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Resumo

RESUMO

O uso das mais variadas plantas na preparagao de infusdes com objetivos medicinais é um
acontecimento milenar, que recentemente tém voltado a aumentar de importancia,
devido as caracteristicas dos extratos, que Ihes conferem beneficios para a saude.
Derivado de resultados obtidos em estudos anteriormente desenvolvidos no laboratério,
relativos a absorcdo de colesterol, verificou-se a possibilidade de na presenca das
infusdes estudadas, ocorrer uma inibicdo na absor¢do de aminoacidos por parte das
células da barreira intestinal. Assim, o estudo deste acontecimento tornou-se necessario,
pois o facto de tal inibicdo acontecer pode levar a graves problemas de saude se os
aminodcidos ndo conseguirem ser absorvidos a nivel celular, principalmente aminodcidos
essenciais.

Para este estudo foram usadas linhas celulares Caco-2, que permitem mimetizar as
células presentes na barreira intestinal.

Assim sendo, as infusOes, de folhas, estudadas foram: Pterospartum tridentatum
(carqueja), Annona cherimola (anona), Peumus boldus (boldo), Cynara cardunculus subsp.
Scolymus (alcachofra) e Fraxinus angustifolia (freixo).

Aos extratos de folhas das plantas acima referidas, foram também adicionadas para este
estudo infusGes de casca de Persea americana Mill. (abacate), Annona cherimola (anona)
e Actinidea deliciosa (kiwi).

Dada a incapacidade dos aminodcidos de serem detetados por UV, na sua forma original,
foi necessario realizar uma derivatizacdo dos mesmos, tendo-se, apds a escolha do
método de derivatizacdo adequado, optado por usar como agente derivatizante o
composto PITC.

Os aminodcidos presentes no meio de cultura foram entdo detetados e quantificados
fazendo-se a andlise deste meio por HPLC-RP-DAD.

Foi entdo verificado que a permeacdo dos aminodcidos foi inibida, na presenca de
qualquer uma das infusdes, especialmente aminodcidos como a Phe, a Lys e a Met, tidos

como essenciais.
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De modo a compreender melhor a acdo dos frutos, os extratos de folhas, cascas e polpa
dos trés foram preparados.

Quantificou-se o seu conteudo em fendis totais e taninos, onde se verificou que os
melhores resultados foram obtidos para a casca de Persea americana Mill. para os fendis,
105,949,1 pg/mL, e também para os taninos, 8,3+0,1 pug/mL.

Determinou-se ainda a atividade antioxidante dos extratos, pelo método do DPPH. Para
tal foi determinado o valor de ECsg, tendo o extrato de folhas de Persea americana Mill.
(15,4+0,2 pg/mL) apresentado o melhor valor.

Através dos resultados obtidos foi possivel relacionar a composicdo em compostos
fendlicos com a atividade antioxidante, sendo que sao diretamente proporcionais.

A identificacdo dos compostos bioativos foi feita recorrendo a LC-MS e HPLC-RP-DAD, nos
casos em que o primeiro se mostrou inadequado. Os cromatogramas e espetros obtidos
foram comparados com os padrdes existentes, o que permitiu identificar a presenca de
procianidina para a casca de Persea americana Mill., rutina para as folhas de Annona
cherimola e de Actinidea deliciosa, quercetina para folhas de Annona cherimola e
derivados de acido cafeico para as folhas de Persea americana Mill, Annona cherimola e
Actinidea deliciosa.

O estudo da citotoxicidade foi feito em linhas celulares de HepG2 e Caco-2, para os
extratos de casca e polpa de Persea americana Mill., Annona cherimola e Actinidea
deliciosa, tendo-se considerado que eram pouco citotdxicos, com valores de ICsq iguais ou

superiores a 1 mg/mL.

Palavras-chave: infusdes, permeacdo, aminoacidos, compostos fendlicos, antioxidante



Abstract

ABSTRACT

The use of plants in the preparation of infusions for medicinal purposes is an ancient
event, which have recently increased its importance due to the characteristics of the
extracts, which give them health benefits.

By results obtained from studies developed in the laboratory, for the absorption of
cholesterol, there was the possibility to, due the presence of the studied infusions, occur
inhibition in amino acid uptake by the cells of the intestinal barrier. Thus, this study has
become necessary due the fact that such inhibition can lead to serious health problems if
the amino acids are unable to be absorbed at the cellular level, especially essential amino
acids.

For this study we used cell lines Caco-2, which permit simulate the cells present in the
intestinal barrier.

Therefore, the infusions of leaves studied, were: Pterospartum tridentatum, Annona
cherimola, Peumus boldus, Cynara cardunculus subsp. Scolymus and Fraxinus angustifolia.
To leaf extracts of the plants specified above, they were also added for this study peel
infusions of Persea americana Mill., Annona cherimola and Actinidea deliciosa.

Given the inability of amino acids to be detected by UV, it was necessary to perform a
derivatization, after choosing the suitable derivatization method and the derivatizing
agent was PITC.

The amino acids in the culture medium were then detected and quantified by making the
analysis of this medium by HPLC-RP-DAD.

It was then found that the permeation of amino acids was inhibited in the presence of the
infusions, particularly amino acids such as Phe, Lys, and Met, considered essential.

In order to better understand the action of the fruits, the extracts of leaves, peel and pulp
of the three were prepared.

The content in total phenols and tannins was quantified, where it was found that the best
results were obtained for the Persea americana Mill. peel. for phenols, 105.9+9.1 pug/mL,

and also tannins, 8.3+0.1 pug/mL.
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It has been determined the antioxidant activity of the extracts by DPPH method. It was
then determined the ECsg, and therefore the leaf extract of Persea americana Mill.
(15.4+0.2 pg/mL) presented the best value.

Through the results it was possible to relate the composition of phenolic compounds with
antioxidant activity and they are directly proportionals.

The identification of bioactive compounds was made using LC-MS and HPLC- RP -DAD,
when the first proved inadequate. The chromatograms and spectra were compared with
existing standards, which allowed identifying the presence of procyanidin in Persea
americana Mill. peel, Rutin in leaves of Annona cherimola and Actinidea deliciosa,
guercetin in Annona cherimola leaves and derivatives of caffeic acid in leaves of Persea
americana Mill., Annona cherimola and Actinidea deliciosa.

The study of cytotoxicity was done on cell lines Caco-2 and HepG2, for peel and pulp
extracts of Persea americana Mill., Actinidea deliciosa and Annona cherimola, and it is

considered that the cytotoxicity was low, with I1Cso values equal or above 1 mg/mL.

Keywords: infusions, permeation, amino acids, phenolic compounds, antioxidant



Indice de Figuras

INDICE DE FIGURAS
Figura 1- Carqueja (Pterospartum tridentatum) .........ccccccueeceeeiieeseieeeeesceeeseeessteeeseaeesteeesseeesaseeas 7
Figura 2- Boldo (PeUMUS DOITUS) .......cccveeeeeeeieiieeciee ettt see et e e tee s te e s te e s aae e s teessae e neeessaeesnreean 8
Figura 3- Alcachofra (Cynara cardunculus subsp. SCOIYMUS) ........ooccueeeecieciiieiiie e 9
Figura 4- Freixo (Fraxinus anguSEIfOliQ) ...........coccuiiiiiciiiicciiee ettt tae e e vae e s e evae e e e 10
Figura 5- Kiwi (Actinidea deliCiOSQ) ..........cccueiieeiieei ettt etae e e tee e e e rae e e e araeas 11
Figura 6- Abacate (Persea americana Mill.) ............cooouuiiiiiiiie i 12
Figura 7- Anona (Annona cherimola Mill.) ............oooouiiii e e e 13
Figura 8- Estrutura geral de um aminOACidO.........cccocuiiiieiiiiie e e e 14
Figura 9- Mecanismo de absor¢do pela membrana lipidica, de aminoacidos e péptidos.............. 17
Figura 10- Esquema reacional da interacdo do PITC com 0s aminoacidos..........cccceecveeeeecreeeeennneen. 31
Figura 11- Aparelno d@ HPLC........ooi ittt ettt e e e ebee e s e sab e e e s sabe e e s enbeeeeenareeas 32
Figura 12-Representacdo esquematica do principio basico de um ensaio em Transwell® ............. 34

Figura 13- Representacdo esquematica da reducdo do radical livre DPPHe na presenca de uma

substancia com propriedades antioXidantes .......cccuuveeieieiiiiiiiiiieeeee e e 36
Figura 14- Estrutura quimica do acido BAlICO .....uuiiiiiiiie it 38
Figura 15- Estrutura quimica do aCido tANICO ......cueerieieriiiniie ettt 39

Figura 16- Esquema reacional da reducdo do MTT, através da enzima succinato desidrogenase.. 40

Figura 17- Esquema reacional da interacdo do PITC com 0s aminoacidos..........cccceecvereeecreeeeennneen. 46
Figura 18- Cromatograma obtido com derivatizacdo adaptada de [121]....cccccccvvieeeciieeecciieeeeen. 47
Figura 19- Cromatograma obtido com derivatizagdo do protocolo Sigma®..........ccecveeeeeiereeennen. 48
Figura 20- Cromatograma obtido para a derivatizacdo e HPLC finais, com 10 pL de amostra........ 49
Figura 21- Cromatograma obtido para a derivatizacdo e HPLC finais, com 20 pL de amostra........ 49
Figura 22- Método 1 testado €m HPLC-RP-DAD ........c..eeieiiiieieiiee e ecttee ettt evee e e aae e e 51
Figura 23- Método 2 testado €m HPLC-RP-DAD .......ccccceeeeiiieiieiiee e cciiee e ectee e eetee e esvee e e eee e e 51
Figura 24- Método 3 testado em HPLC-RP-DAD ........cccceieeiiiieiiiiie e cciee e eetee e eeee e evee e e svee e e e 53
Figura 25- Método 4 testado em HPLC-RP-DAD ........ccceieiiiieiiiiiie ettt cetee e eetee e e eevee e e evae e e 53

Figura 26- Perfis cromatograficos de misturas: preparada no laboratério (a); (b) padrées de
AMINOACIAOS COMEICIAN.cccuuiiiiiiiiiiii ettt sttt e sb e e s be e s bt e e s beessaseesabeessseesabaeenns 55
Figura 27- Percentagem de aminoacidos presentes no meio de cultura, apds 24h de exposicao as

LR YOI LT PR 57

Vi


file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492637
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492653
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492653

Indice de Figuras

Figura 28- Percentagem de aminoacidos presentes no meio de cultura, para tg e t,4, Na presenca
da infusdo de folhas de alCaChofra......coiiiiiiicc e e 60
Figura 29- Percentagem de aminodcidos presentes no meio de cultura, para ty e t,4, na presenca
da infusdo de folhas d& DOl ........ueeiiiiiiieie e s e e s sbrae e snes 60
Figura 30- Percentagem de aminodcidos presentes no meio de cultura, para ty e t,4, na presenca
da infusdo de folhas d& CArQUEJA ...uuiiivriiii it e s e e s sbee e e s sbraeessanes 60
Figura 32- Percentagem de aminodcidos presentes no meio de cultura, para ty e t,4, na presenca
(s ERTa (VLY (oo [ o 1Yot e [ - Lo o 1= T PO UROPUPPPNE 63

Figura 31- Percentagem de aminodcidos presentes no meio de cultura, para ty e t,4, Nna presenca

da iNfuSA0 de CASCAS AE KIWI c..eerueieiiieiieiie et st st sbe e et eaee s 63
Figura 33- Espetro de UV-Vis e estrutura do acido cafeiCo........ccceeeeieiiecciiie e, 68
Figura 34- Espetro de UV-Vis e estrutura da rutina .........cccceeeeiiieeecciiee et 68
Figura 36- Espetro de UV-Vis do extrato para Tg=10,95 MiN ..cccciviiiiiiiii it 69

Figura 35- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Persea americana Mill.. 69
Figura 37- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Persea americana Mill... 71
Figura 38- Espetro de UV-Vis do extrato para Tzg=13,23 min (a) e Tzg=13,50 min (b) .c.cccevervrreenneen. 71

Figura 39-Perfil cromatografico, obtido por HPLC-RP-DAD, do extrato de folhas de Persea

Fo = Tote T T TN Y, 1| O USRI 72
Figura 40- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=8,9 min (a) e Tg=11,89 Min (b) .c..cccovvevrrercrreennen. 72
Figura 41- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Annona cherimola ........ 73
Figura 42- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Annona cherimola.......... 74
Figura 43- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de folhas de Annona cherimola......... 74

Figura 44- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=3,80 min (Pico 1), Tz=8,80 min (Pico 2), Tz= 13,48

MiN (Pico 3) € TR=15,22 MIN (PICO 4) .uvveeeiiiie ettt ettt e et e e e tae e e e abae e e e be e e e eabae e e enreeas 75
Figura 45- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Actinidea deliciosa........ 76
Figura 46- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Actinidea deliciosa.......... 77
Figura 47- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de folhas de Actinidea deliciosa ........ 77

Figura 48- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=5,13 min (Pico 1), Tz=8,76 min (Pico 2), Tz= 10,56
MIN (Pico 3) € TR=15,27 MIN (PICO 4) cuuveeeiieieee ettt et e e ebee e e eebee e e e eabeeeeeabeeas 78
Figura 49- Contelido em fendis totais, em ug equiv./mg extrato, para os extratos de Persea
americana Mill., Annona cherimola e Actinidea deliCiosa .........cccccocueveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn, 80
Figura 50- Contelido em taninos, em pg equiv./mg extrato, para os extratos de Persea americana

Mill., Annona cherimola e Actinidea deliCiOSQ ...............ouuueeeeeeeieieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 82

Vi


file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492654
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492654
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492655
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492655
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492656
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492656
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492657
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492657
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492658
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492658
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492659
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492660
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492662
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492664
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492666
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492670
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492670
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492674
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492674

Indice de Figuras

Figura 51- Atividade antioxidante, em pg/mL extrato, dos extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola € Actinidea deliCIOSQ .............ueeeieieeieeiiieieiiie e eeeerree e e eee e e e e e eenns 85

Figura 52- Esquema ilustrativo da placa de MTT para a linha celular (a) HepG2 e (b) Caco-2........ 88

viii


file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492677
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492677
file:///C:/Users/Joana/Desktop/tese%20final_2_LS1.docx%23_Toc429492678

indice de Tabelas

INDICE DE TABELAS

Tabela 1- Requisitos dos aminodcidos indispensdveis N0 adulto ........ccccccvveeeecieee e, 15
Tabela 2- Reagentes utilizados para a realizacdo dos eNSaios.........cccuveeeeciieeeciieee e 25
Tabela 3- Identificagdo dos picos correspondentes aos aminOACidOS.........ceceecveeeeecieeeeccvieeeeeen. 45
Tabela 4- Parametros otimizados no processo de detecdo e quantificacdo de aminoacidos......... 54

Tabela 5- Composicao percentual dos aminoacidos no meio, apds 24 horas de exposicao as
AIfErENTES INTUSDES . eiiiiiiiie ittt e e e st e e e s s bte e e s sbteeessbeeeeesseeeessseaeessnnes 59
Tabela 6- Quantidade relativa de aminodacidos absorvidos pelas células, para t,;, em percentagem,
para as infusdes de folhas de alcachofra, carqueja € boldo .......c.ceviveiieiiiiiii i, 61
Tabela 7- Quantidade relativa de aminoacidos absorvidos pelas células, para t,,,em percentagem,
para as infusdes de cascas de KiWi € @N0NA ......ccuviiiiiiiieiiciee e e e 64
Tabela 8- Identificacdo dos compostos do extrato de cascas de Persea americana Mill. por
ESPELIOMELIIA 08 MASSA.iiiiiiiiieieiiiieecctie e e etiee e e ectte e e e ebteeeeebteeeeebeeeesasteeaeabteeeeaseaeeeanstasaesnstanesanes 70
Tabela 9- Atividade antioxidante, em pug/mL extrato, dos extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola e Actinidea deliCiOSQ .............cccuevceiieciiriii ettt rre e 84
Tabela 10- Valores de fendis totais, taninos e ECsy para os extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola e Actinidea deliCiOSQ .............cccuieeeiieiieieiii e ettt sate e 87
Tabela 11- Valores de ICso, em mg/mL extrato , para os extratos de Persea americana Mill.,

Annona cherimola € ACtinideq AelICIOS .............uuueuuuuvuuureeriiriirrrrraaaraaaaaararaaa———a———————— 89



Abreviaturas e siglas

ABREVIATURAS E SIGLAS

Ala Alanina

AlCl; Cloreto de aluminio

ANOVA Andlise de variancia ( do inglés Analysis of variance)

Arg Arginina

Asp Acido aspartico

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO Dimetilsulféxido

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (do inglés 2,2-diphenylpicrylhydrazyl)

ECso Concentracao eficiente (do inglés Efficient concentration) correspondente a
50% de extincdo do radical

FBS Soro fetal bovino ( do inglés Fetum bovine serum)

FCUL Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

FeCls Cloreto de ferro (ll1)

GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa

Glu Acido glutamico

Gly Glicina (do ingés Glycine)

His Histidina

HPLC-RP-DAD Cromatografia liquida de alta eficiéncia, de fase reversa, com detetor diode

ICso

Isl

Ka [Fe(CN)e]
LC-MS

LD

Leu

Lys
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I. INTRODUCAO



Introducdo

1.1. Utilizacao de plantas para fins medicinais

Ao longo dos anos, o ser humano tem confiado na natureza para as suas necessidades
basicas, para a produgao de alimentos, abrigos, roupa, meios de transporte, fertilizantes,
fragrancias e também medicamenos [1-4].

A ligacdo entre o homem e a sua procura de solugdes terapéuticas na natureza data de
um passado ja longinquo, onde eram usados em diferentes civilizacdes, como a egipcia, a
chinesa e a greco-drabe.

Petrovska [5] relata que as provas escritas mais antigas do uso de plantas medicinais com
fim a preparacdo de farmacos foram encontradas em placas de barro, em Nagpur, com
aproximadamente 5000 anos. Estas placas, continham cerca de 12 receitas de preparagao
de farmacos, referindo-se a mais de 250 plantas.

Desde entdo, varias sdo as referéncias usadas para o entendimento deste tipo de plantas
€ Seus usos.

O livro chinés “Pen T’Sao” escrito pelo imperador Shen Nung e que ronda de 2500 a.c,
refere-se a mais de 360 medicamentos feitos de partes secas de plantas medicinais.
Também o papiro de Ebers, escrito por volta de 1550 a.c, apresenta uma colecc¢ao de 800
receitas, referentes a 700 plantas e medicamentos, usados para terapia. Nas vdrias
receitas era sugerido o uso de varias plantas e alimentos, tal como a rom3, o aloé, o alho,
a cebola e o figo.

