduras, de modo a facilitar a posterior accéo das lipases, e a solubilizacdo dos produtos finais
da digestdo lipidica, auxiliando assim a sua absorc¢ao pela mucosa intestinal. Os sais biliares sdo
moléculas anfipéaticas, ou seja possuem uma porcdo hidrofilica (solivel em &gua) e outra
hidrofébica (insolivel em 4gua). Estes sdo detergentes de origem esterdide, que séo
biosintetizados pelo figado, a partir de moléculas de colesterol. Os sais biliares tém a capacidade
de solubilizar lipidos polares durante a digestdo intestinal, processo que é essencial para a
absorcdo pelo epitélio intestinal dos lipidos ingeridos. Os sais biliares desempenham ainda
diversas fungdes, tais como, defesa contra microrganismos e desnaturacdo proteica antes da
protedlise. Cerca de 95% dos sais biliares sdo reabsorvidos pelo ileo e regressam ao figado,
onde estimulam uma maior producdo de bilis. Este processo é denominado de circulagdo
enterohepatica (Seeley et al, 2005; Gropper et al, 2005; Valderrama et al, 2011).

A medida que vdo avancando no intestino, quer os nutrientes, quer os ndo nutrientes,
presentes nos alimentos vao sendo absorvidos. Essa absor¢do pode resultar de um processo de
difusdo passiva, transporte activo ou passivo utilizando transportadores ou pinocitose
(Kohlmeier, 2003). Os compostos que ndo foram absorvidos ao longo do intestino delgado
acabam por chegar ao c6lon onde podem sofrer a accdo da flora intestinal e onde ainda podem
ser absorvidos (Williamson & Manach, 2005).

Durante muitos anos pensou-se que as enzimas necessarias a digestdo eram sintetizadas
sempre que necessarias, ou seja, apos cada refeicdo, sendo que apds a sua accao, estas enzimas,
eram degradadas em aminoécidos, que eram posteriormente reabsorvidos pelo organismo. No
entanto, tém surgido diversos estudos que demonstraram que as enzimas secretadas pelo
pancreas, apds a sua ac¢do, sdo absorvidas e recicladas atravées da circulagdo enteropancreética.
Desta forma, e uma vez que a sintese destas enzimas implica um elevado gasto energético,
sendo, desta forma, desfavoravel para o organismo, estas enzimas entram na corrente sanguinea
apos a sua acgdo no intestino e circulam até ao pancreas, onde sdo recicladas. Esta reciclagem sé

é possivel porque as membranas do intestino e do pancreas sdo permeaveis a estas enzimas e por
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existir no sangue uma grande variedade de inibidores das enzimas digestivas, mais propriamente
inibidores de proteases, que impedem assim que estas reajam com 0s proprios tecidos do
organismo (Rothman et al, 2002). A existéncia de uma circulacdo enteropancreética da tripsina
permite uma reserva considerdvel de energia, que pode ser aplicada no metabolismo ou numa

nova sintese enzimatica (Heinrich et al, 1979).

1.3.2. Simulacéo in vitro da Digestao Gastrointestinal

Actualmente, os modelos de digestdo in vitro sdo amplamente utilizados com o
objectivo de estudar, através da simulacdo das condi¢Bes gastrointestinais, as alteracdes
estruturais, a digestibilidade e a libertacdo de compostos presentes nos alimentos. Estes modelos
compreendem, na sua generalidade, uma digestdo com pepsina gastrica a pH acido, seguida de
uma digestdo com pancreatina e sais biliares em condigOes ligeiramente alcalinas. Contudo,
existem diversos factores que influenciam os resultados dos métodos de digestdo in vitro, tais
como, por exemplo, as caracteristicas das amostras, actividade das enzimas, a composi¢ao
iGnica, os tempos de digestdo e stress mecanico aplicado. Todos estes factores fazem com que
n&o se consigam resultados completamente iguais aos obtidos in vivo (Hur et al, 2011).

Um dos factores mais importantes na simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro
reside nas condi¢des de incubacdo enzimética, mais propriamente, condi¢fes como por
exemplo, a concentragdo das enzimas, as condi¢des de pH aplicadas, a temperatura ou o tempo
de incubacéo (Hur et al, 2011).

Diversos estudos tém sido efectuados para tentar estudar a estabilidade dos compostos
bioactivos de vérias infusdes de plantas, as condi¢bes de digestdo gastrointestinal, tendo os
resultados obtidos, por este tipo de metodologia, sido um pouco controversos, na medida em
que, dependendo das plantas, existem autores que sugerem a existéncia de alteracbes
significativas ap0s a digestdo in vitro, enquanto outros ndo o verificam (Record & Lane, 2001;
Porfirio et al, 2010; Siracusa et al., 2011; Gido et al., 2012).

Assim, em ensaios utilizando infusdes de alcaparra (Capparis spinosa L.) e erva-doce
do mar (Crithmum maritimum L.) verificou-se que o teor em compostos fendlicos totais, assim
como a actividade antioxidante dos extractos diminuiam significativamente nas infusdes sujeitas
a digestdo, sugerindo, que os compostos fendlicos dominantes presentes nas amostras nao
digeridas ndo fossem estaveis nas condicOes gastrointestinais aplicadas. Os autores sugeriram
que as alteragdes verificadas ao nivel dos polifendis estivessem, essencialmente, relacionadas
com o pH do meio, na medida em que estes compostos parecem ser extremamente sensiveis as

condicOes ligeiramente alcalinas do intestino delgado, podendo estas conduzir a alteracBes
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estruturais que comprometam a sua actividade antioxidante (Siracusa et al, 2011). Os autores
referem, igualmente, a possibilidade de durante a incubagdo pancreatica poderem ocorrer
reaccBes de isomerizacdo do acido clorogénico, que levassem a diminuicdo da actividade
antioxidante total dos extractos (Siracusa et al., 2011).

Estudos realizados com infusdes de cha verde e preto mostraram resultados variaveis
apos a digestdo in vitro. Assim, enquanto que alguns compostos, tais como, o acido galico, ndo
sofreram qualquer alteragdo apds as condigdes aplicadas, outros, tais como a epigalocatequina
diminuiram ligeiramente. No entanto, a actividade antioxidante dos chas em estudo diminuiu
cerca de 28% e a concentracdo global de polifendis diminuiu cerca de 32% (Record & Lane,
2001).

