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Resumo

O aumento da consciéncia do consumidor para a relacdo entre os bons habitos
alimentares e a diminuigdo da incidéncia de certas patologias, aliado a evolugao cientifica
conduziu a uma nova categoria de alimentos denominados alimentos funcionais.

Neste trabalho, foram abordados os alimentos funcionais com atividade
antioxidante, com destaque para o seu conteudo em compostos fendlicos. Para avaliar as
propriedades antioxidantes destes compostos foram considerados diversos fatores como a
influéncia das suas caracteristicas estruturais e a relevancia da matriz alimentar em que
estdo inseridos. Adicionalmente, as metodologias mais utilizadas para a avaliagdo da
atividade antioxidante foram também abordadas, bem como a relevancia em considerar o
processo digestivo e a sua influéncia nessas propriedades.

Pode-se concluir que apesar de existirem alguns estudos que incluam a influéncia
do processo digestivo na determinacdo da atividade antioxidante de certos componentes
alimentares, ainda ha muito por fazer, uma vez que os modelos in vitro disponiveis ainda
estdo longe de mimetizar o que ocorre in vivo. No entanto, a literatura existente, evidencia
que as propriedades antioxidantes sdo efetivamente afetadas pelo processo digestivo e que
consoante a matriz alimentar analisada os resultados obtidos sao também diferentes, pelo

que estes fatores devem ser sempre considerados numa avaliacdo deste ambito.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, compostos fendlicos, atividade antioxidante,
processo digestivo



Abstract

The increase in consumers awareness about the link between good eating habits
and the reduction in the incidence of certain diseases, along with the scientific evolution has
led to a new category of foods called functional foods. Herein, functional foods with
antioxidant activity were studied with emphasis on its content in phenolic compounds.

To evaluate the antioxidant properties of these compounds several factors were
considered such as the influence of their structural characteristics and the relevance of the
food matrix in which they are inserted. In addition, the methodologies used for the evaluation
of the antioxidant activity were also discussed, as well as the relevance in considering the
digestive process and its influence on these properties.

It was concluded that, although there are some studies that include the influence of
the digestive process in the determination of the antioxidant activity of certain food
components, there is still much work to be done, since the in vitro models available are still
far from mimic what occurs in vivo.

However, the existing literature, shows that the antioxidant properties are affected
by the digestive process and that depending on the food matrix analysed the results obtained

are different, so these factors should always be considered when studying this topic.

Keywords: Functional foods, phenolic compounds, antioxidant activity, digestive process
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Introducao

A sociedade atual tem-se caracterizado por um estilo de vida acelerado, o que
muitas vezes afasta a populacdo de habitos alimentares saudaveis. Como consequéncia, a
morbilidade de certas patologias como obesidade, diabetes e doencgas cardiovasculares,
tem aumentado (Lidon & Silvestre, 2010).

De forma a contrariar esta tendéncia, a populacdo, principalmente de paises mais
desenvolvidos e apesar de pressionada pelo seu quotidiano, comeca a procurar ter uma
alimentacao saudavel e a compreender melhor a relagéo entre um estilo de vida saudavel e
os habitos alimentares adequados (Lidon & Silvestre, 2010).

Qualquer alimento fornece energia e nutrientes essenciais a vida. Porém, alguns
alimentos acrescentam efeitos benéficos a saude — os denominados alimentos funcionais.
(Crowe & Francis, 2013).

Surge, assim, uma nova tipologia de alimentos, com crescimento assinalavel ao
longo da ultima década, como consequéncia de uma mudanga de atitude por parte dos
consumidores. Atualmente, os alimentos funcionais ocupam uma das areas de maior
potencial na industria alimentar, com destaque para aqueles que tém propriedades
antioxidantes (Prates & Mateus, 2002).

Os antioxidantes, e os seus efeitos protetores no combate do processo oxidativo,
reunem cada vez mais atencdo em diversas areas (biolégicas, médicas, nutricionais e
agroquimicas). (Gulgin, 2012; Liu, 2010) Ja a mais de quinze anos, que se acredita que os
antioxidantes desempenham um papel fundamental na manutengao da saude, através da
modulagéo dos processos oxidativos do organismo (Mosca, et al., 2002).

Varios estudos realizados demonstraram uma proporcionalidade entre a ingestao
diaria de alimentos ricos em antioxidantes e a diminuigdo na incidéncia de certas patologias.
Este facto, adiciona valor aos alimentos funcionais com propriedades antioxidantes e reforca
a importancia do seu consumo para a implementagdo de uma vida saudavel (Landete, 2012;
Gllgin, 2012).

Assim, os antioxidantes alimentares conquistaram nas ultimas décadas grande
visibilidade pela sua potencial funcdo na redugdo do risco de algumas doengas, e
adicionalmente, podem representar uma alternativa viavel a alguns antioxidantes sintéticos,
como o butilhidroxitolueno (butylated hydroxytoluene, BHT), butilhidroxianisol (butylated
hydroxyanisole, BHA) e terc-butil-hidroquinona (tertiary butylhydroquinone, TBHQ), que tém
sido implicados em lesbes do figado e carcinogénese, levantado algumas preocupacgoes
sobre a segurangca da sua utilizacdo na area alimentar (Krishnaiah, Sarbatly, &
Nithyanandam, 2011).
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Em simultdneo, a aposta no desenvolvimento dos alimentos funcionais com
propriedades antioxidantes tem permitido a ciéncia da nutricdo uma evolucdo nas
estratégias desenvolvidas para a prevencao de certas doengas. Dentro desta categoria,
destacam-se os alimentos funcionais ricos em compostos fendlicos (Carvalho, Machado,
Moretti, & Fonseca, 2006).