Mais tarde, surgiram os estudos de Hippocrates (459-370 a.c), que contém 300 plantas
medicinais classificadas pela sua ac¢ao fisiolégica. Assim, o absinto e o fel da terra eram
usados para baixar a febre; o alho era consumido para eliminar parasitas intestinais; o
dpio era usado como narcético; o aipo, a salsa, os espargos como diuréticos e o carvalho
e a roma como adstringentes.

O “pai” dar famacognésia, Dioscorides, surge por volta de 77 d.c, quando escreve “De
Materia Medica.”, um livro sob a tematica de farmacos derivados de plantas.

Como ja referido anteriomente, o uso de plantas como tratamento medicinal para o

controlo ou cura de determinadas doencgas é uma pratica com milhares de anos [6].
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As populagdes que utilizam estes tratamentos podem nao entender a razao cientifica por
trds dos seus efeitos, mas sabem por experiéncia prépria que algumas plantas medicinais
podem ser bastante eficientes, se usadas em doses terapéuticas. [1]

Contudo, com o decorrer dos anos, este tipo de medicina, medicina tradicional ou
natural, passou de solucdo principal a alternativa, devido ao desenvolvimento e
crescimento da industria farmacéutica e a consequente facilidade de acesso a outros
medicamentos, comercialmente disponiveis [7].

Segundo a WHO cerca de % da populagdo mundial, especialmente nos paises em
desenvolvimento, usa remédios tradicionais para os cuidados de saude, sendo que
aproximadamente 25 000 especies sdo utilizadas para este fim [7].

A forma de utilizagdo mais conhecida e com maior uso na medicina natural sd3o as
infusGes. O comeco da sua utilizacdo deu-se na China, ha aproximadamente 5000 anos,
onde era usado para fins terapéuticos. Esta € uma bebida inteiramente baseada em
espécies vegetais, onde as plantas sdo submergidas em dgua aquecida [8].

Apesar das plantas medicinais serem um importante recurso no tratamento de inUmeros
maleficios, ndo deve ser esquecida a importancia que a alimentacdo diaria tem, na
prevencao destes mesmos problemas.

Estudos previos demonstraram que o consumo de frutas e vegetais estd fortemente
associado a reducdo do risco de doengas cardiovasculares, cancro [9], diabetes, doenca
de Alzheimer e cataratas [10].

Os fitoquimicos, compostos ndo-nutrientes bioativos presentes nas frutas, vegetais, graos
e noutros alimentos derivados de plantas, estdo associados a redu¢ao do risco do
aparecimento de doencas crénicas.

Apesar de muitos fitoquimicos e das suas potencialidades ainda serem desconhecidos,
muitas estudos sugerem que os seus beneficios podem ser de elevado interesse, devido a

sua acdo sobre o stress oxidativo [10, 11].
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1.2. Problematica

Estudos efetuados no laboratério do grupo de Espetrometria de Massa do Centro de
Quimica e Bioquimica da FCUL, indicaram que infusdes de folhas de anona, carqueja,
boldo, freixo e alcachofra poderiam ter influéncia na permeac¢dao de aminoacidos através
de barreira intestinal, através da sua simulacdo com linhas celulares Caco-2. Caso se
verificassem estes resultados, onde ocorria inibigdo na absor¢do de aminoacidos
essencias, poderiam existir consequéncias no consumo em simultaneo de alimentos com
este tipo de infusGes ou alternativamente, se existisse aumento na absorcdo destes
aminodcidos, poderia também levar ao desenvolvimento de novas bebidas funcionais.

O estudo do efeito de infusdes na absorcdo de aminoacidos é a base deste estudo

experimental.



II. OBJETIVOS



Objetivos

Na sequéncia de estudos efetuados anteriormente no grupo de investigacdo do GEMAB,
referentes a absorgao de colesterol, foi verificada a possibilidade de ocorrer alteragdo na
absor¢dao de aminodcidos existentes no meio das células intestinais, aquando na presenca
de determinadas infusdes frequentemente consumidas pela populagao.

Para o desenvolvimento deste estudo impde-se, em primeiro lugar, um método
adequado a andlise deste tipo de aminodcidos. Para tal, é necessario metodologia
apropriada para a detecao e quantificacao destes aminoacidos, dado que estes
compostos ndo absorvem no UV-Vis, o que impossibilita a dete¢do pelos métodos mais
usuais e como tal é necessdrio recorrer a uma etapa prévia de derivatiza¢do a fim de os
tornar absortivos na gama UV-Vis, com recurso ao HPLC-RP-DAD.

Um dos principais objetivos deste trabalho recai na selecio de um método de
derivatizacdo em que ndo seja necessario o uso de piridina, utilizado nalguns dos
métodos de derivatizacdo, visto este ser um reagente bastante prejudicial para a saude.
Como complemento ao seu estudo, os frutos de algumas planta utilizadas na preparacao
de infusdes, irdo também ser caracterizados quanto a sua atividade antioxidante e aos
seus compostos bioativos bem como a sua influéncia na toxicidade celular em células
HepG2 e Caco-2.

Assim, como objectivo principal tem-se o estudo a influéncia de infusdes de folhas de
freixo, carqueja, anona, boldo e alcachofra e de cascas de frutos como kiwi, anona e
abacate, na permeacdao de aminodcidos através das células da barreira intestinal, bem
como a avaliacdo da utilizacdo de sub-produtos no desenvolvimento de bebidas
funcionais com vista a esta permeacdo e que, simultaneamente apresentem actividade
antioxidante.

Para isso é necessario cumprir os seguintes objectivos parciais: método analitico para
aminodcidos; identificacdo de compostos nos extratos aquosos e estudos de toxicidade

destes extratos.
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3.1. Plantas e frutos em estudo

3.1.1. Pterospartum tridentatum

A carqueja, de nome cientifico Pterospartum tridentatum, pertence a familia Fabaceae
[12] e encontra-se no norte e centro da Peninsula Ibérica, incluindo todo o territdrio
continental de Portugal, principalmente nas zonas de grande altitude, sendo também

frequente no Norte de Africa [13].

Na sua constituicdo apresenta um elevado teor em isoflavonas e outros flavonéides como
constituintes maioritarios [14], sendo que devido ao seu teor nestes ultimos
componentes bioativos, o extrato de carqueja, Figura 1, apresenta uma significativa acao
contra os diabetes [14].

As infusGes das flores da carqueja sdo recomendados também para o tratamento de
constipacdes, dores de cabeca e de estbmago e para baixar a tensdo arterial. Para além

disto, a carqueja tem propriedades diuréticas e digestivas [15].

Figura 1- Carqueja (Pterospartum tridentatum)
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3.1.2. Peumus boldus

O boldo, de nome cientifico Peumus boldus, pertence a familia Moriniaceae e é uma

planta nativa das regioes central e sul do chile [16].

As suas folhas sdo constituidas por fenois, essencialmente taninos e flavondides, bem
como por glicolipidos [16].

Dado o elevado teor em fendis, o boldo, na Figura 2, apresenta elevada atividade
antioxidante [16].

As infusdGes realizadas com as folhas desta planta sdo usadas no tratamento de problemas
digestivos. E usada também para dores abdominais, flatuléncia e tem efeito

hepatoprotetor [17].

Figura 2- Boldo (Peumus boldus) (Retirado de:
http://www.plantsystematics.org/imgs/dws/r/Monimiaceae_Peumus_boldus_14
792.html)
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3.1.3. Cynara cardunculus subsp. Scolymus

A alcachofra, de nome cientifico Cynara cardunculus subsp. Scolymus, pertence a familia

Asteraceae e é nativa de varias regides mediterranicas [18].

Na sua constituicdo surgem componentes bioativos como saponinas e nas suas folhas,
flavonas.

Dada esta constituicao, as folhas sdao usadas para os diabetes e como diurético e tém
também capacidade de prevenir a perda de funcbes vasomotoras associadas ao
envelhecimento [19].

Para além das aplicacGes enunciadas, a alcachofra, Figura 3, e as suas folhas tém efeito
hepatoprotetor, anti-microbiano, anti-inflamatério, sendo que estes efeitos fisioldgicos
sdo maioritariamente atribuidos ao teor em compostos fendlicos, como as flavonas acima

referidas.

Figura 3- Alcachofra (Cynara cardunculus subsp. Scolymus)
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3.1.4. Fraxinus angustifolia

O freixo, de nome cientifico Fraxinus angustifolia, pertence a familia Oleaceas e encontra-
se presente em no centro e sul do continente europeu, sendo que em Portugal estd

distribuido por todo o continente.

Os compostos bioativos maioritariamente presentes sdo taninos e iriddides, bem como
cumarina [20].

Devido a sua rica composicdo em compostos fendlicos, principalmente flavondides,
apresenta elevado potencial antioxidante [20, 21].

As folhas de freixo, Figura 4, sdo tradicionalmente usado pelas suas propriedades anti-

inflamatérias e digestivas.

Figura 4- Freixo (Fraxinus angustifolia) (Retirado de: http://www.newworldencyclopedia.org/)

10
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3.1.5. Actinidea deliciosa

O kiwi, de nome cientifico Actinidea deliciosa , tem sido cultivada maioritariamente em

paises como a Nova Zelandia, Chile, Franca e Japdo [22].

Este fruto com alto valor nutricional visto ser uma fonte de vitaminas A, C e E e minerais
[23]. A sua casca é uma boa fonte de flavondides [24], carotendides e luteina, que
apresentam propriedades antioxidantes [25, 26].

As isoflavonas e flavondides presentes sdao importantes fitoquimicos, que tém uma
importante funcdo como anti-carcinogénico, neuroprotetor e protetor da atividade
cardiovascular.

Os extratos de kiwi, Figura 5, inibem também o crescimento de células cancerigenas e

demonstram proteccao celular contra os danos oxidativos no DNA, in vitro [25].

Figura 5- Kiwi (Actinidea deliciosa) (Retirado de: http://www.newworldencyclopedia.org/)

11
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3.1.6. Persea americana Mill.

O abacate, de nome cientifico Persea americana Mill. [27], é nativa da América Central e

México [28].

Da sua constituicdo fazem parte componentes bioativos como a vitamina B, C e E [29, 30],
acidos gordos insaturados [29, 31], acido ascérbico, carotendides, riboflavinas e
compostos fendlicos.

O abacate, Figura 6, contém também elevados niveis de proteina, manganés, fosforo,
ferro e potassio [29].

Os beneficios deste fruto devem-se, em parte, aos mais de 20 nutrientes essenciais e
variados fitoquimicos capazes de detectar células pré-cancerigenas e cancerigenas,
prevenindo o aparecimento de cancros [32].

E usado como remédio para a hipertensdo [30], problemas renais, diabetes e como
analgésico e antipirético.

As suas folhas apresentam propriedades antioxidantes [25, 33, 34] e atividade anti-
inflamatéria.

Dois andlogos, persenonas A e B e a persina, mostraram-se capazes de inibir a formacao
de superdxido (O,) e o6xido nitrico (NO), em culturas celulares e por conseguinte

apresentam aplicagdo como agentes quimiopreventivos [35].

Figura 6- Abacate (Persea
americana Mill.)

12
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3.1.7. Annona cherimola Mill.

A anona, Figura 7, mais vendida comercialmente, de nome cientifico Annona cherimola
Mill., é origindria de regides sub-tropicais da América do Sul (Equador e Peru). Em

Portugal esta espécie existe nas Regides Auténomas [36].

Este fruto tem elevado teor de agua, hidratos de carbono e proteinas, mas baixo
contetudo em colesterol. E uma boa fonte de vitaminas e outros componentes bioativos
como os polifendis ou carotendides e a sua capacidade antioxidante confere-lhe
popriedades muito benéficas [36].

Os compostos isolados das folhas e caules de A. cherimola enunciados em Arunjyothi et
al. (2011) foram alcaldides, flavondides, glicosideos, saponinas e taninos.

O fruto é utilizado como insecticida [37] e anti-microbiano [38], em doencas intestinais e
problemas de pele. Também, na medicina tradicional mexicana, por exemplo, existem
registos de uso para tratamento de problemas relacionados com o sistema nervoso,

nomeadamente, como calmante e tranquilizante [39].

T

S
s

0 e

y Figura 7- Anona (Annona
cherimola)
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3.2. Aminoacidos- valor nutricional, absorc¢ao gastrointestinal e sua
quantificacao

3.2.1. Valor nutricional

Os aminoacidos sdo definidos como substancias organicas que contém uma estrutura
comum, em que apresentam na sua constituicdo um grupo amino e grupo acido, ligados
ao mesmo atomo de carbono (carbono a), representados na Figura 8.

Como é possivel observar pela representacao da Figura 8, a estrutura de cada aminoacido
varia no grupo R que se encontra ligado ao carbono a, representados a cor vermelha e

azul, respetivamente.

CO0-
H.N— u.:|'—H
R

Figura 8- Estrutura geral de um aminoacido (retirado de: [40])

A excep¢do da glicina, todos os aminoacidos tém um carbono assimétrico e por
conseguinte apresentam atividade dptica, assim como devido a estas variagdes nas suas
cadeias laterais, os aminoacidos tém propriedades bioquimicas bastante diferentes e
apresentam funcdes distintas.

De entre os 300 aminoacidos presentes na natureza, apenas 20 fazem parte da
constituicdo das proteinas, sendo que sdo necessarios para a fisiologia normal da célula e
para as suas fungdes.

Ao longo dos anos, a necessidade pela definicdo dos requesitos dptimos de aminoacidos
necessarios pelo o Homem, sob variadas condi¢cdes nutricionais, de desenvolvimento,
ambientais e patoldgicas, tem intensificado. Como é possivel observar na Tabela 1, tem-
se que a quantidade de aminoacidos, tidos como indispensdveis para o bom

funcionamento do organismo, aumentou significativamente desde 1985 até a atualidade.

14
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Tabela 1- Requisitos dos aminodcidos indispensaveis no adulto (adaptado de: [41])

PRESENTE 1985 FAO/WHO/UNU
AMINOACIDO mg/kg por dia mg/kg por dia
Histidina 10 8-12
Isoleucina 20 10
Leucina 39 14
Lisina 30 12
Metionina 10
13
Cisteina 4
Fenilalanina+Tirosina 25 14
Treonina 15 7
Triptofano 4 3,5
Valina 26 10
Total 184 93,5

Os aminoacidos, com base no seu papel nutricional e fisioldgico, podem ser classificados
como nutricionalmente essenciais (indispensaveis) ou ndo essenciais (dispensaveis).

Os aminodcidos essenciais sao definidos pelos aminodcidos cuja estrutura de carbono nao
consegue ser sintetizada ou que é sintetizada inadquadamente. Como tal, necessitam de
ser consumidos através da dieta didria. Exemplos destes aminoacidos sdo: arginina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina.
Os aminoacidos ndo-essenciais sdao aqueles sintetizados no organismo, em quantidades
suficientes para um bom funcionamento do organismo, como por exemplo, a alanina, a
asparagina, a cisteina, a glutamina, a glicina, a prolina, a serina e a tirosina.

Tendo em atencdo diversos estudos realizados, existe cada vez mais a garantia de que
para além da sua funcdo como elementos estruturais das proteinas, alguns aminodcidos,
como a arginina, a cisteina, a glutamina, a prolina e o triptofano [42], sdo importantes
reguladores de vias metabdlicas, que por sua vez sdo necessarias para a manutencao,

crescimento, reproducdo e imunidade nos organismos.
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Para além destas funcdes, os aminoacidos participam também na sinalizacdo celular [43,
44], no metabolismo de nutrientes especificos das células [45], no stress oxidativo [46] e

intensificam a eficdcia na utilizacdo das proteinas da dieta [47].

3.2.2. Absorcao gastrointestinal

Todas as células do organismos necessitam de ser nutridas, sendo que esta tarefa é
maioritariamente conseguida pela assimilacdo de compostos externos ao organismo,
provenientes da alimentacdo didria dos individuos. Para tal, através de uma série de
transformacdes fisico-quimicas, o aparelho digestivo, em conjunto com o circulatdrio,
proporcionam a estas células os nutrientes necessarios a vida [48].

O tubo digestivo humano é constituido por boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso, reto e anus, estando-lhe associados a
outros 6rgaos e glandulas secretoras que também participam na digestao [48, 49].

As proteinas, quando ingeridas, ndo sofrem na boca qualquer modificacdo quimica. No
entanto, no estbmago as proteinas e péptidos sdo desnaturados por acao do HCl presente
e hidrolisadas pela pepsina, uma protease com especificidade preferéncial para
determinadas ligacdes peptidicas presentes no suco, que ajuda na eliminagdo das
bactérias presentes nos alimentos [50].

Seguidamente, no intestino delgado, a enteropeptidase, em pH neutro, activa o
tripsogénio, que por ag¢ao enzimatica origina a tripsina, que por sua vez promove a
activacdo das outras peptidases do suco pancreatico. A hidrélise de proteinas e
polipéptidos, produz entdo aminoacidos livres e péptidos mais pequenos [50, 51].

O processo de absorcdo dos produtos, através da membrana lipidica do intestino,
resultantes da digestdao proteica, como aminodcidos, di e tripéptidos, ocorre por
processos complementares, podendo ser transportados por trés mecanismos: transporte
passivo por difusdo simples; transporte passivo por difusdo facilitada; ou transporte ativo
[51].

O transporte passivo por difusdo simples ocorre principalmente com aminodcidos livres e

é inversamente proporcional a hidrofilia e diretamente proporcional ao gradiente de
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concentracdo do aminoacido, ou seja, quanto mais hidrofdbico for o aminodcido e quanto
maior for o seu gradiente de concentracdo através da membrana, maior serd a
importancia da transferéncia por difusdo simples.

O transporte passivo por difusdo facilitada ocorre também principalmente em
aminodacidos livres, porém o transporte dd-se mais rapidamente, por ser mediado por
transportadores, independentes de sédio, Na*, e da energia metabdlica. E importante
para equilibrar a concentracdo de aminoacidos no citoplasma e no meio extracelular,
transportados através da membrana [50].

O transporte ativo por co-transporte, como é possivel observar na Figura 9, ocorre com os
aminodcidos livres, di e tripéptidos. E mediado por transportadores, porém é capaz de
libertar uma substancia contra o gradiente de concentrac¢do, sofrendo com isso elevado
gasto energético.

Os aminodcidos livres s3o co-transportados juntamente com o Na* e o seu transporte
depende do gradiente electroquimico do Na*, gerado pelo transporte ativo Na'-K*-ATPase
na membrana basolateral, sendo chamado de transporte ativo secundario [50].

Os di e tripéptidos sdo co-transportados juntamente com os protdes H' e o seu

transporte depende do gradiente electroquimico de H* [50].