O estudo de Porfirio e colaboradores (2010) verificou que a actividade antioxidante de
infusbes de boldo-de-jardim (Plectranthus barbatus) ndo diminui ap6s a simulacdo da digestdo
gastrica, mas que se reduzia em cerca de 50% ap0s a digestdo pancreatica. A anélise
cromatogréfica dos extractos revelou que, dependendo dos compostos analisados, as perdas
podiam ir do negligenciavel até uma degradacdo quase total (Porfirio et al, 2010). Também
Gido e colaboradores (2012) verificaram que dependendo da sua estrutura 0S compostos
antioxidantes podem ou ndo ser afectados pela simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal.
Estes autores sugerem que as catequinas resistem ao processo digestivo e que sao,
eventualmente, absorvidas ao nivel sistémico, enquanto que o0s acidos rosmarinico e o
clorogénico sofrem perdas acentuadas ao longo da digestéo (Gido et al, 2012).

Neste contexto, o principal objectivo deste trabalho foi o de avaliar se as propriedades
antioxidantes das infusdes de tilia e cidreira, infusdes de consumo corrente em Portugal se

mantinham ap6s a simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizagdo das infusdes das plantas medicinais

Na realizagdo deste trabalho foram avaliadas duas infusdes de plantas ou partes de
plantas medicinais: cidreira e tilia. As amostras utilizadas foram adquiridas comercialmente em

ervanarias.

2.1.1. Infusado de Cidreira

A infuséo de Cidreira (Figura 2.1) foi preparada a partir da planta de cidreira (Melissa

officinalis). Caracteriza-se por uma cor amarelada e um aroma azedo e doce.

Figura 2.1 - Aspecto da Cidreira e respectiva infuséo.

2.1.2. Infusao de Tilia

A infusdo de tilia (Figura 2.2) foi preparada a partir da flor e folhas da planta de tilia

(Tilia argentea). Esta infusdo caracteriza-se por uma cor amarelo claro e um aroma suave.

Figura 2.2 - Aspecto da tilia e respectiva infusdo.
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2.2. Reagentes e enzimas

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: acetato de
amonio (Riedel-de Haén, 98%), acido acético (Panreac, 99%), acido ascorbico (Panreac, 99%),
acido cloridrico (Panreac, 37%), é&cido galico monohidratado (Merck, 99,5%), é&cido
tiobarbitarico (TBA) (Acros, 98%), acido tricloroacético (Riedel-de Haén, 99,5%), alcool etilico
(Riedel-de Haén, 99%), azul de nitrotetrazélio (NBT?*) (Sigma), bicarbonato de sédio (Panreac,
99%), bilis bovina desidratada (Sigma B3883), carbonato de sddio (\VVReis), cloreto de cobre (I1)
bihidratado (Riedel-de Haén, 99%), cloreto de sédio (Panreac, 99,5%), cloreto de aluminio
(Fluka, 99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), desoxirribose (Sigma, 99%),
dihidrogenofosfato de potéssio (Merck, 99,5%), dinucledtido de nicotinamida e adenina na
forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%), ferrozina (sigma), hidrogenofosfato de dipotassio (BDH
Chemicals Lda, 97,5%), hidréxido de sédio (Merck, 99%), metossulfato de fenazina (PMS)
(Sigma, 90%), neocuproina (Sigma), pancreatina de pancreas de porco (Sigma P3292), pepsina
de mucosa géstrica porcina (Sigma, P7125, Lote 030M15711V), peroxido de hidrogénio (H,O,)
(Panreac, 30%), quercetina (Sigma), reagente de Folin-Ciocalteau (Panreac), sal dissodico de
acido etilenodiaminatetracético (EDTA) (Panreac, 99%), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-
de Haén, 99). Na preparagéo de todas as soluces e dilui¢des utilizou-se sempre agua ultra-pura,

captada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franca).

2.3. Preparacao das amostras

Na preparacédo das infusdes das amostras adicionaram-se 100 mL de &gua friaa 5 g de
cada planta. Cobriu-se a mistura com um vidro de reldgio e colocou-se a aquecer sob agitacao
magnética. Quando a agua entrou em ebulicdo deixou-se ferver durante trés minutos e, de
seguida, retirou-se do aquecimento e deixou-se ficar a mistura mais 15 minutos sob agitacéo
magnética. Findo este tempo as infusdes foram passadas por um passador, prensadas e filtradas
a vacuo através de um filtro de papel (Whatman n.° 1). Cada infusdo foi preparada em
triplicado, tendo, no final os trés filtrados de cada infusdo sido misturados, homogeneizados e
divididos em volumes iguais por trés frascos. Um dos frascos armazenou-se a 4°C (amostra nao
digerida) e os restantes dois frascos foram sujeitos a simulagdo in vitro da digestdo

gastrointestinal.

2.4. Simulacgao in vitro da Digestao Gastrointestinal

O procedimento de digestdo realizado foi adaptado a partir de um método descrito por

Gido e colaboradores (2012), com algumas modificagfes. Assim as infusdes foram acidificadas
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com 4cido cloridrico 1 N até ficarem com a pH 2,0, tendo, em seguida, sido adicionado 0,05 mL
de solucédo de pepsina (25 mg/mL em HCI 0,1 N) por cada mL de infusdo. As amostras foram
embrulhadas em papel de aluminio e incubadas em banho a 37 °C, durante duas horas, com uma
agitacdo de 100 rpm. Findo o tempo de incubacgdo, os digeridos gastricos foram submetidos a
uma digestdo intestinal. Para tal, adicionou-se as amostras 0 volume de NaHCO; 1 M até se
atingir o valor de pH 6,0. Em seguida adicionaram-se 0,25 mL de uma solugdo mista de
pancreatina e bilis bovina (2 g/L de pancreatina e 12 g/L de bilis bovina em NaHCO; 0,1 M) por
cada mL de amostra. As amostras, ainda embrulhadas em papel de aluminio, foram incubadas
em banho a 37 °C durante uma hora, com uma agitacdo de 45 rpm. Apés determinacdo do
volume final das amostras digeridas e de qual o frasco com maior volume, acrescentou-se agua
ultra-pura a todos os outros frascos (amostras ndo digeridas e digeridas), para que ficassem
todos com o mesmo volume final. Todas as amostras (digeridas e ndo digeridas) sofreram um
processo de inactivagdo enzimaética por submersdo em &gua a 100 °C durante 4 minutos, seguida
de choque térmico por armazenamento em gelo durante 10 minutos. Findo este tempo, as
amostras foram novamente filtradas a vacuo, através de um filtro de papel (Whatman n.° 1) e
depois por membrana estéril (Millipore Millex GP) com poro de 0,22 um, sendo aliquotadas em
microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1,5 mL de amostra por cada microtubo) e
armazenadas em caixas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras realizou-se um ensaio
controlo, em que se substituiu a amostra por igual volume de agua ultra-pura, tendo o restante

procedimento sido exactamente igual ao anteriormente descrito para as infusdes.