AR _"'g AA

Na*

pept pept
H* H* Figura 9- Mecanismo de absorcdo
pela membrana lipidica, de

Ma*® Ma®

aminoacidos e péptidos

Por fim, os aminodcidos originalmente livres, bem como os resultantes da hidrdlise de
proteinas, sdo transportados do lUmen intestinal, através da barreira de células epiteliais

da mucosa, para o sistema sanguineo ou linfatico [42, 51, 52].
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3.2.3. Métodos analiticos de detecao e quantificacao de aminoacidos

A determinacdo dos aminoacidos tem vindo a ser usada na pesquisa em sistemas
bioldgicos, na pesquisa de doengas, por exemplo, e mais recentemente na drea da ciéncia
de alimentos, com o principal objetivo de determinar e quantificar a composi¢do proteica
dos mesmos. Dado que os aminoacidos pertencem a estrutura das proteinas, o estudo
qualitativo e quantitativo é necessario [53].

As técnicas usadas para a analise dos aminodcidos sdo frequentemente realizadas
utilizando métodos cromatograficos.

As primeiras técnicas de determinacdo basearam-se na utilizacdo de uma resina
sulfonatada de troca idnica, onde se procedia a derivatizacdo pds-coluna, seguida de
detecdo colorimétrica.

Mais tarde foi introduzida a cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), que se
demonstrava mais vantajoso, dado ser mais versatil. Nesta técnica, varios tipos de coluna
e grandientes de eluicao podem ser utilizados, assim como diversos reagentes de
derivatizacao, consoante o objetivo pretendido [54].

Em suma, é possivel dividir as técnicas mais frequentes em, cromatografia liquida de
troca iénica; HPLC-DAD, juntamente com a derivatizacdao em pré- ou pds-coluna e com a
detegdo por UV/Vis ou fluorescéncia [55] e LC acoplado a espetrometria de massa com
ionizacdo por electrospray (LC-ESI-MS). Também é possivel o recurso ao LC acoplado com
o MS", que fornece uma técnica de elevada especificidade e sensibilidade para a andlise
de aminoacidos sem ser necessdria derivatizacdo e por fim o GC acoplado a
espetrometria de massa (GC-MS) também pode ser usado na separacdo de derivados
volateis [56, 57].

Como referido anteriormente, nem sempre o analito a ser estudado apresenta as
caracteristicas necessarias para poder ser detetado, como por exemplo ndo absorver na
gama de comprimentos de onda correspondentes ao UV, no caso de HPLC-RP-DAD, ou
ndo serem volateis, no caso de GC e como tal é necessario uma etapa prévia de
derivatizacdo [58].

A derivatizacdo, de um modo geral, conjugada com uma separacdo cromatografica

adequada, pode superar alguns problemas como a baixa sensibilidade do detector,
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através da formacdo de compostos menos polares, que podem ser analisados mais
facilmente pos LC/HPLC.

Como referido anteriormente a derivatizacdo pode ocorrer em duas fases distintas, em
pré- ou pds-coluna.

Na derivatizacdo pds-coluna, passivel de ser aplicada em inumeros tipos de amostras e
em analises rotineiras de quantificacdo, ocorre a separagao dos residuos numa coluna de
troca idnica, seguida de reacdo com um composto cromoéforo ou fluorédforo.

Este tipo de reagcdao apresenta vantagens como a sua boa reprodutibilidade e capacidade
de quantificagcdo, bem como o facto de que, dado que os componentes sdo separados na
coluna, antes da reacdo, esta ndo é afetada pela matriz da amostra durante a reacdo com
o reagente derivatizante. Contudo, apresenta algumas desvantagens, como a dificil
utilizacdo em andlises altamente sensiveis, a variedade de reagentes derivatizantes é
limitada e ndo pode ser usada cromatografia de fase reversa.

Na derivatizacdo pré-coluna, mais apropriada para para andlises altamente sensiveis, os
aminodcidos sao derivatizados previamente e de seguida os seus derivados sdo separados
por coluna de fase reversa em HPLC.

A derivatizacdo pré-coluna apresenta vantagens, como o facto de consumir menos
reagente, quando comparado com pds-coluna, permite aumentar a hidrofobicidade do
aminodcidos de maneira a que possam ser retidos nas colunas de fase reversa e
consequentemente aumentar a sensibilidade do método, existe também uma extensa
variedade de agentes derivatizantes possiveis de serem usados, podendo ser escolhido o
mais apropriado para o tipo de detector (UV,Vis).

Apresenta algumas desvantagens, como a eficiéncia da reacdo de derivatizacdo ser
afetada pela matriz da amostra, dado que o processo ocorre antes de qualquer separagao
cromatografica e por fim, os produtos de reacdao podem ser por vezes instaveis.

Alguns exemplos de reagentes derivatizantes mais comummente usados e disponiveis
comercialmente sdo: fenilisotiocianato (PITC), cloreto de 4-nitrobenzoilo, brometo de p-
nitrobenzil, o-ftaldialdeido (OPA), cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI), cloreto de
dansilo (Dns-Cl), 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F) e naftaleno-2,3-

dicarboxaldeido [59].
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3.3. Atividade antioxidante vs composicao fenélica

3.3.1. Atividade antioxidante

Os radicais livres sao moléculas que possuem atomos que contém um ou mais eletrdes
ndao emparelhados, sendo que essa configuracao faz deles moléculas altamente instaveis
e quimicamente muito reativas.

Os radicais livres tém ganho muita importancia, pois contribuem para o desenvolvimento
de diversas patologias, como envelhecimento e doencas degenerativas como o cancro,
doencas cardiovasculares, enfraquecimento do sistema imunitario, problemas cerebrais,
entre outras [60].

Os antioxidantes, importantes nutracéuticos, sdao constituidos por compostos fendlicos
podem funcionar como agentes redutores, neutralizando o radical livre e algumas vezes
como quelantes de metais agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagac¢ao do
processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes,
sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas
substéancias [61].

Apesar de o organismo ser capaz de sintetizar uma parte dos antioxidantes,a maioria tem
origem externa, sendo consumidos na alimentacdo didria. Estes compostos podem ser
encontrados maioritariamente em frutas e vegetais, mas também em alguns tipos de
sementes e frutos secos.

Quando a disponibilidade de antioxidantes é limitada, estes problemas podem-se
acumular, resultando em stress oxidativo [60].

Os antioxidantes podem ser naturais ou artificiais, sendo que os naturais se encontram
principalmente em plantas, como referido anteriormente, na forma de compostos
fendlicos ou carotendides. Os antioxidantes artificiais podem ser casos como, o butil-

hidroxi-tolueno - BHT e o butil-hidroxi-anisol — BHA.
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3.3.2. Compostos fendlicos

Os fitoquimicos sdo definidos como os nutrientes ndo essenciais derivados das plantas.
Estes compostos tém uma variedade de efeitos benéficos na salide humana, como serem
anti-cancerigenos e anti-mutagénicos [62].

Estima-se que existam mais de 5000 fitoquimicos individuais, identificados em frutas,
vegetais e outras plantas e podem ser classificados, por exemplo, em compostos
fendlicos, carotendides, vitaminas, alcaldides, entre outros [62].

De entre a grande diversidade estrutural dos fitoquimicos, os compostos fendlicos tém
requerido um grande interesse, dado compreenderem inimeros efeitos benéficos para o
ser humano [62].

Os compostos fendlicos sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo
metabolitos secundarios das plantas, estando geralmente envolvidos nos mecanismos de
defesa contra a radicacdo UV ou agressGes por parte de patogénicos em particular nos
frutos e outros vegetais.

Mais de 8000 compostos polifendlicos foram identificados em varias esécies de plantas.
Este tipo de compostos podem apresentar um vasto conjunto de estruturas e funcgdes,
mas apresentam, na sua maioria, um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilos
substituintes, sendo classificados em diferentes grupos, consoante o nimero de aneis
fenolicos e nos elementos elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos outros
[63].

O grupo dos compostos fendlicos é constituido maioritariamente por acidos fendlicos
(constituidos pelos 4cidos hidroxibenzéicos (por ex. acido galico) e acidos
hidroxicinamicos (por ex. acido cafeico)), flavondides (quercetina, cianidina e catequina),

taninos e coumarinas [64].

3.3.2.1. Acidos fenélicos

Os 4cidos fendlicos sdo a classe de compostos fendlicos mais frequentes na natureza e

incluem predominantemente os acidos hidroxibenzdicos e os acidos hidroxicinamicos.
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A presenga destes compostos nos alimentos consumidos e em plantas usadas na
preparacdao de infusdes apresenta inumeras vantagens farmacoldgicas, tais como o
combate de doencgas neurodegenerativas [65].

De um modo geral esta grupo de compostos apresenta propriedades anti-bacterianas e
anti-inflamatodrias. Estas propriedades estdo, em parte, associadas a sua capacidade
antioxidante que é atribuida a sua capacidade de quelatar metais, inibir enzimas, como a

lipoxigenase e conseguir interagir com radicais livres, como acima descrito [66].

3.3.2.2. Flavondides

Os flavondides sdo um grupo constituido por mais de 4000 compostos. Estes compostos
sdo compostos por dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos, que estdo
normalmente num anel contendo oxigénio.

Os flavonodides sdo constituidos por um nimero alargado de compostos, divididos por
familias, tais como os flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e
isoflavondides [67, 68]. Estes compostos estdo diretamente relacionados com a
capacidade antioxidante das amostras [69].

O flavondides estdao presentes em frutos, vegetais, flores, sementes e portanto integram
a alimentacdo diaria do ser humano [70].

A atividade bioquimica dos flavondides e dos seus metabolitos depende da sua estrutura
quimica. Este grupo de compostos fendlicos apresenta beneficios para a saude, tais como
o seu efeito anti-bacteriano, anti-inflamatdrio [71], doenga coronaria [72] e apresenta
efeito vasoprotetor [68].

Os flavondides sdao de particular interesse pela sua possivel atividade farmacoldgica,
derivada da sua capacidade de inibir determinadas enzimas [72-74], pela sua atividade
antioxidante [63, 75-78], pelo facto de serem quelantes de metais [72] e fazerem ligacdo

com radicais livres, eliminando o seu efeito negativo [68].

22



Revisdo bibliografica

3.3.2.3.Taninos

Os taninos sao dos compostos fendlicos com maior massa molecular e com grande
capacidade de interagir com as proteinas salivares, dando origem a complexos insollveis
gue provocam a sensacao de adstringéncia [79].

De acordo com a sua estrutura quimica, distinguem-se em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados, sendo que estes Ultimos sdo mais comuns que os hidrolisdveis [80]. Este
tipo de taninos sdo polimeros constituidos por unidades de flavandis [80, 81].

Este grupo de compostos fendlicos é definido como anti-nutriente de origem vegetal,
devido ao facto de conseguirem fazer precipitar proteinas, inibir enzimas digestivas e
diminuir a utilizacdo de vitaminas e minerais, sendo que ndo devem ser consumidos em
elevadas quantidades [82]. Por outro lado, os taninos sdo tambem vantajosos para a
saude, sendo constituintes de alimentos derivados de plantas e bebidas. Por exemplo, foi
reportada o seu potencial anti-cancerigeno e anti-mutagénico, bem como propriedades

antimicrobianas e apresentam também atividade antioxidante [82, 83].
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Procedimento experimental: materiais

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Material vegetal

Neste trabalho foram utilizadas as folhas e caules secos de alcachofra, freixo, boldo e
carqueja, comercializadas em Portugal, para uso na preparacdo de chds. Este material
vegetal foi adquirido num estabelecimento comercial, sendo da marca “Diética”.

As frutas usadas na preparacdo dos extratos de polpa e casca (anona, abacate e kiwi),
bem como as folhas de abacateiro,da marca “Botanicum”, foram adquiridas num
estabelecimento comercial.

Por fim, as folhas de kiwi e anona foram colhidas em Castelo Branco e em Ponta Delgada,

respetivamente.

4.1.2. Reagentes

Todos os reagentes usados ao longo deste trabalho estao apresentados de seguida, na
Tabela 2.

Tabela 2- Reagentes utilizados para a realizacdo dos ensaios

ENSAIO Reagente Marca
Acetonitrilo Fisher®
Acetato de sédio Fluka®
Acido acético glacial Merck®
PITC Thermo Scientific®

Mistura padrao

s Thermo Scientific®
aminoacidos

Fenilalanina Sigma®
; Acido glutamico BDH chemicals®
- Acido aspdrtico BDH chemicals®
Glicina Sigma®
Lisina Sigma®
Leucina BDH chemicals®
Histidina Sigma®
Alanina Sigma®
Prolina Sigma®
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Metionina Sigma®
Tirosina Sigma®
trietilamina Fisher Scientific®
Acido cloridrico Merck®
wl
fa)
5
(] MTT Sigma®
=<
(@]
-
DPPH Alfa Aesar®
Metanol Fisher®
NaNO, Riedel-de Haen®
2 AICI; Riedel-de Haen®
= NaOH J.T.Baker®
<
g Folin-Ciocalteau Sigma®
8 Na,CO; Merck®
= . . . ®
3 Acido galico Sigma
a.
g Catequina Sigma®
© Rutina Sigma®
Acido tanico Merck®
FeCls Fluka®
Ka [Fe(CN)e] Merck®
DMEM Lonza®
®
. RPMI Lonza
w L ®
< Tripsina Lonza
5 ®
> Pen-strep Lonza
wl
(@]
- FBS Lonza®
g ®
> PBS Lonza
= L-Glutamina Lonza®
DMSO Fisher Scientific®

26



Procedimento experimental: materiais

4.1.3. Linhas celulares

As linhas celulares utilizadas nos ensaios foram Caco-2 (ATCCHHTB-37) e HepG2
(ATCC#HB-8065) , sendo linhas celulares derivadas de epiteliais do adenocarcinoma colo-
rectal e do carcinoma hepatocelular, respetivamente.

A linha celular de Caco-2 foi colocada a crescer e desenvolver-se em meio RPMI, onde foi
adicionado 10 % de FBS, pen-strep e L-glutamina, numa estufa a 37°C e 5% de CO..

A linha celular de HepG2 foi colocada a crescer e desenvolver-se em meio DMEM, onde
foram adicionados os mesmos componentes referenciados para o meio RPMI, numa
estufa a 37°C e 5% de CO,.

A ambas as linhas celulares, o meio de cultura foi mudado a cada 48h.

4.1.4. Equipamento

A centrifugacdo dos preparados de polpa de todas as frutas foi feita numa centrifuga

®

Beckman™, modelo J2-21 e as amostras mais pequenas foram centrifugadas numa Mini

Spin F45-12-11 da Eppendorf®.

A liofilizagdo das amostras foi feita num liofilizador Heto® PowerDry 3000 e as medicbes
de pH num aparelho WTW inoLab®.

As analises por HPLC (High Precision Liquid Chromatography) foram realizadas num

aparelho  VWR- Hitachi LaChrom EIite®, com uma coluna LiChroCART® 250-4

LiChrospher® 100 RP-18 (5um) da Merck® e software EZChrom Elite® para a andlise dos

dados obtidos. A detecdo foi realizada com recurso a um detector do tipo DAD (diode
array detector).
Foi também utilizado um espetrofotémetro M350 Double Beam UV-Vis

Spectrophotometer e um espetrofotdmetro multi-canal leitor de microplacas

Tecan®Sunrise.
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As condicGes de esterilidade/assépsia necessarias para o trabalho com as linhas celulares
foram garantidas usando uma cdmara de fluxo laminar Esco® Class Il Biohazard Safety
Cabinet, sendo a incuba¢do de amostras realizada numa estufa Shel Lab CO2 Series da
Sheldon Mfg.Inc®.

A medicao da resisténcia das membranas celulares foi efetuada recorrendo ao uso de um

medidor Millicell® ERS-2 equipado com um eléctrodo MERSSTX01.
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4.2. METODOS

4.2.1. Preparacao de extratos

4.2.1.1. Preparacdo de infusées

Para a preparacao dos extratos, foram efetuadas infusdes das folhas e das cascas de
Actinidia deliciosa, Persea americana Mill. e de Annona cherimola, bem como de folhas
de Fraxinus angustifolia, Pneumus boldus, Pterospartum tridentatum e Cynara
cardunculus da subspécie scolymus.

Para a infusdo colocou-se 10g de folhas e cascas em 100 mL de dgua da torneira,
previamente colocada em ebulicdo, durante 10 min. Findado este tempo, a infusdo foi

filtrada, em papel de filtro Whatman 1 e foi congelada para posteriormente liofilizar.

4.2.1.2. Digestdo dcida

Para a preparacdo da polpa de Actinidia deliciosa, Persea americana Mill. e de Annona
cherimola, os frutos, sem casca e carogos, foram pesados. Assim, 150 g de fruto foram
triturados, formando uma polpa ao qual se adicionou uma solucdo de HCl a pH 1, de
modo a simular o ambiente acidico sentido no estdbmago, pela qual a polpa passa na
digestdo. Seguidamente este preparado foi colocado em agitacdo permanente por 1h, a
37°C, de modo a também simular o processo ocorrido na fruta aquando a sua ingest3o.

Apbs este tempo, o preparado foi guardado, para posterior centrifugacao e liofilizacdo.
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4.2.2. Identificacdo e quantificacio de aminoacidos

4.2.2.1. MS (injegdo direta)

Os espetros de massa com ionizacao por electrospray (ESIMS) foram obtidos utilizando
um espectrometro de massa LCQDuo (Thermoquest). Todas as amostras foram
dissolvidas em dcido cloridrico e as respetivas solu¢des introduzidas diretamente no
sistema, a uma velocidade de fluxo de 5 pL/min. O capilar foi aquecido a 200 °C e mantido
a uma voltagem de 4,5 kV. As condi¢des experimentais foram optimizadas de modo a que
os i0es de interesse (moléculas protonadas) apresentassem uma abundancia maxima.
Foram realizadas experiéncis MS/MS de modo a obter fragmentacdes caracteristicas das
moléculas protonadas. Como gdas de colisdo foi usado hélio e a energia de colisdo foi
sendo gradualmente aumentada até serem observados quer o ido precursor, quer os ides
fragmento. Todos os espetros foram adquiridos no modo de ionizacdo positivo. A

aquisicao e tratamento de dados foi feita recorrendo ao software Xcalibur.

4.2.2.2. Derivatizagdo

Vdrios sdo os métodos que permitem a identificacdo e quantificacdo de aminoacidos em
diversos tipos de amostras. Existem varias abordagens especificas para a sua detec¢do [84-
87], contudo estes métodos requerem instrumentacdo dispendiosa, nem sempre
disponivel.

A determinacdo destes aminodcidos pode ser conseguida recorrendo tanto a GC-MS,
como a LC-MS, contudo a sua detecgao direta por UV ou fluorescéncia é dificil devido a
auséncia de grupos cromoforos ou fluoréoforos fortes [88]. Como tal, a sua marioria

necessita de uma etapa de derivatizacao [89].