2.5. Determinacéo de fenois totais através do metodo Folin-Ciocalteu

O ensaio Folin-Ciocalteu baseia-se na redugdo a pH alcalino do heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico do reagente de Folin-Ciocalteu, efectuada pelos compostos
fenolicos, na forma de ido fenolato, da amostra e que origina o aparecimento de um produto azul
com um méaximo de absor¢do a 765 nm, sendo a intensidade da coloracdo desenvolvida
proporcional ao teor em 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 que possam, igualmente, reagir com o reagente de Folin-Ciocalteu como, por exemplo,
adenina, adenosina, alanina, acido aminobenzoico, acido ascorbico, benzaldeido, cisteina,
creatinina, histamina, histidina, indole, frutose, sacarose, sulfito de sédio, sulfato de ferro e
outros (Prior et al., 2005).

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais utilizou-se 0 método descrito por

Kosar e colaboradores (2008) com algumas modifica¢des. Assim, em balGes volumétricos de 10
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mL, contendo cerca de 6 mL de &gua ultrapura, adicionou-se o volume adequado de cada
amostra, recorrendo a dilui¢fes (infusdes antes e apds digestdo e controlo de digestdo), e 500 uL
de reagente de Folin-Ciocalteu sem diluicdo. Deixou-se um minuto a temperatura ambiente,
adicionou-se 1,5 mL de uma solugdo de carbonato de sédio a 20% (peso/volume) e perfez-se o
volume a 10 mL com &gua ultrapura. As misturas assim preparadas foram incubadas durante 2
horas, a 25 °C e no escuro. Findo este tempo, procedeu-se entdo & medicdo da absorvancia das
amostras num espectrofotdmetro (SPEKOL 1500) a 765 nm, contra um branco preparado da
mesma forma mas substituindo a amostra por agua ultrapura. Todas as amostras foram
analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fendis sido determinada por interpolacdo de
uma recta de calibracdo, preparada da forma ja descrita mas substituindo as amostras por
solucdes de acido galico com concentragdes entre 0s 50 e 0s 500 mg/L.

Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por litro

de infusdo.

2.6. Quantificacéo dos Flavondides Totais

A quantificacdo dos flavonoides totais estd assente no facto de, em meio alcodlico,
ocorrer a formacdo de complexos estaveis entre o aluminio e os flavonoides, o que origina um
desvio para comprimentos de onda mais elevados do méximo de absorcdo destes compostos.
Assim, é possivel avaliar a quantidade de flavondides presentes na amostra em estudo, sem a
interferéncia de outros compostos fendlicos, essencialmente dos 4acidos fendlicos, que
constantemente acompanham os flavondides nos tecidos vegetais. Estes &cidos formam
complexos com o cloreto de aluminio, no entanto estes absorvem comprimentos de onda
inferiores (Lianda e Castro, 2008). O método pode ser pouco exacto, jA que o valor de
flavonéides totais determinado pode ser diferente (normalmente inferior) do valor real presente
na amostra em estudo. O valor obtido e o real sdo tanto mais proximos quanto maior a
proporgdo de flavonodis da amostra, devido ao facto do comprimento de onda utilizado, ou seja,
425nm, corresponder ao maximo de absor¢do do complexo quercetina-aluminio. Sendo assim,
o0s complexos de flavanonas e flavandis com o aluminio, que absorvem na gama entre 310 e 320
nm, ndo contribuem para a absorvancia a 425 nm (Popova et al., 2004).

O teor em flavondides foi doseado de acordo com o método descrito por Popova e
colaboradores (2004), com recurso a algumas adaptagdes. Assim, misturou-se em balbes de
10mL, 1000 pL de amostra (infusBes antes e ap6s digestao e controlo de digestdo), com 400 pL
de uma solucdo 20 g/L de cloreto de aluminio em etanol e 500 pL de &cido acético e completou-

se 0 volume com etanol. Para todas as amostras foram preparados os respectivos brancos, sem
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adicdo de cloreto de aluminio. Ap6s um periodo de incubacdo de 40 minutos, no escuro e a
temperatura ambiente, efectuou-se a leitura da absorvancia, a 425 nm (espectrofotometro
SPEKOL 1500), de todas as amostras contra o respectivo branco. A concentragdo de
flavondides foi determinada por interpolacdo de uma recta de calibragdo elaborada como
descrito anteriormente, mas substituindo as amostras por solugdes alcodlicas de quercetina, com
concentragbes entre 1 e os 10 mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em mg de

equivalentes de quercetina por litro de infus&o.

2.7. Determinacéo da actividade antioxidante das diferentes infusdes

medicinais

2.7.1. Determinacdo da actividade antioxidante atraves do ensaio
CUPRAC

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na reducdo
do Cu(ll) para Cu(l) através da accdo de antioxidantes redutores, presentes numa amostra. Esta
reaccdo origina um complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) na forma reduzida, que
apresenta uma coloracdo intensa, com um méaximo de absor¢do a 450 nm. Como tal, a reducéo
da forma oxidada do complexo referido pelos componentes da amostra é determinada
espectofotometricamente, mediante a leitura da absorvancia a 450 nm (Apak et al., 2004).

A avaliacdo da actividade antioxidante das infusdes em estudo foi efectuada através do
ensaio CUPRAC (reducdo do Cu(ll)-neocuproina), de acordo com o método descrito por Apak
e colaboradores (2004) ,com algumas adaptacdes. Para tal, adicionaram-se em tubos de ensaio,
1mL de cada uma das seguintes solucGes: cloreto de cobre (I1) bihidratado (10mM), acetato de
amonio (1M) e neocuproina (7,5 mM em etanol 96%). Ao mesmo tubo adicionaram-se de
seguida os volumes adequados (entre 7,5 e 15 pL) de cada uma das amostras antes e ap0s
digestdo, bem como do controlo de digestdo, perfazendo com agua ultra-pura para se obter um
volume final de 4,1 mL. Apos incubacdo de uma hora a temperatura ambiente e no escuro,
efectuou-se a leitura da absorvancia das amostras a 450nm (espectrofotdmetro SPEKOL 1500),
utilizando como branco a mesma mistura mas substituindo a amostra por igual volume de agua.