Tendo em conta todas as vantagens e desvantagens apresentadas para o uso dos varios
agentes, optou-se por realizar a derivatizacdo em pré-coluna, com o uso do reagente

derivatizante PITC.
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Foram testados vdrios métodos de derivatizacdo, sendo que o método seleccionado foi
optimizado, alterando-se algumas das suas variaveis.

O método escolhido foi o recomendado pelo fornecedor do agente derivatizante
escolhido (PITC), com algumas alteragdes.

Assim, colocou-se 20 uL de solugdo padrdo/extratos aquosos a secar, sob corrente de N,.
Apds secagem, a pelicula de amostra resultante foi dissolvida em 100 pL de “coupling
solution” (acetonitrilo:trietilamina:agua — 10:2:3) e levada novamente a secar. De
seguida, os aminoacidos residuais foram novamente dissolvidos em 100 pL de “coupling
solution”, tendo-se adicionado também 5 uL de PITC. Deixou-se a reagao a dar-se por 10
min, a temperatura ambiente.

Findado o tempo de reacao, as solugGes foram postas a secar, até que uma nova pelicula
esteja formada e toda a solucdo tenha evaporado.

O produto resultante, complexo PTC-aminodcidos, cuja reacdo de formacdo é
apresentada na Figura 10, foi dissolvido em 250 uL de solvente de andlise

(dgua:acetonitrilo — 7:2) e analisado por HPLC-RP-DAD a 254nm.

R 0 R ¢
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PITC AMINOACIDO PTC-AMINOACIDO

Figura 10- Esquema reacional da interagdo do PITC com os aminoacidos
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4.2.2.3. HPLC-RP-DAD

Nas diversas industrias (farmacéutica-principios ativos [90], alimentar-agucares,
vitaminas, proteinas [91], ambiental [92]) é frequentemente necessdrio separar, isolar,
identificar e quantificar componentes de misturas por
vezes bastante complexas [93]. Como é o caso dos
aminodcidos, na industria alimentar, por exemplo [94].

O método para quantificacdo de aminoacidos por HPLC,

Figura 11, é de um modo geral, rapido e bastante sensivel

[95], para além do facto de este tipo de instrumentacao ter
a versatilidade de poder ser usado para muitos outros tipos
de ensaios [96].

Este tipo de instrumentacdo apresenta ainda a importante

vantagem de pode ser utilizado em analises de compostos

nao volateis ou termicamente instaveis, onde o GC-MS nao pode ser utilizado.

A cromatografia é uma técnica analitica baseada na separa¢do de moléculas devido as
suas diferengas na sua estrutura ou composigao.

A separacdo por cromatografia da-se através da migracao dos diversos componentes da
amostra através de uma fase estacionaria, por acao de uma outra fase, a fase mével [96].
Apds a introducdo da amostra no sistema cromatografico, os componentes desta
distribuem-se entre as duas fases e sdao transportadas, mais ou menos lentamente que a
fase mdvel consoante a sua afinidade com esta fase. Sendo que os componentes com
maior afinidade com a fase estaciondria movem-se mais lentamente [95, 96].

No caso do estudo em questdo a coluna usada foi de fase reversa, ou seja, com uma fase

estaciondria de baixa polaridade ou mesmo apolar.

Heinrikson [97] sugere um método cromatografico usado para detecdo e separacao de

aminodcidos com aplicacdo comprovada. Contudo, este método sofreu otimizacdo, a fim

a se conseguir obter uma melhor resolucdo cromatografica.
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Apds o término do processo de otimizacdo, o método definitivo foi aplicado a uma
mistura padrdao, bem como as amostras em estudo.

Por conseguinte, para a andlise das amostras (padrdo e extratos) por HPLC-RP-DAD foi
utilizado um gradiente de eluigdo composto por uma solugao A ( acetato de sédio 0,14M
a ph 6,5), uma solucdo B ( acetonitrilo) e um eluente C (agua).

O método usado segue o seguinte programa: 0 minutos: 100% A; 30 minutos: 75% A e
25% B; 31 minutos: 70% B e 30% C; 36 minutos: 70% B e 30% C; 40 minutos: 100% A; 45
minutos: 100% A.

4.2.3. Biodisponibilidade e permeacao da barreira intestinal

Durante os ultimos anos, o interesse pela interacdo de compostos, com o organismo tem
vindo a aumentar. Tal interesse é aplicado, por exemplo, a industria farmacéutica, onde a
importancia da perce¢do dos mecanismos pelos quais existe absor¢do de compostos a
nivel celular é evidente. Um dos casos recai sobre a adsorcao de farmacos pelo epitélio
intestinal. A permeabilidade da barreira gastrointestinal é assim uma das importantes
caracteristicas que deve ser considerada nestes estudos [98, 99].

Desta maneira, é necessario o desenvolvimento de ensaios in vitro capazes de simular as
condicGes verificadas in vivo para este tipo de transporte e absorcao.

As células Caco-2 s3ao as mais aconselhdveis de usar nestes ensaios, pois sao células de
origem humana e podem ser facilmente manipuladas em culturas, de maneira a que
exibam diversas carcteristicas similares ao epitélio do intestino delgado humano [100].

Apds crescimento e diferenciacdo, as células sdo colocadas em suportes, do tipo
Transwell®, representada na Figura 12, contendo um suporte poroso e permeavel, que

permitem o acesso de ides e nutrientes a ambos os lados da monocamada celular.

Neste modelo, sdo colocados inserts permeaveis de culturas celulares. Nestes inserts, as
células sdo deixadas a crescer e a diferenciarem-se por determinado tempo, até que se
verifigue a formacdo de de camadas confluentes, com propriedades de barreira bem

definidas [100, 101].
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Figura 12-Representacdo esquematica do principio basico de um ensaio em Transwell® ( adaptado
de : http://www.solvobiotech.com/technologies/monolayers-assay)

O movimento de compostos, adicionados a camara superior (lado apical) da Transwell® e

gue se deslocam para a camara inferior (lado basolateral), mede a absorcdo. Enquanto
gue o movimento de compostos adicionados ao lado basolateral e que se deslocam para

o lado apical, mede o transporte ativo.

Para os ensaios de permeacao, as células Caco-2 foram colocadas a crescer e a
diferenciarem-se em placas Transwell® de 12 pocos.

No lado apical foram colocados 500 uL de suspensado celular (5x10* células) e no lado
baso-lateral foi colocado 1 mL de meio RPMI. A ambos os lados foi renovado o meio a
cada 48h.

Ao fim de 21 dias, quando a confluéncia celular pretendida se verificou, foi avaliada a
integridade das monocamadas formadas, recorrendo a um medidor de resisténcia da
membrana. Para valores acima de 250 Ohm considera-se que a membrana se encontra
nas condicdOes ideais para a realizacdo dos ensaios.

O meio foi removido e substituido, no lado apical por 600 pL de solugcao de RPMI com
extrato, numa concentragdo de 0,5 mg/mL, tendo-se realizado também pocos de controlo
onde apenas foi colocado meio RPMI e no lado basolateral 1,6 mL de meio RPMI.

Incubaram-se as amostras durante 24h numa estufa a a 37°C contendo 5% de CO..
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As amostras foram recolhidas no tempo 0h (quando foram colocados os extratos) e no
tempo 24h (passadas 24h da colocac3o dos extratos) e congeladas a -20°C para posterior
analise por HPLC-RP-DAD.

Findadas as 24h, adicionou-se PBS ao lado apical (2x 200uL) com o fim de lavar a
membrana, tendo-se depois adicionado 100uL de PBS para ressuspender as células. Estas

células foram recolhidas e congeladas a -80°C.

4.2.4. Determinacio de atividades bioldgicas

4.2.4.1. Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo importantes nutracéuticos, devido ao facto de apresentarem
iniumeros beneficios para a saude [61].

Estes compostos interagem com os radicais livres, neutralizando-os e consequentemente
prevenindo danos a nivel celular. Assim, os antioxidantes, entre outros, apresentam a
elevada vantagem de terem capacidade de controlar naturalmente a formacdo destes
radicais.

Tem havido um aumento do interesse na procura destes compostos e consequente
aplicacdo de diversos métodos na sua procura [102-105].

Um dos métodos mais usados recorre ao uso 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), devido a
estabilidade do seu radical DPPH'".

Quando a solug¢ao de DPPH é misturada com uma substancia com capacidade de doar um
atomo de hidrogénio, ocorre a formacao da sua forma reduzida (difenil-picril-hidrazina),
como pode ser observado na Figura 13, havendo por conseguinte perda da cor roxa

inicial.
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Figura 13- Representacao esquematica da reducdo do radical livre DPPHe na presenca de uma
substancia com propriedades antioxidantes (adaptada de : (Teixeira et al. 2013))

Os ensaios de DPPH foram realizados seguindo a metodologia descrita por [106], sendo
um método espetrofotométrico.

O equipamento utilizado requer o uso de uma cuvette na frente ao qual é subtraido o
valor da absorvancia da cuvette de trds. Assim, para a leitura do branco foi colocado na
cuvette de trds 1000 pL de metanol e na da frente 1000 pL de solugao de DPPH com 10 ulL
de agua destilada.

Para a leitura das amostras de extratos, foram colocados na cuvette de tras 10 uL de
solucdo de extrato com 1000 pL de metanol e na cuvette da frente 10 uL de solugdo de
extrato com 1000 puL de DPPH. De seguida, esperou-se 30 minutos e leram-se as
absorvancias a 517nm.

Os ensaios realizados foram realizados em triplicado.

Os resultados foram expressos em percentagem de reducdo do DPPH® relativamente ao

controlo e calculado através da seguinte equacao:

AA(%) = [(Acontrolo'Aamostra)/(Acontrolo] x 100
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onde AA (%) representa a atividade antioxidante e Acontrolo e Aamostra S30 absorvancias da
solucdo de controlo e da amostra, respetivamente. Os ensaios foram realizados a
diferentes concentracbes, de modo a permitir a determinacdo da concentracdo para a

qual a atividade antioxidante é 50% (ECs).

4.2.5. Identificacao dos compostos bioativos

Os compostos fendlicos sdao compostos amplamente distribuidos no reino vegetal
(considerados metabolitos secunddrios das plantas), em particular nos frutos e outros
vegetais.

Este tipo de compostos podem apresentar um vasto conjunto de estruturas e funcgdes,
mas apresentam, na sua maioria, um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilos
substituintes [63].

O grupo dos compostos fendlicos inclui os acidos fendlicos (constituidos pelos acidos
hidroxibenzodicos (por ex. acido gdlico) e acidos hidroxicinamicos (por ex. acido

cafeico)), flavondides (quercetina, cianidina e catequina) e compostos altamente
polimerizados (lenhinas, melaninas e taninos) [64].

Para ser possivel uma identificacdo e quantificacdo mais rigorosa destes compostos

(fendis e taninos) deverd recorrer-se a técnicas adicionais, como as cromatograficas.

4.2.5.1. Fendis Totais

A presenga destes compostos nos alimentos consumidos e em plantas usadas na
preparacao de infusGes apresenta inumeras vantagens farmacolégicas, entre elas o

combate de doencgas neurodegenerativas [65].

O ensaio mais comummente utilizado para a quantificacdo de compostos fendlicos totais
recorre ao uso do reagente de Folin-Ciocalteau [107]. Na presenca de compostos
fendlicos, o reagente faz com que ocorra a transferéncia de eletrées, em meio alcalino

[108], desses mesmos compostos e de outras espécies redutoras, para o Molibdénio
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presente na constituicio do reagente [109]. Tal reacdo faz com que sejam formados
complexos azuis [109, 110], passiveis de serem lidos espetrofotometricamente, em
comprimentos de onda compreendidos entre 760-765 nm [111].

A determinacgdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos aquosos foi efetuada
recorrendo a um método espetrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau,
adaptado da metodologia descrita na literatura [112]. Para a realizagdo da curva de
calibracdo foi utilizado o reagente padrdao de acido galico, cuja estrutura se encontra
representada na Figura 14.

Foram colocados 30 uL de extrato (1 mg/mL) juntamente com 1350 uL de dgua destilada.
De seguida, foram adicionados 30 uL de reagente de Folin-Ciocalteau e esperou-se cerca
de 3 min. Por fim, foram adicionados 90 uL de Carbonato de sddio (Na,CO3) a 2%. As
amostras foram colocadas sob agitacdo durante 2h e por fim foram lidas a 760 nm.

Reta de calibragdo: Absorvancia=0,0693 Acido galico - 0,0394
o . OH

-, -~

HO ~0H

Figura 14- Estrutura quimica do acido galico

4.2.5.2. Taninos

De acordo com a sua estrutura quimica, os taninos distinguem-se em dois grupos:
hidrolisdveis e condensados, sendo que estes ultimos sdo mais comuns que os
hidrolisaveis [80]. Este tipo de taninos sdo polimeros constituidos por unidades de

flavandis [80, 81].
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Este grupo de compostos fendlicos é definido como anti-nutriente de origem vegetal,
devido ao facto de conseguirem fazer precipitar proteinas, inibir enzimas digestivas e
diminuir a utilizacdo de vitaminas e minerais, sendo que ndo devem ser consumidos em
elevadas quantidades [82]. Por outro lado, os taninos sdao também vantajosos para a
saude, sendo constituintes de alimentos derivados de plantas e bebidas.

Para a realizacdo da curva de calibragdao foi utilizado o padrdao de acido tanico,

representado na Figura 15.
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Figura 15- Estrutura quimica do acido tanico

A 300 pL de agua destilada adicionou-se 100 pL de extrato (1 mg/mL). De seguida foram
adicionados 300 pL de Cloreto de Ferro (lll) 0,1M em(FeCls- preparado em HCl 0,1M) e
300 pL de Ferrocianeto de potdssio (CsNeFeK,). As amostras foram lidas a 605 nm.

Reta de calibracdo: Absorvancia=0,0052 Acido tanico + 0,2745
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4.2.6. Determinacao da citotoxicidade dos extratos aquosos (HepG2 e Caco-2)

Em ensaios realizados in vitro é necessdrio avaliar o efeito que os compostos colocados
em contacto com as células tém nestas. E necessario verificar se a resposta celular aos
compostos farmacéuticos, quimicos e a nutrientes colocados no seu meio, representam
uma situacdo de risco para as células ou se, pelo contrario, Ihes conferem beneficios
[113].

Um dos ensaios mais comummente usados para testar a citotoxicidade é o MTT (Brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazol), que essencialmente monitoriza a perda
de células viaveis.

Este é um ensaio colorimétrico que mede a reducdo do MTT de cor amarela, pelo
succinato desidrogenase mitocondrial, refletindo de forma rapida e precisa, a atividade
metabdlica de células vidveis. Como a reducdo do MTT sé pode ocorrer em células
metabolicamente activas, o nivel de atividade é uma medicdo da viabilidade das células.
O principio basico do ensaio baseia-se no facto de o MTT entrar na célula e seguidamente
na mitocondria, onde é reduzido a um produto insoluvel de cor roxa, o formazan. O
esquema reacional desta reagdo encontra-se apresentado na Figura 16.

Sendo que a quantidade de formazan produzido é diretamente proporcional ao nimero
de células vidveis na amostra.

O produto formado pode ser solubilizado usando metanol ou DMSO e o material

resultante dissolvido é medido espetrofotometricamente.

Q Succinato desidrogenase —_—
N mitocondrial N—NH
‘3

MTT reduzido

Figura 16- Esquema reacional da redugdo do MTT, através da enzima succinato desidrogenase (
adaptado de: (Ebada et al. 2008))
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O ensaio de citotoxicidade foi realizado em células HepG2, utilizando os extratos de
cascas e polpa de Actinidia deliciosa, Persea americana Mill. e de Annona cherimola Mill.
Numa primeira abordagem, a linha celular foi colocada a crescer e a desenvolver em
frascos de cultura, em meio DMEM, numa estufa, a 372C contendo 5% de CO,.

Apds a observagao da confluéncia celular adequada , o meio foi descartado e as células
lavadas com 2 mL de PBS (1:9 (v/v)). De seguida adicionou-se 1 mL de tripsina para que
haja remocao das células das paredes do frasco e incubou-se durante 5 min na estufa.
Findados os 5 min procedeu-se a contagem de células vidveis num hemacitometro,
recorrendo a solucdo de azul tripano. As células retiradas do frasco adicionou-se meio
DMEM de forma a obter uma concentracdo final de 5x10% células/mL.

Assim, as células (100 pL) foram colocadas a crescer e a diferenciarem-se em microplacas
de 96 pogos com uma concentragao de 5x10° células/poco em meio DMEM, até atingirem
a aderéncia e confluéncia pretendida (cerca de 48 h), na estufa anteriormente usada.
Seguidamente, o meio foi descartado, e substituido por 100 ulL/pogco de solugdo de
concentracao crescente dos extratos, dissolvidos em DMEM. Ao fim de 24 h de incubacao
na estufa, as solugdes foram substituidas por 100 uL/pogo de solugdo de MTT (1mg/mL
de meio de cultura) e voltou a incubar-se, nas mesmas condicdes, durante 4h.

Retirou-se o MTT e adicionou-se 100 ulL/po¢o de DMSO a cada pogo. Apds 1lh de
incubacdo, leu-se absorvancia 595 nm (referéncia 630 nm) num leitor de microplacas. O
ensaio de controlo foi preparado com as células crescidas em DMEM, sem a adi¢do dos
extratos em estudo. Os ensaios foram realizados em quadruplicado.

A densidade dptica celular média dos pogos foi comparada com a densidade média dos
pocos de controlo. A concentracdo que provoca a diminuicdo de 50% de viabilidade
celular (ICsg), foi determinado a partir de uma regressao linear, por correlacdo da

percentagem de inibicdo em funcdo do logaritmo das concentragdes testadas.