As amostras foram analisadas em triplicado tendo a actividade antioxidante sido
determinada por interpolacdo de uma recta de calibracdo, preparada da forma ja descrita,
substituindo apenas as amostras por 1,1 mL das solucBes padrdo de &cido ascorbico (15,625;
31,25; 62,5; 125; e 250 uM). Os resultados foram expressos em pmol equivalente de acido

ascérbico por litro de infusdo.
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2.7.2. Determinacao da capacidade de quelagao de Fe(ll)

A capacidade de quelagdo do ferro pode ser considerada um mecanismo de actividade
antioxidante, na medida em que este metal pode estar envolvido em reaccbes de Fenton, que
levam a formacdo de espécies reactivas de oxigénio (Huang et al., 2005; Magalhées et al.,
2008). Esta aptiddo para efectuar a quelagdo do ferro pode ser verificada com base na
possibilidade da ferrozina formar complexos, de coloracdo vermelha, com o ferro
([Fe(Ferrozina)s]*), complexos esses que apresentam um maximo de absorcdo de 562 nm. Na
presenca de agentes quelantes a formacgdo destes complexos € dificultada o que resulta numa
diminuicdo da intensidade da cor. Desta forma, a medi¢do da diminuicdo da intensidade da
absorcdo a 562 nm permite efectuar uma estimativa da capacidade de quelacdo do ferro da
amostra (Geckil et al., 2005).

A capacidade de quelacdo de ferro foi determinada de acordo com a técnica descrita por
Lima e colaboradores (2010). Assim, adicionou-se num microtubo 75 pL de cada uma das
amostras a analisar (infusGes antes e ap0s digestdo e controlo da digestdo) ¢ 40 uL de solugdo de
FeSO,.7H,0 (0,2 mM), seguindo-se uma incubagdo de cinco minutos a temperatura ambiente.
Findo este tempo adicionaram-se 80 pL de solucdo de ferrozina (5 mM), perfazendo-se o
volume a 800 uL. com agua ultra-pura. O controlo negativo e os controlos de interferéncia para
cada amostra analisada foram preparados da mesma forma, no entanto no primeiro substituiu-se
0 volume de amostra por igual volume de &gua ultra-pura, enquanto que no segundo substituiu-
se 0 volume de reagentes (FeSO,.7H,0 e ferrozina) por igual volume de agua ultra-pura. Ap6s
agitacdo vigorosa, procedeu-se a uma nova incubagdo durante dez minutos a temperatura
ambiente em ambiente escuro e, findo esse tempo, procedeu-se a leitura das respectivas
absorvancias em espectrofotémetro (SPEKOL 1500) a 562 nm, contra dgua ultra-pura. Todas as
amostras foram analisadas em triplicado e a capacidade antioxidante por quelacdo do Fe(ll) das
mesmas foi determinada por interpolacdo de uma curva de dose-resposta construida com
solucdes-padrdo de EDTA em &gua (concentragdes finais de 0 a 2 mM), preparadas e analisadas
de acordo com o mesmo protocolo aplicado as amostras, apenas substituindo o volume de
amostra por 75 pL. de EDTA da concentragdo correspondente, apds calculada a percentagem de

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

|ﬂibi§5.0 (%) = [(Abscontrolo negativo) - (Absamostra - Abscontrolo interferéncia)/ (Abscontrolo negativo)] x 100
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2.7.3 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido

superoxido detectada pela diminuicdo da formacéo de formazano

O radical do anido superoxido reage com o NBT%, reduzindo-o a formazano (Figura
2.3). Este composto apresenta uma coloragdo azul, com um maximo de absor¢do a 560 nm.
Assim, qualquer molécula com a capacidade de sequestrar o radical superoxido origina uma
diminuicéo da velocidade de reducdo do NBT?*, que se traduz por uma diminuicdo da taxa de
aumento da absorvancia a 560 nm (Halliwell et al., 1995).

Neste ensaio, o radical anido superoxido foi gerado pelo sistema PMS e pelo NADH: o
PMS, apds ter sido reduzido pelo NADH, reage com o oxigénio, produzindo o radical do anido
superéxido (Nakamura et al., 1992). Uma vez que este radical se pode formar in vivo no decurso
dos processos metabdlicos, uma das vantagens deste ensaio € a de utilizar um oxidante com

relevancia fisioldgica (Magalhaes et al., 2008).
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Figura 2.3 - Estrutura do (A) NBT** e do (B) formazano

A capacidade das amostras para sequestrar o radical do anido superdxido foi
determinada de acordo com o método descrito por Valentdo e colaboradores (2001), recorrendo
a pequenas adaptacGes. Sendo assim, adicionaram-se em cuvetes do espectrofotometro
diferentes volumes das amostras (infusdes antes e ap6s digestdo e controlo da digestdo), ou das
suas diluicBes, de modo a testar diferentes concentracfes, completando-se posteriormente com
agua ultra pura, até 200 pL. Seguidamente, adicionaram-se 300 puL de NADH, 1,66 mM, em
tampao fosfato (19 mM, pH 7,4), 300 pL de NBT?*, 430 uM, em tampéo fosfato (19 mM, pH
7,4) e tampéo fosfato (19 mM, pH 7,4) a fim de se completar o volume a 2 950 pL. A reaccdo
iniciou-se com a adicdo de 50 pL de PMS, 162 pM, em tampdo fosfato (19 mM, pH 7,4)
acompanhando-se a variagdo da absorvancia a 560 nm, durante dois minutos a temperatura
ambiente. Realizou-se, igualmente, um ensaio controlo substituindo a amostra por igual volume
de solvente da amostra (dgua ultra pura). As determinacgdes foram realizadas em triplicado, num

espectrofotometro (SPEKOL 1500). A percentagem de inibicdo da reducdo do NBT?* de cada
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uma das concentracOes das amostras foi calculada em relagdo ao controlo recorrendo a seguinte

expressdo:
Womibigéo = [(Variagéo absorvancia do controlo — Variat}éo absorvéncia da amostra)/(variagao absorvancia do controlo)] x 100

Posteriormente foram elaboradas as curvas de percentagem de inibicdo versus
concentracdo, de modo a determinar a concentracdo de cha que provocou 50% de inibicdo da

reducéo do NBT#, ou seja, 0 valor de ICsp.

2.7.4 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical hidroxilo

através do ensaio de degradacéo da desoxirribose

A degradacdo da desoxirribose pelo radical hidroxilo origina diversos produtos, entre 0s
quais o malonildialdeido (MDA), que em meio acido e a temperatura elevada, reage com o
TBA, originando compostos com uma coloragio cor-de-rosa, que podem ser, posteriormente,
quantificados espectrofotometricamente, por determinacdo da absorvancia de 532 nm (Halliwell
et al., 1995). Se se adicionar a mistura reaccional um composto capaz de sequestrar ou prevenir
a formacéo (por desactivacdo do H,0O,) do radical hidroxilo, verifica-se uma menor degradacéao
da desoxirribose e, consequentemente, uma diminuicdo da absorvancia a 532 nm. O radical
hidroxilo é uma das ROS formada in vivo, o que faz com que a aplicagdo deste método
laboratorial apresente a vantagem de se utilizar um oxidante com relevancia fisioldgica.

Os radicais hidroxilo utilizados neste método foram gerados através da reaccdo entre o
H,0, e o0 Fe?" (reaccdo de Fenton), adicionado sob a forma de Fe** na presenca de EDTA, e do

acido ascérbico, necessario a reducao do ferro e iniciacdo da reac¢do:
Fe**-EDTA + ascorbato —— Fe’*-EDTA + ascorbato oxidado
Fe?*-EDTA + H,0, —— Fe**-EDTA + OH++ OH (reaccéo de Fenton)
A formacdo do complexo Fe-EDTA evita a formacdo de complexos entre o ferro e as
substancias presentes nas misturas de ensaio, a desoxirribose ou o acido ascorbico, ndo
impedindo a participacdo do ferro na reac¢do de Fenton (Chobot, 2010). Quando o ensaio €

realizado na auséncia de EDTA a desoxirribose pode quelar o Fe(lll) o que origina uma maior

degradacdo desta molécula, devido a sintese site specific dos radicais hidroxilo (Chobot, 2010).
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A capacidade das amostras para sequestrar o radical hidroxilo foi determinada com base
no método descrito por Gaspar e seus colaboradores (1996), no entanto com recurso a algumas
adaptacdes. As determinacdes foram efectuadas em triplicado, num espectrofotdmetro
(SPEKOL 1500), a 532 nm. Num tubo de ensaio adicionou-se pela seguinte ordem: 690 pL de
tampdo de fosfatos de potéssio (15 mM e pH 7,4), 100 pL de amostra, 100 pL de desoxirribose
(28 mM), 50 pL de H,0, (28,4 mM), 50 pL de solucdo de FeCls/EDTA (FeCl; 400 pM
dissolvido em 2mM de Na,EDTA.2H,0) e por fim, 10 uL de acido ascorbico 5 mM,
perfazendo, assim, um volume final de 1 mL. Esta mistura reaccional foi incubada a 37°C
durante uma hora. Apos esse periodo, adicionou-se 1 mL de solucdo de TBA (1% p/v em NaOH
50 mM) e 1 mL de acido tricloroacético (2,8% p/v). A solucdo resultante foi aquecida durante
15 minutos, em banho de &gua, a 100°C. Terminado o tempo de incubacao, a amostra foi sujeita
a um arrefecimento, com posterior leitura da absorvancia a 532 nm. Realizou-se, igualmente,
um branco, contendo todos os componentes da mistura reaccional substituindo a desoxirribose
por igual volume de agua, a fim de averiguar a existéncia de produtos TBA reactivos,
provenientes de contaminantes presentes no material ou reagentes. Efectuou-se, igualmente, um
controlo positivo, contendo todos os componentes da mistura reaccional, substituindo a amostra
por igual volume de &gua.

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

expressao:

%Inibigdo = [(Absorvancia controlo positive — ADSONVaNCia amestra)/ (ADSOrVancia controto positivo)] X 100

2.8. Analise Estatistica dos Resultados

O tratamento estatistico dos dados foi efectuado utilizando o software “Microsoft Office
Exel 2007 (Microsoft Corporation, Washington). Nesse sentido foram realizados o teste t €

regressdes lineares.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Determinacao dos fendis totais pelo Método Folin-Ciocalteau

O teor de fendis totais foi determinado com recurso ao método Folin-Ciocalteu e 0s
resultados obtidos expressos em mg de equivalentes de &cido galico por litro de infusdo. A
Figura 3.1 apresenta a curva de calibragdo com 4&cido galico, enquanto que o0s resultados

referentes & composicdo em compostos fendlicos totais das amostras em estudo se encontram

presentes na tabela 3.1.
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Figura 3.1 — Recta de calibracéo de acido galico utilizada na determinacéo dos polifendis totais.

Tabela 3.1 — Teor em compostos fendlicos totais das amostras em estudo.

Amostras Compostos fendlicos totais (mg eq. acido galico/L)
Cidreira ndo digerida 2222,3* +123
Cidreira digerida 2139,1* + 76
Tilia ndo digerida 886,8" + 17
Tilia digerida 685,8°+ 12
Branco da digestdo 10,87+ 1

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

Comparando as infusdes das duas plantas é possivel verificar que a infusdo de cidreira
apresenta, tanto antes como apdés a digestao in vitro, um teor em fenais totais significativamente
superior ao da infusdo de tilia. A comparacdo do teor de fendis totais das infusbes de tilia e
cidreira, antes da simulacdo da digestdo gastrointestinal, com outros valores publicados na
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literatura torna-se dificil devido aos procedimentos de preparacdo das amostras ser bastante
variavel no que concerne aos solventes utilizados (dgua, metanol, etanol, misturas de etanol e
agua, etc.), e ao tempo e temperatura de extraccdo. No entanto, num estudo realizado por Pereira
e colaboradores (2009), em que se comparou o teor em polifendis totais das infusGes de cidreira,
camomila e erva principe, a infusdo de cidreira também se destacou ao apresentar um teor em
compostos fendlicos totais duas a trés vezes superiores ao das restantes infusfes. Esta tendéncia
esta de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos mostram que a simulacéo da digestdo gastrointestinal exerce um
efeito diferente sobre infusdes das duas plantas em estudo. Assim, a infusdo de cidreira
apresentou valores semelhantes (teste t com p>0,05) de compostos fendlicos antes e apds o
processo de digestdo in vitro, sendo estes bastante elevados, o que permite afirmar que,
possivelmente, os compostos fenolicos que constituem esta infusdo sdo resistentes as condigdes
de digestdo gastrointestinal. Pelo contrario, o teor de compostos fenolicos da infusdo de tilia
antes e apds digestdo in vitro foram significativamente diferentes (p<0,05), verificando-se uma
redugdo de cerca de 23% ap0s o processo digestivo, o que indica que, possivelmente, estes
compostos sdo afectados por este processo. O resultado obtido com branco da digestdo mostra a
existéncia, nas solugdes enzimaticas utilizadas, de compostos capazes de reduzir o reagente de
Folin, no entanto o resultado é baixo quando comparado com o das infusdes e, deste modo, pode
considerar-se esta interferéncia negligenciavel.

Os resultados sugerem que os principais compostos fendlicos presentes nas infusdes de
tilia e cidreira sejam diferentes e, por isso, tenham diferentes sensibilidades & simulagdo da
digestdo gastrointestinal. A existéncia de compostos fendlicos com diferentes sensibilidades a
este processo ja foi descrita em relacdo a outros tipos de infusdes de plantas, o que vai de
encontro as evidéncias de um outro estudo, que refere que enguanto alguns compostos fendlicos
sdo sensiveis a digestdo in vitro outros ndo sdo afectados por este processo (Record & Lane,
2001; Porfirio et al, 2010; Gido et al., 2012).