A percentagem de viabilidade celular é obtida através da seguinte equacao:

Viabilidade celular (%) = (Absorvancia,mesira/média de Absorvanciaconirolo) X 100
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Resultados e discussao

Os resultados apresentados e discutidos neste trabalho tiveram como base o estudo do
efeito de infusGes de folhas de vdrias plantas utilizadas na medicina tradicional
portuguesa para reduzir o colesterol na corrente sanguinea ou facilitar o processo
digestivo, na permea¢dao de aminodacidos através da barreira intestinal. Antes de se
proceder a este estudo foi necessario desenvolver um método analitico para detecdo de
aminodcidos, que permitisse uma identificagdo sem a utilizacdo de compostos muito
nocivos para a saude como a piridina, encontrando-se estes resultados apresentados na
sec¢do 5.1. Apds a definicdo do método analitico procedeu-se ao estudo do efeito de
infusdes de anona, alcachofra, freixo, carqueja, boldo, e kiwi sobre a permeacdo de
aminodacidos em sistemas celulares que simulam a barreira intestinal, formada por linhas
celulares Caco-2, cujos resultados se apresentam na sec¢ao 5.2. Este estudo foi dividido
em extratos aquosos de folhas da planta respetiva, que é o sistema utilizado na
preparacao das infusdes, estando os resultados apresentados em 5.2.1 e em extratos
aquosos de cascas dos frutos, anona, abacate e kiwi, numa tentativa de eventual
valorizacdo destes residuos, estando os resultados descritos na sec¢do 5.2.2. Uma vez
gue, com qualquer um destes dois sistemas se encontraram modificacdes na permeacdo
de aminodcidos, procedeu-se em seguida a identificacdo (resultados na seccdo 5.3.1) e
quantificacdo de compostos fendlicos presentes nestes diferentes extratos (resultados na
seccdo 5.3.2). Neste estudo de identificacdo preliminar optou-se por iniciar o processo de
extracdo de compostos fendlicos e aminoacidos dos frutos (anona, kiwi e abacate) para
gue no futuro se pudesse entender a acdo dos sumos de fruta neste processo de
permeacdo de aminodcidos. Uma vez que estas preparacdes aquosas mostraram ter
efeito na permeacdo de aminoacidos estudou-se também a sua atividade antioxidante
(resultados na seccdo 5.4.1) e fizeram-se estudos de toxicidade em linhas celulares, na
perspetiva de desenvolvimento de novos alimentos funcionais (resultados na seccdo

5.4.2).
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5.1. Identificacao e quantificacao de aminoacidos

A andlise de aminoacidos é uma importante técnica, com inUmeras aplicacbes em
diversas areas como a bioquimica, farmacéutica ou em investigacao clinica.

A presenga de um numero substancial de aminodcidos em diferentes concentragdes exige
o recurso a sistema cromatograficos, para separacgao, identificagdo e quantificacdo
destes. Estes métodos de determinacdao envolvem, normalmente, uma cromatografia de
troca idnica ou HPLC de fase reversa [114].

No presente estudo recorreu-se a HPLC-RP-DAD, contudo os compostos necessitam de
sofrer uma etapa prévia de derivatizacdo dado que a estrutura dos aminodcidos, por ndo
conter duplas ligagdes conjugadas, ndo torna possivel a determinagdo por UV, a
comprimentos de onda relativamente baixos. Assim, sendo que o grupo amino destes
compostos pode ser facilmente derivatizado, sdo formados produtos capazes de absorver
nesta gama de comprimentos de onda [114-117].

Os agentes derivatizantes, utilizados em pré- ou pds-coluna podem ser de vdrios tipos,
dependendo do que se apresente mais conveniente tendo em conta as caracteristicas da
amostra a analisar [117-120].

Os aminodacidos também podem ser analisados por métodos, como a espetrometria de
massa, que ndo requerem derivatizacdo e que sdo baseados nas diferencas de massas
moleculares entre cada um.

Neste capitulo apresentam-se os resultados preliminares por espetrometria de massa
(5.1.1), os resultados de derivatizacdo para analise por HPLC-DAD (5.1.2), bem como as

respetivas conclusdes.

5.1.1. MS (injecao direta)- aminoacidos

Para obviar ao processo de derivatizacdo, pode recorrer-se a espetrometria de massa
com injecdo direta num espectrometro de massa. Para avaliar esta possibilidade comecou
por injetar-se os aminoacidos individualmente para estabelecer uma base de dados e

verificar a possibilidade de identificar cada um dos aminoacidos numa mistura.
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O método de injecdo direta consiste na introducdo direta da amostra no equipamento,
sem que exista um processo prévio de extracao e derivatizagao.

Uma andlise por injecdo direta no MS e MS/MS foi realizada para cada analito
individualmente, a fim de se verificar a sua presenc¢a na mistura. Os respetivos espetros
encontram-se no Anexo A. A espetroscopia MS/MS permite a aquisicdo de maiores
informagdes sobre a amostra, pois inclui uma etapa adicional de colisdo do fragmento,
gue permite a detecdo de novos fragmentos formados a partir do primeiro.

Na tabela 3 encontram-se resumidos a identificagdo dos picos maioritarios em MS e os

respetivos fragmentos em MS/MS.

Tabela 3- Identificacdo dos picos correspondentes aos aminoacidos

Pico lao percursor lao produto Ms?>  Aminoacido

1 [M-H] 134,04 (134) 116,88 Acido Aspartico
2 [M-H] 148,10 (148) 130,102 Acido Glutamico
3 [M-H] 89,95 (90) 62 Alanina

4 [M-H] 175,17 (175) 157,130,116  Arginina

5 [M-H] 166,10 (166) 120 Fenilalanina

6 [M-H] 75,95 e Glicina

7 [M-H] 156,14 (156) 110 Histidina

8 [M-H] 132,01 (132) 86 Leucina

9 [M-H] 147,13 (147) 130 Lisina

10 [M-H] 150,01 (150) 133,104 Metionina

11 [M-H] 116,06 (116) 70 Prolina

12 [M-H] 182,12 (182) 165 Tirosina

A injecdao direta de aminoacidos foi realizada com o intuito de se poder comprovar a
possibilidade de detectar e quantificar a presenca de aminoacidos em amostras, sem que
seja necessario uma etapa prévia de derivatizagao.

Contudo, como as amostras em estudo sdo misturas de elevada complexidade e como tal,
a realizacao da derivatizacdo seguida de andlise por HPLC-RP-DAD foi preferencial.
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5.1.2. Derivatizacio e analise por HPLC-DAD

Como referido anteriormente, a detegao por UV é uma das técnicas mais comuns em
HPLC, mas por vezes apresenta baixa sensibilidade para determinados compostos.

A detecdo cromatografica de compostos que ndo possuem um grupo cromoéforo ou
fluoréforo podem ser alterados e melhorados através da derivatizagdo, de modo a
produzir derivados que absorvam nos comprimentos de onda desejados.

A derivatizagdo também pode melhorar a retencdo cromatografica de compostos polares
e a resolucao de compostos que eluam a tempos de retencdo similares, dado que os seus
derivados sdo usualmente mais hidrofdbicos que os analitos ndo derivatizados.

No procedimento usado, os aminodacidos reagem com o agente derivatizante,
fenilisotiocianato (PITC) dando origem a feniltiocarbamil (PTC-aminoacidos). Estes
PTC-aminodcidos sdo posteriormente separados por HPLC e identificados e quantificados
com elevada sensibilidade a 254 nm. A reagdo de derivatizagao pode ser visualizada na

Figura 17.

R 0 L R O
£ I

N=—=C=—5 * HN — HLH
kS S

PITC AMINOACIDO PTC-AMINOACIDO

Figura 17- Esquema reacional da interag¢do do PITC com os aminoacidos

Um dos métodos mais comummente usados [97] envolve a utilizacdo de piridina. Neste
tipo de reacdo, a piridina é usada como catalisador da reagdo, com o objetivo maioritario
de aumentar a reatividade do reagente usado. Dado o elevado interesse em eliminar a
sua utilizacao, devido a sua toxicidade e visto que ndo representa parte fundamental no
processo de derivatizacdo, outras solu¢cbes podem surgir. Assim, uma das solucdes é a
utilizacdo de um excesso dos restantes reagentes, podendo-se também fazer uso de
acetonitrilo para facilitar a reacao.

Nesta etapa foram modificadas as seguintes condi¢cdes experimentais: i) método de

derivatizacdo; ii) volume de amostra.
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A otimizagdo de i) foi feita recorrendo a uma mistura padrao em solugdo, de aminoacidos.
Nesta etapa foram seleccionados dois métodos distintos de derivatiza¢do, com PITC, um

retirado da literatura [121] e o outro adaptado das indicac¢des retiradas do fornecedor do
agente derivatizante (Sigma®). O método de derivatizacdo retirado do fornecedor do

agente derivatizante sugeria na constituicao da “coupling solution” uma fragao de piridina
(acetonitrilo:piridina:trietilamina:agua- 10:5:2:3), contudo esta foi retirada, pelas razdes
atras referidas.

Os métodos foram posteriormente avaliados pelo cromatograma obtido para cada um no
HPLC-RP-DAD.

As Figuras 18 e 19, mostram os cromatogramas obtidos, usando o mesmo método de
HPLC, fazendo-se variar o método de derivatizacdo usado.

A Figura 18 corresponde ao método de derivatizacdo retirado da literatura (aminoacidos
- secar > adicdo metanol:dgua:trietilamina (2:2:1) > secar - adicdo
metanol:agua:trietilamina:PITC (7:1:1:1) - secar > HPLC) e a Figura 19 corresponde ao
método de derivatizacdo adaptado do fornecedor de PITC (aminoacidos = secar =
adicao acetonitrilo:trietilamina:agua (10:2:3) 2> secar 2> adicao

acetonitrilo:trietilamina:agua (10:2:3) - adi¢do PITC - secar = HPLC).

1300000 -
= Amostra n

1100000 -

Branco

900000 -

700000 -

500000 -

Absorvancia

300000 -

100000 -

-100000 7 9 11 13 15 17 19
Tempo (min)

Figura 18- Cromatograma obtido com derivatizacdo adaptada de [121]
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Figura 19- Cromatograma obtido com derivatizacao do protocolo Sigma®

Pela a andlise dos cromatogramas acima mostrados, é possivel observar que o método
adaptado do fornecedor de PITC leva ao aparecimento de um maior numero de picos e
consequentemente a detecdo de um maior nimero de aminodcidos da mistura.

Uma das hipdteses apresentada para as diferencas observadas reside, por um lado, no
facto do agente derivatizante ser adicionado isoladamente, na derivatizagao do
fornecedor ou em mistura, no caso da derivatizacao retirada da literatura, o que podera
sugerir que é necessario realizar a diluicdo do residuo de aminodacidos que fica apds
secagem, previamente a adicdo do PITC. Por outro lado, é colocada a hipdtese de o
acetonitrilo ser mais eficaz como catalisador da reagdo e por conseguinte dar origem a
um cromatograma com maior resolucdo e com mais picos detectados, como referido
anteriormente.

Por estas razbes, este método foi o escolhido para a realizacdo das derivatizacGes
efetuadas no decorrer dos restantes estudos.

A otimizagdo ii) foi realizada fazendo-se variar o volume de amostra usada na
derivatizacdo, tendo-se realizado os ensaios iniciais com 10 pL de amostra e com 20 plL de
amostra. Apds a escolha do método de derivatizacdo e de HPLC-RP-DAD e com o intuito
de obter picos de maior drea optou-se por usar 20 uL, como é possivel comprovar pelas

Figuras 20 e 21.
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Dado que a reacdo de derivatizacdo consiste em dois passos, de relativa simplicidade, re-

hidratacdo com “coupling solution” e derivatizacdo com PITC, esta etapa nao requeriu

grandes alteracdes, tendo-se atingido os objetivos de forma rapida.
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300000
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= Amostra
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-100000 -
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Figura 20- Cromatograma obtido para a derivatizacdo e HPLC finais, com 10 pL de amostra
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Figura 21- Cromatograma obtido para a derivatiza¢gdo e HPLC finais, com 20 pL de amostra
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Optimizadas as condi¢des de derivatizacdo, foram testados varios processos de andlise
por HPLC-RP-DAD, tendo-se feito variar a composicao dos eluentes e seus respetivos
valores de pH, bem como o programa de gradiente, ou seja, as propor¢ées em que cada
eluente é usado ao longo da analise e o tempo da mesma. Foi usado um HPLC-RP-DAD em
modo gradiente, em que a composicao varia ao longo da eluicdo, visto a amostra utilizada
ser uma mistura de vdrios componentes.

Numa primeira abordagem foi experimentado um método (1), adaptado de [97]com
tempo de corrida de 67 minutos, a 30 °C e com eluentes acetonitrilo e TFA, como mostra
a Figura 22. Como é possivel observar pelo cromatograma, o tempo necessario para a
eluicdo nestas condicbes é de cerca de 20 min e os picos encontram-se com baixa
resolucdo, assim como é insuficiente a detecdo de todos os aminodcidos presentes na
amostra.

Desta maneira, foi experimentado um segundo método (2) [122], Figura 23, desta vez de
apenas 25 minutos de analise, a mesma temperatura do método (1) e com a substitucdo
do TFA por acetato de sddio a pH 5,7 e adi¢cdo de dagua na fragdo de acetonitrilo.

Estas altera¢Oes levaram a uma diminuicdo dos tempos de retencdo dos componentes.
Para além disso, foi visivel o aumento do nimero de picos, sendo portanto possivel
detectar um maior niumero de componentes.

Estas altera¢des podem ser explicadas essencialmente por dois pontos. Por um lado, é de
salientar que a adicdao de agua ao acetonitrilo apresenta vantagens, pois uma maior
percentagem de solventes organicos, como é o caso do método (1), originam uma menor
resolucao, logo as quantidades usadas devem ser controladas e dai a melhoria na
resolugao verificada no método (2).

Por outro lado, o pH do primeiro para o segundo método foi aumentado, podendo
também este facto contribuir para uma maior resolucdo, sendo este um facto que é
corroborado pela literatura [123, 124], pois sabe-se que, teoricamente, um aumento no
pH da fase modvel leva a um aumento na resolucdo dos picos, para determinados

compostos, como os aminoacidos.
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Tempo | Temperatura Eluentes 250000 | ——Amostra
Acetonitrilo Branco
. o (A); TFA(B); _
67 min 30°C Metanol (C); 200000
Agua (D)
Programa de eluic3o: 2 150000 -
0 minutos: 2,5% A e 97,5% B; &
14 minutos: 3,7% A, 94,6% B, 0,5% Ce 1,2% D; g 100000 -
24 minutos: 5% A, 91,7% B, 0,9% C e 2,4% D; é
30 minutos: 6,3% A, 88,7% B, 1,4% C e 3,6% D; 50000 -
50 minutos: 17% A, 64,4% B, 5% C e 13,6% D;
62 minutos: 17% A, 64,4% B, 5% Ce 13,6% D; I\
63 minutos: 45% A, 15% C e 40% D ; U ~ Pt -
66 minutos: 45% A, 15% C e 40% D; 7 12 17 22
67 minutos: 2,5% A e 97,5% B -50000 - Tempo (min)
Figura 22- Método 1 testado em HPLC-RP-DAD
Tempo | Temperatura Eluentes
500000 -
Acetato de — Amostra
sodio 0,07M
25 min 30°C apH57(A); | 400000 - Branco
Acetonitrilo:
Agua (B) ﬂ,300000
Programa de eluicio: S
0 minutos: 90% A e 10% B; 2200000
5 minutos: 70% A e 30% B; 2
13 minutos: 52% A e 48% B; 2
13,5 minutos: 100% B; 100000
16 minutos: 100% B ;
16,9 minutos: 100% B; 0 T
17 minutos: 90% A e 10% B; L 20
24,5 minutos: 90% A e 10% B; -100000 - Tempo (min)
25 minutos: 90% A e 10% B

Figura 23- Método 2 testado em HPLC-RP-DAD

De seguida, foi testado um método (3) adaptado de [97] com tempo de analise de 45
minutos, pois tinha sido verificado que um método de analise de 69 minutos eram
excessivo, contudo 25 minutos de tempo de analise era insuficiente para a detecdo de
todos os componentes da amostra.

Foi mantida a concentracdo de acetato de sédio, com aumento do seu pH e a

temperatura do forno do HPLC-RP-DAD também foi aumentada.
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Estas alteracdes nos parametros levaram ao aparecimento de um maior nimero de picos,
como mostra a Figura 24, comparativamente com os métodos anteriormente
experimentados, a uma melhoria significativa da resolucdo da maioria dos picos e por fim
a uma diminui¢do na reten¢ao dos componentes.

Neste caso, o aumento do pH para um valor de 6,5, possibilitou novamente um aumento
na resolu¢do dos picos, comparativamente com o método anterior (2) em que foi
aplicado um pH 5,7. Para além disso, é sabido que também um aumento significativo da
temperatura leva a uma melhor separagdo entre solutos [125], que a temperaturas mais
baixas nao seria possivel. Ndo obstante, este aumento de temperatura origina uma
diminuig¢do na retengdo dos analitos.

Em [125] é descrito que um aumento da temperatura leva também a possibilidade de
diminuir a utilizacdo de solventes organicos, como o acetonitrilo. Este, € um factor de
elevada importancia, devido ao atual interesse em diminuir a utilizacdo destes mesmos
eluentes, com base numa quimica mais verde (“green chemistry”).

Numa ultima abordagem, Figura 25, foi testado um método (4) [97] semelhante ao
anterior, alterando apenas a concentracdo do acetato de sddio usado na eluicdo. Esta
alteracdo levou a uma ligeira diminui¢ao nos tempos de retencao.

Como é possivel observar existe uma diferenca bastante significativa na dete¢do dos picos
dos aminoacidos, comparativamente com o método inicialmente experimentado (1),
sendo que um maior niumero de aminoacidos consegue ser detectado, associado a um
aumento de resolucdo na eluicdo dos picos, tornando-os mais acessiveis de quantificar.
Por estas razdes, o ultimo método testado foi aplicado nas amostras posteriormente

obtidas na realizacdo dos ensaios de permeabilidade da barreira intestinal.
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Tempo Temperatura | Eluentes
Acetato de
sodio 0,07M

45 min 52 °C apH6,5(A);
Acetonitrilo
(B)

Programa de eluigdo:

0 minutos: 100% A;

30 minutos: 75% A e 25% B;
31 minutos: 30% A e 70% B;
36 minutos: 30% A e 70% B;
40 minutos: 100% A;

45 minutos: 100% A

1300000 -+
1100000 -
900000 -

700000

ancia

500000

Absorv

300000
100000

-100000 4 5

Figura 24- Método 3 testado em HPLC-RP-DAD

Tempo Temperatura Eluentes
Acetato de
sédio 0,14M

45 min 52°C apH 6,5 (A);
Acetonitrilo

(B)

Programa de eluigdo:

0 minutos:
30 minutos
31 minutos
36 minutos
40 minutos
45 minutos

100% A;

:75% A e 25% B;
:30% A e 70% B;
:30% A e 70% B;
:100% A;
:100% A

1500000 -
1300000 -
1100000 -
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700000 -
500000 -
300000 -
100000 -
-1ooé§B_t
-300000 -

<

Absorvanc

Figura 25- Método 4 testado em HPLC-RP-DAD
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Em modo de resumo, os parametros otimizados encontram-se explicitados na Tabela 4.