3.2. Determinacao de flavonoides totais

Para a avaliacdo do teor de flavondides presentes nas amostras em estudo utilizou-se o
método de complexacdo com o aluminio, sendo os resultados expressos em mg de equivalentes
de quercetina por Litro de infusdo. A Figura 3.2 apresenta a curva de calibracdo de quercetina,
enquanto que os resultados referentes a composicdo em flavondides totais das amostras em
estudo se encontram presentes na tabela 3.2.
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Figura 3.2 — Recta de calibracdo de quercetina utilizada na determinac&o dos flavonoides totais.

Tabela 3.2 — Teor de flavonoides totais das amostras em estudo.

Amostra Flavonoides totais (mg eq. quercetina/L)
Cidreira ndo digerida 8,0°+1
Cidreira digerida 9,0°+1
Tilia ndo digerida 20,3+ 0,4
Tilia digerida 170°+1
Branco da digestéo ndo detectado

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

Os resultados mostram, que ao contrario do verificado com o teor em fenois totais, o
teor de flavonodides totais é superior nas infusdes de tilia do que nas de cidreira. Estes resultados
confirmam a sugestdo feita anteriormente, sobre a diferente natureza dos compostos fenélicos
presentes nas infusGes destas duas plantas, parecendo que na infusdo de tilia os flavondides
tenham uma contribuicdo mais significativa para o total de compostos fenolicos do que na
infusdo de cidreira. Estes resultados estdo de acordo com os resultados publicados por Carnat e
colaboradores (1998), que mostram que o0s acidos hidroxicindmicos tém um peso

significativamente superior ao dos flavonoides na fracgdo fenolica presente nas folhas secas de

cidreira.
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Os teores de flavonoides na infusdo de Cidreira ndo digerida e digerida sdo semelhantes
(p>0,05), no entanto, 0 mesmo nao se verifica nas infusdo de tilia ndo digerida e digerida. Desta
forma, mesmo os flavonoides presentes em ambas as infusdes parecem ser diferentes sendo os
flavondides existentes na infusdo de tilia mais sensiveis as condi¢fes da digestdo in vitro. A
comparacdo entre o decréscimo verificado no teor em fendis totais sofrido pela infusdo de tilia
apos digestdo, cerca de 23%, e o decréscimo verificado no teor em flavonéides, cerca de 16%,
sugere a existéncia nesta infusdo de outros compostos fendlicos igualmente sensiveis as
condicBes da digestdo in vitro realizada. De qualquer forma, o facto do decréscimo no teor de
flavondides sofrido pela infusdo de tilia apos digestdo ter sido de apenas 16%, sugere que a

maioria dos flavondides presentes nesta infusdo ndo seja afectada pelo processo digestivo.

3.3. Determinacdo da actividade antioxidante das diferentes infusdes

medicinais

Uma vez que ndo existe um Unico mecanismo de actividade antioxidante, esta foi
avaliada, nas amostras em estudo, recorrendo a ensaios que detectam diferentes destes
mecanismos. Assim, o potencial antioxidante foi estimado recorrendo a ensaios que avaliaram a
capacidade redutora das infusdes (ensaio CUPRAC), a capacidade de quelagdo do ferro (I1), e a

a capacidade de sequestro de ROS (radical hidroxilo e radical anido superéxido).

3.3.1. Actividade antioxidante determinada pelo ensaio CUPRAC

Os valores CUPRAC das amostras testadas foram determinados por interpolacdo de
uma recta de calibracdo realizada com &cido ascorbico (Figura 3.3) e expressos em mmol de

acido ascérbico por Litro de infusdo, encontrando-se os resultados obtidos na Tabela 3.3.
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Figura 3.3 — Recta de calibracéo do acido ascorbico utilizada no ensaio CUPRAC.

Tabela 3.3 — Resultados obtidos no ensaio CUPRAC das amostras em estudo.

Cidreira ndo digerida 34,0°+0,6
Cidreira digerida 31,5°+£0,5
Tilia ndo digerida 10,6°+ 0,4

Tilia digerida 8,19+0,1
Branco da digestdo ndo detectado

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

A analise dos presentes resultados permite verificar que as amostras de cidreira (ndo
digerida e digerida) apresentaram uma capacidade redutora superior as de tilia (ndo digerida e
digerida), indicando que, segundo o ensaio CUPRAC, a infusdo de cidreira apresenta uma
actividade antioxidante superior a infusdo de tilia, quer antes, quer ap6s a simulacdo da digestao
gastrointestinal. Os valores de CUPRAC mais elevados, que se verificaram na infusdo de
cidreira, sugerem ou que ndo sejam os flavondides os compostos fendélicos que mais contribuem
para esta actividade, uma vez que a infusdo de tilia apresentou um teor de flavondides mais
elevado, ou que os flavonoides presentes nas duas infusdes sejam diferentes, sendo 0s presentes
na infusdo de cidreira bastante mais activos.

Verificou-se a existéncia de diferencas significativas (p>0,05) entre as amostras de

cidreira ndo digerida e digerida, bem como entre as amostras de tilia ndo digerida e digerida,
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sendo que as amostras nao digeridas apresentaram uma actividade redutora superior as digeridas
e, consequentemente, uma actividade antioxidante superior (segundo o método CUPRAC).
Contudo, a reducdo verificada na actividade antioxidante da infusdo de cidreira ap6s digestéo
foi menos acentuada (cerca de 9%) do que a verificada na infusdo de tilia (cerca de 24%). Dado
ser conhecido o papel preponderante que os compostos fendlicos, e, em particular, o0s
flavonédides, desempenham na actividade antioxidante dos alimentos de origem, em particular
das infusGes de plantas medicinais, este resultado esta de acordo com os resultados dos teores
em fendis e flavondides totais anteriormente apresentados. Assim, a maior perda destes
compostos sofrida pela infusdo de tilia durante o processo digestivo, quando comparada com a
infusdo de cidreira, faz com que seja também esta infusdo a ter uma quebra mais acentuada na

actividade antioxidante detectada pelo ensaio CUPRAC.

3.3.2. Determinacéo da capacidade de quelacéo de Fe (11)

Para a determinacdo da capacidade de quelacdo de Fe(ll) efectuou-se uma curva de
calibragdo com o EDTA. Esta curva mostra a percentagem de inibicdo da formacdo dos
complexos [Fe(Ferrozina)s]*, exercida por diferentes concentracdes de EDTA (Figura 3.4). Os
resultados obtidos com as diferentes amostras neste ensaio, expressos em pmol equivalente de

EDTA por Litro de infusdo, encontram-se na Tabela 3.4.
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Figura 3.4 — Curva de calibracdo de EDTA utilizada no ensaio de determinacdo da quelacdo do Fe(ll).
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Tabela 3.4 — Resultados da capacidade de quelacdo de Fe (1) das amostras em estudo.