53



Resultados e discussao

Tabela 4- Parametros otimizados no processo de detecdo e quantificacdo de aminoacidos

Derivatizagao Quantidade Método HPLC
amostra
Ensaio Artigo Fornecedor | 10 uL | 20 uL | Método | Método | Método | Método
[121] PITC 1 2 3 4
( Sigma®)
1
X X X
2
X X X
3
X X X
4
X X X
5
X X X
6
X X X
7
X X X
8
X X X
9
X X X
10
X X X
11
X X X
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Findado o processo de otimizacdo, o método modificado foi aplicado a uma mistura de
aminodcidos preparada no laboratério (Fig 26a) e a amostras padrao em mistura
comercial (Fig 26b). Foi assim possivel a realizagdo de uma correspondéncia entre ambos
os cromatogramas, bem como fazendo uso de comparagdes com outros estudos

efetuados [122] com fim a identificacdo de cada pico do cromatograma da mistura, Figura

26.
== Branco = Fenilalanina = Acido glutdmico Tirosina a)
= Prolina = Metionina = Histidina = Glicina
Lisina e eUcina e Alanina Acido aspartico
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6000000
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800000 -
Ala L
- eu D
600000 ahr Tyy  Val et I8l he
400000 - ly Hi Pro
Ser
200000 - Glu L
0 T T T - T
ﬂ) 5 10 15 20 25 30 35
-200000

Figura 26- Perfis cromatograficos de misturas: preparada no laboratério (a); (b) padrdes de
aminoacidos comercial

Os aminoacidos apresentam caracteristicas muito especificas e como tal, os tempos de

retencdo a que cada amostra é eluida sdo dependentes dessas mesmas caracteristicas.
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Os cromatogramas para a mistura padrdo e para os aminoacidos individuais foram
realizados recorrendo a HPLC-RP-DAD, com amostras previamente derivatizadas.

Com recurso aos tempos de retencdo (Tg) dos aminodcidos individuais usados, foi possivel
realizar a correspondéncia entre os picos obtidos no cromatograma final e os

aminodacidos correspondentes.
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5.2. Permeacao de aminoacidos pela barreira intestinal

5.2.1. Infusdes de folhas de alcachofra, carqueja, freixo, boldo e anona

Escolhidos os métodos de derivatizacao e de HPLC, estes foram aplicados no estudo da
influéncia de infusdes na permeacdo de aminoacidos do meio de cultura, em linhas
celulares Caco-2 que simulam a barreira intestinal [99, 126]. As infusGes selecionadas
foram as obtidas a partir de folhas de anona, freixo, carqueja, alcachofra e boldo,
previamente utilizadas no laboratério para estudo da reducdo do colesterol total na
corrente sanguinea [127]. As amostras foram compostas por meio celular colocadas em
contacto com células Caco-2 e expostas a varias infusdes, por um periodo de 24h, sendo
que também foram obtidas amostras, em que o meio de cultura foi colocado em contacto
com células Caco-2, mas sem serem expostas a acdo das infusdes, funcionando, este
ultimo, como controlo.

As amostras foram recolhidas do compartimento apical das Transwell e os aminodcidos
derivatizados e analisados por HPLC-RP-DAD, como j4 referido.

A Figura 27 apresenta a composi¢cdo percentual dos varios aminoacidos, presentes no
meio de cultura, apds 24h de exposicdo as infusdes usadas, ou seja, quanto maior a
percentagem, mais o aminodcido se encontra presente no meio de cultura, indicando que

menos quantidade foi absorvida pelas células.
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H Controlo
W Carqueja

M Alcachofra

%

M Freixo

M Boldo

M Anona

Arg—Thr—Tyr—\Val—Met

Aminoacidos

Figura 27- Percentagem de aminoacidos presentes no meio de cultura, apds 24h de exposicao
as infusGes 57
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Pela andlise e interpretacdo dos resultados obtidos é possivel observar que a
percentagem de absor¢do de cada aminodcido nas monocamadas de Caco-2 varia
consoante a infusdo em que foi colocada em contacto, sendo perceptivel o efeito das
infusdes na permeacgdo de varios aminoacidos.

Assim, pode ser observado que em comparagdo com a concentracdo de aminodcidos
presentes no meio do controlo (meio celular sem infusdo) as alteragdes mais significativas
de absorcdo se verificam com a presenca da infusdo de alcachofra, sendo que na
presenca desta infusdo determinados aminodcidos sdao mais absorvidos pelas células,
enquanto que outros se encontram mais presentes no meio celular, ndo sendo tdo
absorvidos. Para esta infusdo, os aminoacidos Ser, His, Arg, Thr e Met foram totalmente
absorvidas pelas células ou a sua quantidade no meio é tao reduzida, que ficaram abaixo
do limite de detecdo do HPLC. Os aminoacidos Gly, Tyr, Val, Lys apresentam uma
percentagem, no meio, menor que para o controlo, indicando que esta infusdo facilita a
absorcdo dos aminodcidos por parte das células. Os restantes aminodcidos, Isl, Leu e Phe,
apresentam uma quantidade percentual no meio, superior a quantificada para o controlo,
indicando que possivelmente esta infusdo podera inibir a sua absorcdo por parte das
células.

Para a infusdo de carqueja, os aminoacidos ser, Gly,His,Thr,Tyr, Val e Lys apresentam
guantidades no meio inferiores as do controlo, enquanto que a Arg apresenta igual
percentagem e os aminoacidos Met, Isl, Leu e Phe estdao em quantidade superior a do
controlo.

Na presenca da infusdo de freixo, os aminoacidos Ser, His, Arg, Thr, Tyr, Val, Met, Isl e Lys
estdo em quantidades inferiores no meio, comparativamente com o controlo e os
aminodcidos Gly, Leu e Phe foram menos absorvidos que os equivalentes presentes no
controlo, visto a sua presenga no meio ser superior que a no controlo.

Os resultados obtidos na presenca da infusdo de boldo foram semelhantes aos obtidos
para a infusdo de freixo, sendo que os aminoacidos Ser, Gly, His, Arg, Thr, Tyr, Val, Met, Isl
e Lys encontram-se em menores percentagens no meio, que os mesmos aminodacidos na
amostra de controlo e os aminoacidos Leu e Phe estdo em maior percentagem que os

mesmos, nas amostras de controlo.
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Por fim, na presena da infusdo de anona, os resultados foram mais uma vez semelhantes
aos obtidos para as infusGes de freixo e boldo, onde os aminodcidos Ser, Gly, His, Arg,
Thr, Tyr, Val, Met, Isl, Leu e Lys apresentam quantidades percentuais no meio inferiores
aos mesmos aminoacidos no controlo e a Phe foi o Unico aminodcido, para esta infusao
gue apresentou quantidade percentual no meio, superior a apresentada para o mesmo
aminodcido no controlo.

Sdo apresentadas na Tabela 5, como forma de resumo, as quantidades percentuais
relativas de cada aminodcido, presentes no meio celular, apés um periodo de exposi¢ao
as infusdes de 24h, onde a sigla “ld” significa que as quantidades de aminoacidos

presentes no meio ficaram abaixo do limite de dete¢dao do HPLC-RP-DAD.

Tabela 5- Composicdo percentual dos aminoacidos no meio, apds 24 horas de exposi¢ado as
diferentes infusdes

Composicao percentual dos aminoacidos, apds 24 horas de exposicao as diferentes

infusOes

Controlo Carqueja Alcachofra Freixo Boldo Anona
Ser 4,03 2,65 Id 0,91 2,36 2,89
Gly 15,8 9,93 5,48 36,8 7,09 8,41
His 2,87 1,86 Id 0,98 1,41 1,76
Arg 5,16 5,13 Id 2,10 2,82 3,96
Thr 6,95 6,22 Id 2,94 2,65 3,31
Tyr 5,44 3,69 0,91 3,32 3,64 4,20
Val 11,8 5,66 9,78 6,22 8,59 9,40
Met 4,42 4,83 Id 2,83 3,16 4,02
Isl 11,2 14,6 11,4 6,18 10,5 10,6
Leu 11,7 17,7 43,8 16,9 29,8 11,3
Phe 11,4 23,8 34,8 14,5 22,1 31,6
Lys 9,38 3,87 7,34 6,32 5,76 8,52

Como as infusdes que melhores resultados tinham dado na reducdo do colesterol para os
utentes que se disponibilizaram para o estudo [127] foram as de boldo, carqueja e
alcachofra, o estudo com estas infusdes foi repetido, tendo-se reportado agora os valores
de quantidade relativa de aminoacidos no inicio de cada ensaio, to, de modo a ser possivel

guantificar a permeacao de cada aminoacido.
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Nas Figuras 28-30, apresenta-se a composicdo percentual dos varios aminoacidos,
presentes no meio de cultura no inicio do ensaio, tg, e ao fim de 24h, t,4, representando
as variacdes nas absorvéncias para os diferentes aminoacidos, quando colocados em

contacto com as diversas infusdes, tal como no ensaio anterior.

Alcachofra Boldo
50 50
40 m C(t0) 40 H C(t0)
30 mC(t24) 30  mC(t24)
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Figura 29- Percentagem de aminoacidos Figura 28- Percentagem de aminoacidos
presentes no meio de cultura, para ty e t,4, Na presentes no meio de cultura, para tg e t,,,
presenca da infusdo de folhas de alcachofra na presenca da infusdo de folhas de boldo
Carqueja
50
40 m C(t0)
H C(t24)
w 30
Carq(t0
20 q(t0)
H Carq(t24
10 il q(t24)
0
Q > ¥ £ ¥ S5 0 v O
20 3F38&E3&
S %]
8 9

Aminoacidos

Figura 30- Percentagem de aminoacidos
presentes no meio de cultura, para t; e t,4, nNa
presenca da infusdo de folhas de carqueja
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Através da quantificacdo da quantidade percentual de cada aminoacido no meio, no inicio
e no fim do ensaio, foi também possivel a determinagdo da quantidade percentual de

cada um absorvida pelas células. Esta determinacdo encontra-se na Tabela 6, onde o

o, n

simbolo “+

significa que na presenca dessa infusdo foi detectada uma maior
percentagem de aminodcido no meio, comparativamente com a percentagem
quantificada no inicio do ensaio, t,, significando que em vez do aminoacido ter sido
absorvido pelas células, uma maior quantidade surgiu no meio e a sigla “Id” significa que
as quantidades de aminodacidos presentes no meio foram tdao diminutas que ficaram

abaixo do limite de dete¢ao do HPLC-RP-DAD.

Tabela 6- Quantidade relativa de aminodacidos absorvidos pelas células, para t,;, em percentagem,
para as infusdes de folhas de alcachofra, carqueja e boldo

Controlo Carqueja Boldo Alcachofra
Ac. Aspartico +2,34 Id Id 2,39
Gly 2,63 1,40 +7,53 +3,84
Ac. Glutamico 1,83 1,13 +1,02 1,19
Tyr +3,38 0,69 13,5 0,07
Met 2,21 2,56 +5,89 10,8
Leu 31,6 29,9 Id 22,4
Phe +3,57 +2,53 +0,98 +8,95
Lys +0,27 +3,09 9,32 15,4
Pro +28,7 +30,1 +7,37 +39,5

Comparativamente com as amostras de controlo, tem-se que, ao fim de 24 horas, os
aminoacidos Gly, Phe e Lys foram menos absorvidos, na presencga da infusdao de boldo. Os
aminodcidos Gly e Phe foram menos absorvidos que no controlo, na presencga da infusao
de alcachofra e por fim, os aminodacidos Gly, Met e Lys foram menos absorvidos, na
presenca da infusdo de carqueja.

Por outro lado, houve aminoacidos que foram mais absorvidos aguando na presenca das
infusdes, como por exemplo, o acido aspartico e acido glutamico, Tyr, Met e Pro, para a
infusdo de boldo. No caso da infusdao de alcachofra o mesmo foi verificado no acido
aspartico, Tyr, Met, Lys e Pro e por ultimo, para a infusdo de carqueja, tal foi verificado

nos aminoacidos acido aspartico, Tyr, Phe e Pro.
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E de especial interesse o facto de em alguns casos a presenca de um determinado
aminodacido no meio ser superior a quantidade percentual verificada no t,, ou seja, no
momento inicial do ensaio, aquando a colocacao das infusdes. Por exemplo, tanto na
presenga de infusdo de alcachofra, como de carqueja, foi verificado uma quantidade do
aminodacido Pro superior a inicial. Tal acontecimento também foi verificado para os
aminodcidos Phe e Lys, na presenca da infusdo de alcachofra para o primeiro aminodcido
e na presenca da infusdo de carqueja para o segundo. Na presenca da infusdo de boldo,
os aminodcidos acido aspdrtico e o glutamico, a Gly, a Met e a Leu, também
apresentaram o mesmo comportamento acima descrito.

Os restantes aminoacidos apresentaram uma variacdo de percentagem considerada
expectdvel, em que a quantidade percentual presente no meio é inferior ao fim de 24

horas, indicando que parte tera sido absorvida pelas células.

5.2.2. Infusoes de cascas

Uma vez que foram verificadas alteracdes com as folhas de algumas plantas como a
anona [128] e foi verificado que também o kiwi e o abacate tinham atividade bioldgica
como antioxidantes e inibidoras de enzimas [23, 33], foram testadas as cascas destes
frutos numa tentativa de valorizar produtos da industria de sumos de fruta. Assim, foi
estudada a acdo das infusdes das cascas na permeac¢ao dos aminodcidos do meio de
cultura, tal como anteriormente.

O objetivo ultimo seria verificar se as cascas de frutos como a anona, o kiwi e o abacate
poderiam ter alguma influéncia positiva na absor¢cdo de aminoacidos, ou seja, que se
pudesse verificar o aumentando da sua absorcdo, especialmente em aminodcidos
esséncias.

Os resultados obtidos para o extrato de abacate ndo foram reprodutiveis e como tal ndo
serdo apresentados.

Os resultados encontram-se nas Figuras 31 e 32 e apresentam a composicdo percentual
dos varios aminodcidos, presentes no meio de cultura, as Oh e apds 24h de exposicao as

infusGes usadas, ou seja, quanto maior a percentagem, mais o aminoacido se encontra
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presente no meio de cultura, indicando que menos quantidade foi absorvida pelas

células.
Kiwi Anona
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Figura 32- Percentagem de aminoacidos Figura 31- Percentagem de aminoacidos
presentes no meio de cultura, para ty e ty,, presentes no meio de cultura, para tg e t,,,
na presenca da infusdo de cascas de kiwi na presenca da infusdo de cascas de anona

Através da quantificacdo da quantidade percentual de cada aminoacido no meio, no inicio
e no fim do ensaio, foi também possivel a determina¢dao da quantidade percentual de
cada um absorvida pelas células. Esta determinacdo encontra-se na Tabela 7, onde o

”

simbolo “+” significa que na presenca dessa infusdo foi detectada uma maior
percentagem de aminodcido no meio, comparativamente com a percentagem
guantificada no inicio do ensaio, to, significando que em vez do aminoacido ter sido
absorvido pelas células, uma maior quantidade surgiu no meio e a sigla “Id” significa que
as quantidades de aminodcidos presentes no meio foram tdo diminutas que ficaram

abaixo do limite de dete¢ao do HPLC-RP-DAD.

63



Resultados e discussao

Tabela 7- Quantidade relativa de aminoacidos absorvidos pelas células, para t,5,em percentagem,
para as infusdes de cascas de kiwi e anona

Controlo Kiwi Anona
Ac. Aspartico 4,69 5,14 3,17
Gly 6,72 8,24 7,35
Ac. Glutamico 1,67 5,10 3,23
Tyr 7,22 4,71 3,27
Met 5,65 7,18 7,03
Leu +71,2 Id Id
Phe 3,01 +0,41 +8,21
Lys 6,78 +8,10 5,13
Pro 35,5 +21,9 +20,9

Quanto aos resultados obtidos para as cascas, e comparativamente com as amostras de
controlo, tem-se que, ao fim de 24 horas, os aminodcidos Gly, Tyr, Met, Phe, Lys e Pro
foram menos absorvidos, na presenca da infusdo de anona e os aminodcidos Gly, Tyr,
Met, Phe, Lys e Pro foram menos absorvidos, na presenca da infusdo de kiwi.

E também visivel que na presenca da infusdo de anona, o acido glutdmico e o &cido
aspartico foram completamente absorvidos pelas células ou a sua quantidade final no
meio foi muito pequena, ndo conseguindo ser detetada pelo aparelho.

O mesmo acontece no caso da infusdo de kiwi, em que também o acido aspartico ndo é
detetado no meio e o 4cido glutdmico apresenta uma quantidade muito reduzida,
podendo indicar que foram totalmente absorvidos.

Observou-se ainda que existem novamente valores superiores de absorvéncia para tys,
guando comparados com o ty, tais como a Phe, Lys e Pro na presenca de infusdo de kiwi e
Phe e Pro na presencga de infusdao de anona. Os restantes aminodacidos apresentaram uma
variacdo de absorvancia considerada expectavel, em que a quantidade percentual
presente no meio é inferior ao fim de 24 horas, indicando que parte terd sido absorvida

pelas células.
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5.2.3. Discussio e Conclusao

Em ambos os ensaios é de destacar o facto de a absorcdo dos aminodcidos ser bastante
diferente quando alterada a constituicdo do meio onde estao inseridos, bem como as
visiveis alteragdes quando deixados em contacto com as mesmas por um periodo de 24h.
Como acima observado, na presenca de todas as infusdes testadas, alguns aminodacidos,
apresentam uma quantidade percentual ao fim das 24h superior a apresentada no inicio
do ensaio. Este acontecimento pode ser explicado pela possibilidade de ocorrer hidrélise
de determinadas proteinas do préprio meio, estimulada pela presenca das infusdes, que
na auséncia destas ndo acontece e que por conseguinte leva a quantificacdo de uma
maior quantidade de aminoacidos para tjs.

Também no controlo foi verificado o aumento da quantidade de alguns aminodacidos no
meio, em vez de terem sido absorvidos pelas células, o que ira requer estudos futuros
para compreender a sua causa.

Os resultados obtidos sdo de extrema importancia se se tiver em conta o facto de
aminodacidos como a His, Isl, Leu, Lys, Met e Phe serem aminoacidos essenciais e como tal
necessitarem de ser consumidos na dieta.

E possivel observar pelas quantidades percentuais de absor¢do celular, que o aminoéacido
Phe foi menos absorvido pelas células, comparativamente com os valores de controlo,
aquando na presenga de todas as infusdes testadas. Contrariamente, a absorcdo do
aminoacido Met, tanto com a infusdo de a casca de anona, como de kiwi é facilitada.

O aminoacido Phe na presenca de ambas as infusdes de cascas, surge em maiores
guantidades que no inicio do ensaio, bem como o mesmo acontece para a Lys, na
presenca da infusdo de casca de kiwi, podendo significar que estimularam a hidrélise de
proteinas que continham estes aminodacidos, como explicado anteriormente.

A ser verificada a sua alteracdo na absorcdo por parte das células do organismo, tal facto
pode originar graves problemas para a saude devido ao desequilibrio originado.

Estes resultados podem também ser explicados, pelas caracteristicas de cada substancia,
gue determinam a maneira como serao absorvidas, como por exemplo, o tamanho, carga,
solubilidade, estrutura da substancia, bem como se é uma substancia hidrofilica ou

lipofilica [129].
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A absorcdo é uma funcao especifica da membrana plasmatica das células epiteliais do
intestino, através da qual as moléculas conseguem penetrar a membrana lipidica destas
células, por varios mecanismos, difusdo simples passiva, difusdo facilitada, transporte
ativo e pinocitose. No caso dos aminoacidos, o mecanismo transportador ocorre por
transporte ativo [51].

A viabilidade do uso das células Caco-2 como objetivo de mimetizar este ambiente
membranar é corroborada em diversos estudos, que demonstram a sua capacidade de
apresentar ambos os sistemas de transporte necessarios para os aminoacidos, quer sejam
dependentes ou independentes de Na* [98, 99, 126].

Embora sendo um método muito usado, a utilizacdo das Caco-2 apresenta algumas
limitacGes para avaliar a absor¢do, entre elas pode citar-se o nimero de transportadores,
gue pode ser insuficiente para realizar o transporte de todos os aminoacidos presentes
no meio e, apesar de em humanos a absorgao ser superior a 50%, nas células Caco-2 a
permeabilidade de compostos mais hidrofilicos é baixa.

Para além destas desvantagens, outros factores podem ser tidos em conta quando
observamos o0s resultados obtidos. O facto de existirem varios aminodcidos
estruturalmente analogos, fazendo com que apresentem uma a¢dao competitiva durante a
absorcdo por parte do intestino, como s3ao exemplo a L-valina, L-leucina e L-isoleucina,
bem como a L-metionina diminui a absor¢do de L-valina, mas ndo é reciproco [130].
Aminodacidos neutros também estimulam cinéticamente os aminoacidos acidicos, por
mecanismos desconhecidos. Recentemente foi sugerido que os aminoacidos neutros
podem estimular o sistema transportador X g, caracteristico de aminodcidos acidicos,
contudo o seu mecanismo continua desconhecido [131].

Por ultimo, o transporte paracelular (passagem de moleculas proteicas através dos
espacos entre os enterdcitos) pode aumentar quando os transportadores membranares
dependentes de Na*, provocam alteracdes na permeabilidade das jun¢des (impermeaveis,
gue normalmente impedem esta passagem). Os aminodcidos ao interagirem com o meio
extra ou intracelular dos transportadores ligados a membrana, podem alterar a cinética
da atividade do transportador. As taxas de absorcdo podem diminuir ou aumentar,

dependendo do sistema transportador em especifico.
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5.3. Determinacao de compostos fendlicos

Os fitoquimicos tém sido associados a reducdo do risco de aparecimento de doencas
cronicas de alto risco. Mais recentemente tém sido comprovados os efeitos benéficos dos
fitoquimicos presentes nas frutas e vegetais, devido a sua influéncia na redugao do stress
oxidativo, induzido pelos radicais livres presentes no organismo.

As células e outros organismos constituintes do corpo humano sdo constantemente
expostos a uma diversidade de agentes oxidantes. Como método de prevengao, é
necessario o consumo de quantidades suficientes de alimentos ricos neste tipo de
compostos, como é o caso dos compostos fendlicos, como os flavondides e taninos.

Nesta seccdo procedeu-se a identificacdo quantitativa e qualitativa dos constituintes
bioativos maioritdrios dos extratos aquosos das folhas, cascas de anona, kiwi e pera
abacate, bem como da polpa do préprio fruto. Para uma identificagdo mais precisa dos
compostos maioritdrios, permitindo a analise simultdnea de varios compostos, recorreu-
se ao HPLC-RP-DAD e ao LC-MS. Esta identificacdo preliminar é baseada no tempo de
retencdo dos compostos e no seu espetro de absorcdo UV-visivel, comparativamente a
padrdes cromatografados sob as mesmas condi¢des. Inicialmente fez-se uma
determinacdo de valores globais de fendis totais e taninos foi realizada nas folhas das

plantas, na casca dos frutos e na polpa dos frutos no caso da anona, kiwi e abacate.

5.3.1. Identificacao HPLC-DAD e LC-MS em infusdes de cascas e frutos de Persea
americana Mill., Actinea deliciosa e Anona cherimola

Os extratos de folhas de anona e kiwi ja tinham sido efetuados em estudos anteriores
[128, 132] tendo-se verificado em todos eles a presenca de varios flavoinoides e
derivados de acidos fendlicos. Procedeu-se neste trabalho a uma identificacdo prévia de
compostos fendlicos existentes nos extratos de de folhas e cascas de Persea americana
Mill, Actinidea deliciosa e Annona cherimola, e das respetivas polpas, tendo sido
realizados com recurso a LC-MS e HPLC-RP-DAD, nos casos em que o primeiro ndo

demonstrou resultados satisfatérios.
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Para facilitar a identificacdo dos compostos foram obtidos os espetros de UV-Vis das

amostras, que se encontram de seguida ilustrados.

Todos as identificagcdes foram realizadas com base na comparacdo dos espetros com os

resultantes de compostos padrdes.

O espetro de UV-Vis dos compostos padrdo de acido cafeico e rutina e a respetiva

estrutura sdo apresentadas nas Figuras 33 e 34, dado que foi o tipo de composto mais

frequentemente encontrado nos extratos dos trés frutos.
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Figura 33- Espetro de UV-Vis e estrutura do acido cafeico
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Figura 34- Espetro de UV-Vis e estrutura da rutina
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5.3.1.1. Persea americana Mill.

Fez-se o estudo da anadlie qualitativa preliminar na infusdao de cascas de Persea americana

Mill. Como se pode verificar no cromatograma da Figura 35, obtido para o extrato das

cascas, ha existéncia de um pico a Tr 10,95 minutos. Assim, para este pico foi observado

o respetivo espetro UV-Vis e os valores de iao molecular do espetro de massa obtido por

LC-MS, Figura 36 e Tabela 8, respetivamente.
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Figura 35- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Persea americana Mill.
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Tabela 8- Identificagcdo dos compostos do extrato de cascas de Persea americana Mill. por
espetrometria de massa

130 percursor (m/z) Composto
1152,94 Procianidina
865,01 Procianidina
577,04 Procianidina
289,03 Procianidina

Por comparacao com a base de dados de compostos fendlicos, como os flavondides e os
taninos, é possivel concluir que o pico corresponde a uma molécula de procianidina, ou
seja, um tanino condensado composto por quatro unidades de epicatequina.

Os restantes picos, por comparacao com os espetros de UV-Vis e com o Trdos padrdes,
foram classificados como ndo sendo derivados de dacido cafeico e aguardam futura

identificagado.

No cromatograma obtido para o extrato da polpa, representado na Figura 37, é
demonstrada a existéncia de uma mistura complexa, com uma elevada diluicdo. Contudo,
é possivel averiguar que na sua maioria, a amostra é constituida por polimeros de fibras,
tendo sido ja verificado em trabalhos anteriores.

Com vista a obtencdo de picos mais distintos e a detecdo dos compostos bioativos, seria
necessario realizar uma dialise, onde os compostos de maior tamanho como as fibras
seriam separados, dando lugar aos flavondides e outros compostos mais pequenos.

Ainda assim, foi possivel a identificacdo de dois picos a Tg 13,23 e 13,50 minutos, que por
observacdo do respetivo espetro de UV-Vis e comparagdo com espetros de padrdes,

conclui-se serem der compostos derivados de acido cafeico, Figura 38.
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Figura 37- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Persea americana Mill.
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As folhas de Persea americana Mill. foram analisadas por HPLC-RP-DAD, Figura 39.
Por comparagao com padrdes conhecidos, foram seleccionados os picos 1 e 2, tendo-se

de seguida efetuado os espetros de UV-Vis correspondentes.
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Figura 39-Perfil cromatografico, obtido por HPLC-RP-DAD, do extrato de folhas de Persea
americana Mill.

Os espetros dos picos indicados estao representados na Figura 40, tendo-se identificado o
pico a Tg= 8,9 como sendo um composto derivado de acido cafeico e o Tg= 11,89 como

sendo também um derivado de acido cafeico.
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Figura 40- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=8,9 min (a) e Tz=11,89 min (b)
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5.3.1.2. Annona cherimola Mill.

O cromatograma realizado por LC-MS para o extrato de cascas de Annona cherimola,

apresentado na Figura 41, foi inconclusivo, devido a presenca de uma mistura complexa

composta maioritariamente por fibras.
Para solucionar este problema, seria necessario uma etapa prévia de didlise, para eliminar

estes compostos.
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Figura 41- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Annona cherimola

O cromatograma apresentado abaixo, Figura 42, corresponde a analise do extrato de

polpa de Annona cherimola.
Contudo, e como verificado para o extrato da casca deste mesmo fruto, o cromatograma

foi inconclusivo, devido a presenca de fibras, ndo se tendo conseguido realizar a analise

do espetro UV-Vis dos picos e por conseguinte proceder a identificacdo dos compostos.
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Figura 42- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Annona cherimola

Os extratos analisados por LC-MS das folhas de Annona cherimola revelaram a presente

de quatro picos de interesse, como apresentado na Figura 43.

Consultada a base de dados confirmou-se a presenga de compostos como rutina,

guercetina e de derivados de acido cafeico. Os espetros de absorcao UV-Vis para cada um

dos picos encontra-se na Figura 44.
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Figura 43- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de folhas de Annona cherimola
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Figura 44- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=3,80 min (Pico 1), Tz=8,80 min (Pico 2), Tg= 13,48 min (Pico 3)
e Tg=15,22 min (Pico 4)

Com recurso aos espetros de UV-Vis padrdo e aos T dos respetivos compostos é possivel

concluir que o composto correspondente ao pico 1 é um derivado de acido cafeico. O

composto correspondente ao pico 2 também se trata de um derivado de acido cafeico.

Quanto ao pico 3 foi identificado como sendo correspondente ao composto quercetina

(m/z 300), apesar de apresentar uma abundancia relativa baixa. O pico 4 foi identificado

como sendo correspondentes a uma molécula de rutina (m/z 609).
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5.3.1.3. Actinidea deliciosa

O cromatograma obtido para o extrato de cascas de Actinidea deliciosa, apresentado na
Figura 45, mostrou mais uma vez, como verificado para outros extratos, a presenca de
grandes quantidades de fibra, que devido ao seu tamanho superior, ndo permitem a
detec¢do de compostos como os flavondides, de tamanhos mais reduzidos. Assim, e como

nos casos anteriores, seria necessaria uma etapa prévia de dialise.
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Figura 45- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de cascas de Actinidea deliciosa

O extrato da polpa de Actinidea deliciosa demonstrou a presenca de quantidades de fibra
suficientes para ndo permitir a detecao de moléculas mais pequenas, Figura 46.
E possivel concluir entdo, que o fruto apresenta alto teor e fibra na sua constituicdo,

tendo em conta os resultados obtidos para os extratos da sua casca e da sua polpa.

76



Resultados e discussao

RT: 0.00 - 30.00

20000
38000
36000
34000
32000
30000
28000
26000

24000 )

22000
20000 !
18000

16000

14000

NL:
4.15E4
Total Scan
PDA
Kiwi_fruto_|
c

"\ 1110
| %, 12,17
'+, 13.19
. 13.68
1440 4559

R
5,

—T T T T T T T T T T T T T
14 16 20 22 24 26 28 30
Time (min)

Figura 46- Perfil cromatografico, obtido por LC, do extrato de polpa de Actinidea deliciosa

Quanto ao extrato de folhas deste fruto, obtido com recurso a LC-MS, foi possivel

observar a presenca de

alguns picos maioritdrios, como indica a Figura 47.

Os respetivos espetros de UV-Vis correspondentes aos picos assinalados, encontram-se

ilustrados na Figura 48.
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Figura 47- Perfil cromatografico, obtido por LC, da infusdo de folhas de Actinidea deliciosa
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Figura 48- Espetro de UV-Vis do extrato para Tz=5,13 min (Pico 1), Tz=8,76 min (Pico 2), Tz= 10,56 min (Pico 3)

e Tg=15,27 min (Pico 4)

Os compostos presentes nos picos 1, 2 e 3 foram identificados como sendo derivados de

acido cafeico,

correspondente.

atraves da comparagdo com o espetro do composto padrio

O composto presente no pico 4 apresenta um Tg e um espetro caracteristico, com m/z

609, tendo sido identificado como sendo uma molecula de rutina.

5.3.1.4. Conclusdo

Em suma, é possivel concluir que a Annona cherimola e a Actinidea deliciosa sao frutas

gue apresentam um alto teor de fibra, visivel maioritariamente nos extratos das suas

cascas e polpas. Para além disto, em ambas foi possivel a identificacdo de rutina nos

extratos das suas folhas e de quercetina, no caso da Annona cherimola.

Nos extratos de Persea americana Mill. foi verificada a presenca de compostos bastante

distintos das restantes frutas, tendo sido possivel identificar uma molécula de
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procianidina, composta por quatro unidades de epicatequina, nas suas cascas, bem como
uma grande quantidade de derivados de acido cafeico, nos restantes extratos.

Em todos os cromatogramas dos frutos em estudo foi verificada a presenca de um
conjunto de picos maioritarios superior aos identificados, contudo a sua identificacdao nao
foi possivel, de momento, devido a falta de compostos padrdes para comparacgdo e
devido ao facto de ainda nao ser bem conhecida na literatura a composicao de todos os
extratos, para que seja possivel uma identificacdo e comparacdo mais correta. Por ultimo,
os métodos de extragdo de alguns extratos também se mostrou insuficiente, tendo que se

otimizar este parametro.

5.3.2. Quantificacao de fendis totais e taninos

Os estudos do conteudo em fendis totais e taninos, foram realizados nos extratos
aquosos da polpa e casca (digestdo acida e infusdo, respetivamente) de abacate, kiwi e
anona, bem como nas folhas de abacate.

As folhas de kiwi e anona ja foram anteriormente estudadas quanto ao seu conteddo em
antioxidantes, sendo que neste trabalho foram realizados os ensaios quanto ao seu
conteudo em fendis totais e taninos.

Foi realizada ANOVA a uma dimensao, com P=0.05 para os resultados obtidos. Nos fendis
apenas a relacdo cascas/polpa da anona ndo apresentou diferengas significativas. As
restantes relacdes apresentam diferencas significativas. Nos taninos, todas as relacdes

apresentam diferencas significativas.
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5.3.2.1. Fenois totais

A determinagao do teor de compostos fendlicos totais nos extratos das cascas, polpas e
folhas dos frutos em estudo foi efetuada usando o reagente de Folin-Ciocalteau, tendo
sido usado como composto padrdao o acido gdlico, Figura 49. Assim, os resultados
apresentados sdo expressos em equivalentes de acido gdlico por miligrama de extrato.

Como é possivel observar, a quantidade de contetdo fendlico varia consoante a parte do

fruto a ser estudada e apresenta diferencas de fruto para fruto.

Fenois totais
140
120
100 T
80
60
40 -
N I '
0 = T T T T T T T T
anona abacate kiwi anona abacate kiwi anona abacate kiwi
N J . J N\ J
N~ N
Cascas Polpas Folhas

Figura 49- Conteldo em fendis totais, em pg equiv./mg extrato, para os extratos de Persea
americana Mill., Annona cherimola e Actinidea deliciosa

Os resultados mostram uma maior existéncia de conteldo fendlico total no abacate,
sendo que a casca apresenta a maior quantidade, aproximadamente 105 ug/mg, seguido

das folhas, 79 ug/mg e da polpa, 45 pg/mg.
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Para os restantes extratos tem-se que a folha de anona apresenta a maior quantidade,
seguida da sua casca e da polpa, enquanto que para o kiwi a folha continua a apresentar a
maior quantidade e contrariamente a anona a casca apresenta um conteudo fendlico
inferior a polpa.

Os resultados obtidos mostraram-se concordantes com os descritos na literatura, em que
a polpa de abacate tem maior quantidade que polpa de kiwi [24, 25]. Contudo, os valores
encontrados para as amostras de abacate (polpa, casca e folhas) sdo superiores aos
apresentados na literatura [33], enquanto que relativamente a pola de anona os valores
apresentados sao inferiores aos obtidos no ensaio realizado [39, 133] e para a polpa de
kiwi, os resultados obtidos sdo superiores aos apresentados na literatura [25, 134].

Como referido anteriormente, a classe de compostos fendlicos apresenta elevado valor
no que diz respeito as suas qualidades como “protetor” da saude.

A relacdo entre a concentracdo de fendis totais e a capacidade antioxidante verificada
neste trabalho sdo bastante esclarecedoras, visto que as amostras com maior
concentracdo de fendis totais sdao aproximadamente as mesmas que apresentam maior
atividade antioxidante. Estes resultados corroboram outros estudos, na qual a atividade
antioxidante foi também relacionada com o teor de taninos [135].

Esses resultados corroboram outros trabalhos, na qual a atividade antioxidante foi
relacionada também com o teor de taninos [135].

Os resultados apresentados na literatura sdao bastante distintos, visto que alguns autores
observam elevada correlacdo, enquanto que outros ndo. Estes ultimos, apontam que a
correlagao entre estes factores pode estar influenciada pelo método selecionado. Para
além disto, outras moléculas podem estar a agir sinergicamente, fazendo com que
passem por compostos fendlicos, causando elevada concentracdo de atividade
antioxidante (falso positivo).

Outro factor a ter em conta, é que durante a absorcdo os polifendis sofrem varias
modificacGes. Eles sdo conjugados nas células intestinais e mais tarde no figado, por
metilacdo e sulfatacdo. Como consequéncia, as formas que chegam ao sangue e aos
tecidos sao diferentes das presentes nos alimentos e é muito dificil de identificar todos os

metabolitos e avaliar a sua atividade bioldgica.
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5.3.2.2. Taninos

A determinagdo do teor de taninos nos extratos das cascas, polpas e folhas dos frutos foi
efetuada usando como composto padrao o acido tanico. Os resultados apresentados na
Figura 50, encontram-se expressos em equivalentes de acido tanico por miligrama de
extrato.

Tendo em conta que este é apenas um ensaio de detecdo da sua presenca, ndo existe

distingao entre taninos hidrolisaveis e condensados.
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Figura 50- Contelido em taninos, em ug equiv./mg extrato, para os extratos de Persea americana
Mill., Annona cherimola e Actinidea deliciosa

Tal como no caso dos fendis totais, é possivel observar que a quantidade destes
compostos bioativos variam consoante a parte o fruto em estudo e a sua parte
constituinte.