Amostra pM de EDTA
Cidreira ndo digerida 219°+1
Cidreira digerida 94,4° +3
Tilia ndo digerida 541°+2
Tilia digerida 90,8" + 2
Branco da digesto 105,67 + 2

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

O ensaio de avaliagdo da capacidade de quelacdo do Fe(ll) demonstrou, que tanto a
infusdo de cidreira como a infusdo de tilia, possuem compostos capazes de inibir a formacdo dos
complexos [Fe(Ferrozina)s]*, isto é de compostos capazes de efectuar a quelago do Fe(ll). Esta
capacidade é, no entanto, mais significativamente superior na infusdo de tilia do que na infuséo
de cidreira, 0 que pode sugerir um maior envolvimento dos flavondides nesta actividade. Neste
ensaio verificou-se a existéncia de interferéncia por parte das enzimas utilizadas durante a
digestdo in vitro. Com efeito, o branco da digestdo apresentou uma capacidade de quelacdo de
ferro superior a qualquer uma das amostras, impossibilitando assim a avaliagdo do efeito da
digestdo sobre os compostos envolvidos neste mecanismo de actividade antioxidante presentes

em ambas as infusdes.

3.3.3. Determinacéo da capacidade de sequestro do radical hidroxilo

Para a avaliacdo da capacidade de sequestro do radical hidroxilo aplicou-se o ensaio de
degradacdo da desoxirribose, sendo os resultados obtidos expressos em percentagem de inibicdo

da degradacao deste acUcar (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Percentagem de inibicdo da degradacdo da desoxirribose das amostras em estudo

Amostras % Inibicao
Cidreira ndo digerida 40,3+ 0,9
Cidreira digerida 51,2°+2,1
Tilia ndo digerida 32,3°+0,4
Tilia digerida 64,0°+ 0,6
Branco da digestao 68,47+ 1,7

Médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com o teste t (p<0,05).
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Apos andlise dos resultados apresentados é possivel constatar que tanto as infusdes de
tilia como as de cidreira, possuem compostos capazes de sequestrar o ido hidroxilo, impedindo,
desta, forma a degradacdo da desoxirribose, 0 que resulta numa diminuicdo da absorvancia a
532 nm. A infusdo de Cidreira ndo digerida apresenta um valor significativamente superior ao
da infusdo de tilia ndo digerida e, consequentemente, uma actividade antioxidante superior.
Estes resultados sugerem ou que ndo sejam os flavondides os compostos fendlicos que mais
contribuem para esta actividade, uma vez que a infusdo de tilia apresentou um teor de
flavondides mais elevado, ou que os flavondides presentes nas duas infusGes sejam diferentes,
sendo os presentes na infusdo de cidreira bastante mais activos.

Também neste ensaio se verificou a existéncia de interferéncia por parte das enzimas
utilizadas durante a digest&o in vitro, tendo o branco da digestao apresentado uma capacidade de
sequestro do radical hidroxilo superior a qualquer uma das amostras, impossibilitando assim a
avaliacdo do efeito da digestdo sobre os compostos envolvidos neste mecanismo de actividade

antioxidante presentes em ambas as infusdes.

3.3.4. Determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido

superoxido detectada pela diminuicdo da formacéo de formazano

Para a determinacdo da capacidade de sequestro do radical anido superoxido das
amostras em estudo recorreu-se ao método da inibi¢do da formacao de formazano. A capacidade
de sequestro do radical anido superéxido foi determinada com diferentes percentagens de
amostra na mistura reaccional, de modo a poderem ser construidas curvas de dose resposta para
cada amostra e calculado o respectivo valor de ICsy, OU Seja a percentagem de amostra na
mistura reaccional responsavel por 50% de inibi¢do da formacéo do formazano.

Todas as amostras apresentaram capacidade de sequestrar o radical anido superdxido,
uma vez que, em relacdo ao controlo, todas as amostras conduziram a uma diminuicdo da
velocidade de formagdo do formazano, resultante da reducdo do NBT?* pelo radical anido
superdxido. Esta actividade é particularmente importante uma vez que in vivo ocorre a formagéo
desta espécie radicalar. A percentagem de inibicdo da formacao de formazano aumentou com o
aumento da quantidade de amostra presente na mistura reaccional atingindo-se, em algumas
amostras, um patamar de saturacdo (Figura 3.5). Neste ensaio ndo se verificou interferéncia do
branco da digestdo. Os valores de ICs, das diferentes amostras para este ensaio encontram-se na
Tabela 3.6.
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Figura 3.5 - Efeito das infusbes de (A) Cidreira ndo digerida, (B) Cidreira digerida, (C) Tilia ndo

digerida e (D) Tilia digerida na reducdo do NBT2" induzida pelo radical anido superdxido.

Tabela 3.6 - Valores de 1Cs, (% de amostra) das diferentes amostras para a actividade de sequestro do

radical anido superoxido

Amostra IC50 (% de amostra)

Cidreira ndo digerida 0,13*+0,01
Cidreira digerida 0,15+ 0,02
Tilia ndo digerida 0,30° +0,02

Tilia digerida 0,34°+0,03
Branco da digestao nédo detectado

Médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com o teste t (p<0,05).
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Os valores de ICsq das infusdes em estudo variaram entre cerca de 0,1 e 0,3%, sendo
gue as amostras de cidreira apresentaram valores significativamente inferiores (p<0,05) aos
valores das infusbes de tilia, 0 que, neste caso, indica uma maior capacidade de sequestro do
radical anido superdxido, ja que significa que é necessaria uma quantidade inferior de amostra
para se atingir 0os 50% de inibi¢cdo. Mais uma vez os resultados sugerem ou gque ndo sejam os
flavondides os compostos fendlicos que mais contribuem para esta actividade, uma vez que a
infusdo de tilia apresentou um teor de flavondides mais elevado, ou que os flavonoides
presentes nas duas infusdes sejam diferentes, sendo os presentes na infusdo de cidreira bastante
mais activos. Em qualquer um dos casos 0s principais compostos envolvidos nesta actividade de
sequestro ndo parecem ser afectados pelas condices da digestdo in vitro, uma vez que tanto a
infusdo de cidreira, como a infusdo de tilia apresentaram valores de 1Cs, semelhantes (p>0,05)
segundo o teste t, antes e apds digestdo. Desta forma, os resultados apontam no sentido de, em
ambas as infusbes, ndo existir qualquer alteracdo ao nivel dos compostos responsaveis por este

sequestro apds a digestdo in vitro.
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Concluséao