Analisando a Figura 50, é possivel observar que as cascas do abacate sdo o extrato que

apresenta maior conteido em taninos, com aproximadamente 8,29 pg /mL, seguindo-se
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das folhas de anona (5,33 pg /mL) e das de abacate e kiwi, que apresentam
aproximadamente a mesma quantidade (4,12 pg/mL). Contudo, é de constatar que as
polpas dos trés frutos ndo apresentam valor de quantidade de taninos alta o suficiente
para ser contabilizada. Assim, é de concluir que, de um modo geral, as polpas nao
apresentam conteldo de taninos significativo ou que o método de extracdo aplicado ndo
foi o mais adequado.

Para o abacate, observa-se uma grande diferenca entre as suas partes constituintes,
sendo que as cascas apresentam uma quantidade muito superior comparativamente com
as suas folhas e polpa.

No caso da anona e do kiwi, as folhas apresentam o maior conteido em taninos,
seguindo-se da sua casca e por ultimo da sua polpa.

Segundo Chung (1998) a presenca de pequenas quantidades de taninos nos frutos
confere-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis, contudo, se presentes em quantidades
mais elevadas irdo conferir aos frutos caracteristicas adstrigentes. Esta caracteristica
deve-se ao facto de estes compostos possuirem a capacidade de precipitar proteinas,
entre outros, quando em contacto com as proteinas da saliva, formando um complexo
insoluvel que provoca a sensac¢ao de adstrigéncia [136].

Por existirem poucos estudos efetuados no ambito dos frutos estudados, sendo que sao
praticamente inexistentes os direcionados para a quantificacdo do conteddo em taninos,

nao é possivel reportar qualquer comparacao bibliografica.

5.4. Determinacdo de atividade biolégica e citotoxicidade

Foi estudada a atividade antioxidante de infusbes de folhas, cascas e polpas e a
citotoxicidade de infusdes de cascas e polpas, de Annona cherimola, Actinidea deliciosa e
Persea americana Mill., respetivamente

A atividade antioxidante foi determinada com recurso ao método colorimétrico utilizando
DPPH' e a citotoxicidade foi estudada utilizando o teste de MTT em células HepG2 e Caco-

2 que simulam o metabolismo do figado e do intestino, respetivamente.
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5.4.1. Atividade Antioxidante de infusdes de cascas, polpa e folhas de Persea americana
Mill., Actinidea deliciosa e Annona cherimola

Enumeros estudos tém demonstrado que varios extratos de plantas e frutos sao fontes de
diversos nutrientes e outras moléculas que apresentam propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, que tém a capacidade de proteger o organismo das reagdes de oxidagao
celular, bem como de outros elementos patogénicos [104, 137, 138].

Para a determinacdo da atividade antioxidante recorreu-se ao uso do método DPPH.
Como referido na seccao 4.2.4.1, este é um método colorimétrico, na qual a cor roxa do
reagente DPPH muda para amarelo, quando o seu eletrdo desemparelhado, é
emparelhado com um datomo de Hidrogénio dos possiveis agentes antioxidantes
presentes nos extratos. Este ensaio foi realizado a diferentes concentracdes dos extratos,
afim de se conseguir determinar o valor de ECso dos mesmos.

Os resultados obtidos, em ECsq, pelo método encontram-se na Tabela 9, bem como se

encontram representados na Figura 51.

Tabela 9- Atividade antioxidante, em pug/mL extrato, dos extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola e Actinidea deliciosa

CASCAS POLPAS FOLHAS

Fruto Kiwi Anona Abacate Kiwi Anona Abacate Kiwi Anona Abacate

ECso 134,7 195,9 15,5 776,5 214,3 40,6 58,6 15,4 25,6
Desvio

N 5,7 3,9 0,3 7,8 35,0 4,9 2,7 0,2 0,8
Padrao
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Figura 51- Atividade antioxidante, em pg/mL extrato, dos extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola e Actinidea deliciosa

A atividade antioxidante foi determinada recorrendo a determinacao do valor de ECsg,
que corresponde a concentragdao necessdria para originar 50% de extingao de radicais
livres DPPH'".

Observando a Tabela e o respetivo Grafico é possivel verificar que, de um modo geral, os
extratos de abacate, de qualquer uma das suas partes constituintes é a que apresenta a
maior capacidade antioxidante de entre todos os extratos em andlise. O menor ECsg para
este fruto é encontrado na casca (15,536 pug/mL), seguindo-se as folhas (25,555 pug/mL) e
por ultimo a polpa (40,553 pg/mL). De entre as cascas dos diferentes frutos, a
pertencente ao abacate apresenta o menor valor de ECso e por conseguinte a maior
capacidade antioxidante, enquanto que a com menor capacidade antioxidante pertence a
anona (195,92 ug/mL). Quanto as polpas tem-se novamente que a que apresenta menor
ECso € 0 abacate, enquanto que a que apresenta maior ECsg é o kiwi (776,53 pug/mL). E por
fim, quanto as folhas tem-se que as folhas de anona apresentam o valor de ECso mais

baixo (15,435 pg/mL), ou seja, é necessaria uma menor quantidade de extrato para de
obter 50% de extincao dos radicais livres DPPH'. Assim, é possivel concluir que as folhas

de anona tém a maior concentracdo de compostos com efeito antioxidante, seguindo-se

das folhas de abacate (25,55 pg/mL) e das folhas de kiwi (58,6 pg/mL).
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Varios estudos recentes mostram que as frutas sdo ricas em muitos nutrientes e
compostos antioxidantes, sendo que ha relatos de que esses constituintes se concentram
maioritariamente nas cascas e nas sementes, seguindo-se das polpas [34, 139].

Para a anona é possivel observar pelos resultados, que o extrato de folha apresenta a
maior capacidade antioxidante, seguindo-se das cascas e da sua polpa. Tal facto é
suportado por alguma da literatura encontrada literatura [133], sendo que outros estudos
reportam que as polpas apresentam maior atividade antioxidante que as cascas [140].

E possivel concluir que o abacate, em toda a sua constituicdo (exceptuando o caroco que
nao foi estudado) e devido a existéncia de componentes de elevado valor antioxidante na
sua constituicdo, apresenta uma elevadissima capacidade de reduzir a quantidade de
radical DPPH" geradas no organismo. Os resultados que d3ao como maior a capacidade
antioxidante as folhas, seguido das cascas e das polpas, confirmam o descrito pela
literatura, em que a maior capacidade antioxidante se verifica na casca, seguida da polpa
[33].

Esta caracteristica confere ao abacate uma elevada importancia na dieta do ser humano,
visto apresentar caracteristicas tdao vantajosas.

Como ja referido anteriormente, os polifendis, como antioxidantes podem proteger os
constituintes celulares contra os danos oxidativos e como tal, limitar o risco de inumeras
doencas degenerativas associadas a estes danos. Por exemplo, apresentam efeito cardio
protetor, anti- envelhecimento, anti-cancerigeno e neuroprotetor.

Em suma, e tendo em conta os resultados obtidos, é possivel concluir que as cascas e
folhas de todos os frutos estudados sdo de elevada importancia quanto ao poder
antioxidante. Esta conclusdo leva a crer que o possivel aproveitamento destes extratos é

vantajoso para varias industrias, como a farmacéutica ou a cosmética.

Em modo de resumo, sdo apresentados na Tabela 10 os resultados obtidos para os frutos
em estudo, nos ensaios de fendis totais, taninos e atividade antioxidante.
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Tabela 10- Valores de fendis totais, taninos e ECsy para os extratos de Persea americana Mill.,

Annona cherimola e Actinidea deliciosa

Abacate Anona Kiwi
Folhas o 79,41+1,82 105,51+10,04 92,54+16,80
[7, . s
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o> =
- >
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5.4.2. Determinacao da Citotoxicidade dos extratos de casca e polpa de Persea
americana Mill., Actinidea deliciosa e Annona cherimola

A citotoxicidade dos extratos de cascas e polpas, dos frutos em estudo (kiwi, anona e
abacate), foi avaliada recorrendo ao uso de células humanas tendo-se optado por estudar
o efeito nas células HepG2 e Caco-2, linhas celulares do carcinoma hepatocelular e do
adenocarcinoma colo-rectal, respetivamente.

O ensaio realizado tem por base o uso do reagente MTT e tem como objetivo determinar
o valor de ICso dos varios extratos, ou seja, a concentragao na qual a viabilidade celular é
reduzida em 50%. Os esquemas ilustrativos das placas e da respetiva distribuicdo das
amostras encontram-se na Figura 52 para as linhas celulares HepG2 e Caco-2, bem como
os resultados obtidos para os valores de ICso, em ambas as linhas celulares, se encontram
resumidos na Tabela 11.

Para ambos os ensaios, as concentragdes testadas foram de 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1

mg/mL.

a) b)
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Figura 52- Esquema ilustrativo da placa de MTT para a linha celular (a) HepG2 e (b) Caco-2
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Tabela 11- Valores de ICso, em mg/mL extrato , para os extratos de Persea americana Mill.,
Annona cherimola e Actinidea deliciosa

ICs0 (mg/ml)
HEPG2 CACO -2
Persea americana Mill. Casca 0,8 +£0,08 0,8+0,1
Polpa 1,4+0,7 1,4 +31,7
Actinidia deliciosa Casca 1,5+0,4 3,7+1,6
Polpa 1,5+0,1 4,0+ 2,5
Annona cherimola Casca 2,8+10,9 5,7+ 14,0
Polpa 0,8+1,4 3,6+12,6

O ensaio de MTT revelou que os extratos apresentaram valores de ICsg préoximos ou
superiores a concentragoes de 1 mg/mL, para ambas as linhas celulares.

Através dos resultados apresentados é possivel observar que os valores de ICso sdo
superiores a 1 mg/mL, em ambas as linhas celulares, para os extratos de polpa de
abacate, casca e polpa de kiwi e casca de anona. As cascas de abacate apresentaram
valores inferiores, contudo proximos, de 1 mg/mL em ambas as linhas celulares. O extrato
de polpa de anona foi o Unico que demonstrou diferencas nos dois ensaios realizados,
tendo-se para as HepG2 um valor de ICsq inferior a 1mg/mL e para as Caco-2 um valor de
ICso superior a 1 mg/mL.

Nenhum dos extratos apresentou um valor de ICso proximo do limite biolégico de 0,1
mg/mL, sendo este um valor de referéncia usado em varios estudos relativos ao estudo
de citotoxicidade para varias linhas celulares.

Assim, é possivel concluir que todos os extratos estudados ndo apresentaram toxicidade
em ambos os ensaios e que apesar de alguns apresentarem valores de ICsq inferiores a 1
mg/mL, estes sdo bastante préximos, pelo que se considera a sua toxicidade muito baixa.
Em suma, é de constatar que os extratos de abacate diminuiram em 50% a viabilidade
celular em concentracgdes inferiores as verificadas para os restantes frutos, em ambas as

linhas celulares, pelo que o seu efeito citotoxico é superior aos restantes.
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Tendo em conta que se tratam de ensaios recorrendo a células cancerigenas e se as
tomarmos como tal, esta conclusdao é corroborada por diversos estudos realizados, que
revelam a capacidade deste fruto para inibir a proliferacdo de linhas celulares
cancerigenas. Assim, tendo em considerac¢ao o facto de as linhas celulares usadas serem
derivadas de adenocarcinomas, os resultados obtidos sdo corroborados quanto a sua
eficacia na redugdo da viabilidade celular [29, 32].

O alto conteudo em luteina, com propriedades anti-proliferativas e anti-tumorais,
conjugado com a presenga de outros carotendides, terpendides, fendis, glutationas e
vitaminas, pode por conseguinte ser o principal responsavel por este efeito [32].

Os resultados obtidos permitem concluir que nenhuma das frutas testadas apresenta
toxicidade significativa, se considerarmos as células usadas como uma simulacdo de
células sauddveis, considerando-se portanto como ndo prejudiciais para as células
presentes no organismo, podendo por conseguinte ser consumidas sob a forma de
infusGes ou no aproveitamento das suas polpas e cascas para industrias varias, como a

farmacéutica.
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Conclusao

Nos ultimos anos tém-se intensificado os estudos em alimentos como frutos e vegetais,
devido a sua elevada constituicao em fitoquimicos, bem como o frequente uso de plantas
ditas medicinais, afim de naturalmente tentar tratar indmeros problemas de salde.

Como tal, o consumo destes alimentos encontra-se fortemente associada a beneficios
para a saude, dadas as suas propriedades como antioxidantes, antimicrobianos e
antimutagénicos. Assim, revela-se de extrema importancia o estudo destes, com vista a
sua caracterizacdo e identificacdo dos seus compostos maioritarios, que possam ser
responsaveis por essas mesmas propriedades benéficas.

Devido ao facto de a ingestdo de plantas medicinais ser feita maioritariamente sob forma

de cha é relevante conhecer as potencialidades destes extratos.

Em estudos anteriormente realizados no laboratério, referentes a reducdo do colesterol
total na corrente sanguinea e na sua absor¢do por parte de células da barreira intestinal,
guando colocadas em contacto com infusdes de folhas de carqueja, boldo, anona,
alcachofra e freixo, contudo associado aos efeitos benéficos no controlo do colesterol,
ocorreu simultaneamente a inibicdo da absorcdo de aminodcidos pelas mesmas células.

Como tal, revelou-se imperativo o estudo destes componentes, dado que este

acontecimento podera originar graves consequéncias para a saude humana.

Usando os extratos enunciados, foi feito o estudo da permea¢ao de aminodcidos pelas
células da barreira intestinal, quando colocadas em contacto com os extratos por um
periodo de 24 horas. Dado terem revelado propriedades de interesse em estudos
anteriomente realizados, foram também estudados os extratos de cascas e polpas de
anona, kiwi e abacate, bem como as folhas de kiwi e abacate, com vista a promoc¢ao das
cascas destas frutas como de interesse para industrias como a farmacéutica.

Os resultados, referentes ao desenvolvimento e aplicacdo de um método para deteccdo e
guantificacdo dos aminoacidos em matrizes bioldgicas, foram obtidos por HPLC-RP-DAD.
Para a obtencdo destes resultados, os compostos necessitaram de uma etapa prévia de
derivatizacdo dado ndo apresentarem na sua constituicdo grupos cromoéforos,

impossibilitanto a sua detecdo por UV.
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Na derivatizacdo, foi usado o composto fenilisotiocianato (PITC) como agente
derivatizante, dando origem a feniltiocarbamil (PTC-aminoacidos) que sao

posteriormente separados por HPLC e identificados e quantificados.

Tanto nos ensaios com extratos de plantas, como com os extratos das cascas dos frutos, é
de destacar o facto da absor¢do dos aminoacidos ser bastante diferente quando em
contacto com as diferentes infusdes presentes no meio, por um periodo de 24h.

Para todas as infusGes testadas, determinados aminodcidos apresentaram uma
quantidade percentual ao fim das 24h superior a apresentada no inicio do ensaio, que
poderd ser explicado pela possibilidade de ocorrerréncia de hidrdlise de proteinas
constituintes do meio.

Contrariamente, determinados aminoacidos, especialmente a Phe, foram inibidos quanto
a sua absorcdo celular, sendo este um fator de elevada importancia, visto este ser um
aminoacido essencial e como tal necessitar de ser consumido na dieta.

Foi também observado que a absor¢do do aminoacido Met foi facilitada, tanto com a

infusdo de a casca de anona, como de kiwi.

As propriedades benéficas da anona, kiwi e abacate encontram-se diretamente
relacionadas com as suas atividades antioxidantes, que por sua vez estdo diretamente

relacionada com o seu conteudo em compostos fendlicos como taninos e flavondides.

Um estudo quantitativo preliminar da composi¢ao em fendis totais e taninos, revelou um
conteudo fendlico total superior no abacate, sendo que a casca apresenta a maior
quantidade, seguido das folhas, e da polpa. O conteido em taninos foi superior nas
cascas do abacate, seguindo-se das folhas de anona e das de abacate e kiwi, que

apresentam aproximadamente a mesma quantidade.

O estudo da atividade antioxidante concluiu que os extratos de abacate, apresentam a

maior capacidade antioxidante de entre todos os extratos em analise. Sendo que o
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Conclusao

menor valor de ECsq para este fruto é encontrado na casca, seguindo-se as folhas e a
polpa.

E evidente a relacdo entre a concentracdo de fendis totais e a capacidade antioxidante,
dado que as amostras com maior concentracdo de fendis totais sdo as mesmas que
apresentam maior atividade antioxidante, especialmente nas folhas e cascas dos frutos.
Esta conclusao leva a crer que o possivel aproveitamento destes extratos, como agentes
protetores celulares contra os danos oxidativos é possivel em vdrias industrias, como a

farmacéutica ou a cosmética.

Numa segunda abordagem, foram estudados, por LC-MS e HPLC-RP-DAD os componentes
maioritarios dos extratos aquosos.

De uma maneira geral, os extratos revelaram a existéncia de misturas complexas onde
predominam as fibras, que impossibilitam a detecdo e identificacdo dos seus
componentes bioativos. Contudo, em alguns extratos foi possivel esta identificacdo, como
é o caso das cascas de abacate, onde foi identificada a molécula de procianidina e as
folhas de abacate onde foram identificadas estruturas quimicas semelhantes aos
derivados de dacido cafeico. Como componentes maioritarios do extrato de folhas de
anona foram identificados compostos como a rutina e a quercetina e também derivados
de acido cafeico. No extrato de folhas de kiwi foi identificada a presenca de rutina e de

outros compostos com estruturas semelhantes aos derivados de acido cafeico.
Nenhuma das frutas testadas apresentou citotoxicidade para as células HepG2 e Caco-2,

podendo ser consumidas sob a forma de chas ou no aproveitamento das suas polpas e

cascas para industrias, como a farmacéutica.
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Perspetivas futuras

A realizacdo deste trabalho e os resultados obtidos para os extractos mostraram-se
bastantes promissores, o que permite propor a sua continuagao nos seguintes pontos:

— Optimizar, recorrendo ao método de didlise, o processo de identificagdo dos os
constituintes dos extractos aquosos de cascas e polpa de Annona cherimola e
Actinidea deliciosa

— Estudar o interior das células de modo a aferir que por¢cdo de aminoacidos é
absorvida ou libertada para a corrente sanguinea

— Verificar a causa do aumento da quantidade percentual de aminoacidos no meio
das amostras sem infusdes

— Estudar os transportadores celulares responsaveis pela biodisponibilidade dos

aminodcidos sdo afectados pelos compostos fendlicos existentes nas infusdes.
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ANEXO A- Espetros resultantes da analise por injecdo direta no MS e MS/MS dos

aminodcidos individuais e da mistura paadrdo utilizada Acido aspartico (1), Arginina (2),

Acido glutamico (3), Histidina (4), Fenilalanina (5), Glicina (6), Metionina (7), Lisina (8),

Leucina (9), Prolina (10), Tirosina (11), Alanina (12), Mistura padrao (13)
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