Nos ultimos anos tém-se intensificado os estudos em alimentos de origem vegetal, com
vista a comprovar as propriedades benéficas para a salde que lhes estdo associadas, bem como
a identificar quais os compostos neles presentes responsaveis por essas mesmas propriedades
benéficas. Neste contexto, as infusdes de plantas medicinais tém sido alvo de investigacdo
cientifica, de modo a comprovar e relacionar a presenca de compostos bioactivos com a
promocdo da salde, mais propriamente com as suas propriedades antioxidantes,
antimutagénicas, antimicrobianas, entre outras. Contudo, a maioria destes estudos, baseia-se em
ensaios in vitro, e, deste modo, levanta-se a questdo de saber até que ponto é que as
propriedades detectadas in vitro se mantém in vivo. Com efeito, o facto de um composto
apresentar uma determinada actividade in vitro ndo é condigdo necesséria e suficiente para que
a mantenha nas condicdes fisioldgicas. Uma das condic¢Oes que tem de se verificar para que tal
aconteca € que esse composto resista ao processo de digestao gastrointestinal.

Assim, o principal objectivo deste trabalho foi o de avaliar se as propriedades
antioxidantes das infus@es de tilia e cidreira se mantinham ap6s a simulag&o in vitro da digestao
gastrointestinal. A escolha destas duas plantas prendeu-se com o facto de tanto as infusfes de
tilia como as de cidreira serem de consumo corrente em Portugal.

As infusbes foram sujeitas a uma simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal,
recorrendo-se a utilizacdo de enzimas digestivas e respeitando as condi¢cdes de pH presentes em
cada fase da digestdo. Posteriormente, efectuou-se o doseamento dos fendis e flavondides na
amostras antes e apés digestdo in vitro. Este doseamento foi efectuado devido a ser conhecida a
importancia da presenca dos compostos fenolicos e, em particular dos flavonoides, nas
propriedades antioxidantes das infusfes. Para a determinacdo das propriedades antioxidantes
das infusdes em estudo recorreu-se a diversos ensaios, de forma a abranger varios mecanismos
de accdo antioxidante. Assim, foram elaborados ensaios de avaliagdo da capacidade de
sequestro de duas das principais espécies reactivas de oxigénio que podem ser geradas in vivo,
(radical hidroxilo e radical anido superéxido), de avaliacdo da capacidade redutora (ensaio
CUPRAC) e de capacidade de quelacdo de Fe(ll).

Os resultados mostraram que ambas as infusdes apresentaram actividade antioxidante
em todos os ensaio efectuados, destacando-se a infusdo de tilia na capacidade de quelagdo de
Fe(ll) e a de cidreira em todas as restantes actividades. Uma vez que a infusdo de tilia
apresentou um teor em flavondides mais elevado do que a infusdo de cidreira, mas um teor em
fendis totais inferior, estes resultados sugerem, que no conjunto dos compostos fenélicos, sejam
os flavonoides aqueles que mais contribuem para a quelacéo de ferro, sendo, no entanto os que

menos contribuem para as restantes actividades antioxidantes determinadas. Contudo, ndo se
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pode descartar a hipotese dos flavonoides presentes em ambas as infusfes serem diferentes,
sendo os que se encontram presentes na infusdo de cidreira bastante mais activos em termos de
capacidade redutora e de sequestro de ROS.

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

Os resultados mostraram que as infusdes de cidreira e tilia continuam a apresentar
propriedades antioxidantes ap6s a digestdo in vitro. A simulacdo do processo digestivo ndo teve
qualquer efeito sobre a actividade de sequestro do radical anido superéxido, levando, contudo,
a uma diminuicéo da actividade antioxidante detectada pelo ensaio CUPRAC. Esta reducéo foi
de cerca de 9%, no caso da infusdo de cidreira, e de cerca de 24%, no caso da infusdo de tilia.
A actividade CUPRAC tem vindo a ser associada aos compostos fendlicos presentes nas
amostras. Desta forma, faz sentido que a amostra que teve uma perda de fendis e de
flavonoides mais acentuada durante a simulagdo da digestdo, ou seja, a infusdo de tilia, seja,
igualmente aquela que apresenta a maior quebra do valor de CUPRAC. No caso da infusdo de
cidreira, apesar da simulacdo da digestdo ndo ter provocado nenhuma alteragdo no teor em
fendis e em flavondides, registou-se uma quebra de cerca de 9% na actividade CUPRAC. Este
resultado pode significar a existéncia na amostra de outros compostos, que ndo os fenois, que
ndo resistam ao processo de digestdo e que também apresentem capacidade redutora.

Os resultados obtidos permitem, assim, concluir que, apesar das diferengas observadas
antes e ap6s a simulacdo da digestdo gastrointestinal, de uma maneira geral, a maioria dos
compostos responsaveis pelo potencial antioxidante das infus6es de tilia e de cidreira ndo perde
a sua actividade durante o processo digestivo.

A fim de efectuar uma associacdo mais precisa entre as propriedades antioxidantes das
infusbes estudadas e 0s compostos nelas presentes, responsaveis por estas mesmas propriedades,
bem como sobre o impacte da simulacdo da digestao gastrointestinal sobre as infusdes de tilia e
de cidreira seria de todo o interesse analisar o perfil em compostos fenoélicos presentes, bem
como identificar e quantificar outros compostos isolados, tais como as vitaminas. Desta forma,
seria possivel estudar estes compostos isoladamente e realizar uma melhor identificacdo dos
principais compostos bioactivos presentes nas infusdes e da forma como cada um deles é
afectado pela digestéo gastrointestinal.

Os resultados obtidos sdo relevantes para o conhecimento cientifico, no entanto sdo
apenas uma pequena parte daquilo que € necessario estudar para se poder efectuar uma
extrapolacdo dos resultados in vitro para a situagdo in vivo. Assim, 0 passo seguinte deveria
passar pelo estudo da absor¢do dos compostos bioactivos destas infusfes por parte das células

intestinais (atraves de cultura de células do intestino), bem como pelo estudo da metabolizacdo
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destes compostos quer pela flora intestinal, quer pelas enzimas de biotransformacdo humanas.
Contudo, mesmo n&o sendo absorvidos, a existéncia de compostos antioxidantes, que mantém
esta sua actividade bioldgica ap0s a digestdo gastrointestinal, pode ser benéfica na desactivacdo
de espécies oxidativas que se encontrem ou se formem ao longo do tubo digestivo, impedindo,
desta forma, que elas possam vir a exercer o0s seus efeitos deletérios.
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