Certos compostos fendlicos presentes nos alimentos podem ajudar a limitar alguns
danos oxidativos atuando diretamente sobre espécies reativas de oxigénio ou estimulando
os sistemas de defesa enddgenos. Assim, estdo atualmente a receber muita atengéo pela
suas propriedades antioxidantes que os levam a contribuir para a promoc¢ao da saude e
prevencao de doengas colocando-os na classe de componentes funcionais (Landete, 2012).

Os compostos fendlicos sao ingeridos numa matriz alimentar e para concederem
efeitos benéficos tém de ser biodisponiveis, isto €&, serem absorvidos no trato
gastrointestinal, entrarem na corrente sanguinea e serem distribuidos. No entanto, no
decorrer da digestdo a sua estrutura pode ser afetada e os seus efeitos benéficos nas
células e nos tecidos alvo podem ser alterados. Para possuirem atividade sistémica apds a
absorgédo, os compostos fendlicos tém de se manter ativos apdés a digestdo. O mesmo
também é valido para a percentagem de compostos fendlicos que nao é absorvida, de forma
a terem capacidade de exercer atividade no lumen intestinal (Gilgin, 2012).

Por tudo isto, e como consequéncia do crescente interesse nesta tematica, muitos
ensaios in vitro tém sido desenvolvidos de forma a testar a capacidade antioxidante total de
matrizes alimenticias (Gulgin, 2012).

No entanto, apesar de a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos contidos
em diversos produtos alimentares estar bem documentada, ainda € pouca a informacao que
considera o processo digestivo (Bouayed, Hoffmann, & Bohn, 2011). E neste ambito que se
desenvolve o presente estudo, procurando compreender ndo sé o conceito e a acao
benéfica dos alimentos funcionais e do seu conteudo em antioxidantes mas também

abordando como o processo digestivo pode influenciar essa agao.
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1. ALIMENTOS FUNCIONAIS

1.1. A definigado de alimento funcional

O aparecimento do termo alimento funcional exige uma definicdo, porém, ainda,

nao foi determinado um significado universal (Carvalho, Machado, Moretti, & Fonseca,

2006).

O conceito de alimento funcional tem de obedecer a caracteristicas obrigatérias

como o de possuirem efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que promovam

beneficios a saude, ou reduzam o risco de ocorréncia de doengas, aumentando assim a

qualidade de vida.

Na tabela 1 sdao apresentadas algumas definigbes estabelecidas por diversos

organismos em diferentes Paises.

Tabela 1: Definicdes de alimentos funcionais conferidas por diversas organizagbes mundiais. (Crowe & Francis,

2013).

Organizagao

Definigao

Academy of Nutrition and
Dietetics

"Alimentos definidos como alimentos inalterados, juntamente com os alimentos
fortificados, enriquecidos, ou aprimorados, que tém um efeito potencialmente
benéfico sobre a saude quando consumidos como parte de uma dieta variada
em niveis eficazes."

"Alimentos ou componentes da dieta que possam proporcionar um beneficio de
saude para além da nutricdo basica e possam desempenhar um papel na
redugdo ou minimizagdo dos riscos de certas doencas e outras condigées de
saude."

"Os alimentos e componentes de alimentos que fornecem um beneficio de
saude além da nutrigdo basica (na populagao proposta).”

"Alimentos que, em virtude da presengca de componentes alimentares
fisiologicamente ativos fornecem beneficios de saude além da nutrigdo basica."

"Um alimento que afecta beneficamente uma ou mais fungdes alvo no corpo,
para além dos efeitos nutricionais adequados, de uma forma que seja relevante
para qualquer melhora no estado de saude, no bem-estar e/ou redugao do risco
de doenca. Faz parte de um padrao alimentar normal. Nao € um comprimido,
uma capsula ou qualquer outra forma de suplemento dietético."

"Um alimento funcional é de aparéncia semelhante, ou pode ser, a um alimento
convencional, € consumido como parte de uma dieta normal, e que seja
demonstrado ter beneficios fisiolégicos e/ou reduzir o risco de doenga crénica
além das fungdes fisioldgicas essenciais."

International Food
Information Council

Institute of Food
Technologists

International Life Sciences
Institute

Comissao Europeia

Health Canada

Ministério da Saude,
Trabalho e Bem-estar
Japonés

"FOSHU (alimentos especificos para uso na saude) refere-se a alimentos que
contenham ingredientes com fungdes para a saude e que sejam oficialmente
aprovados para reivindicar os seus efeitos fisioldgicos no corpo humano.
Destina-se a ser consumido para a manutengao/promog¢ao da saude ou para ser
usado por pessoas que desejam controlar as condicdes de saude, incluindo
presséo arterial ou colesterol no sangue."

Institute of Medicine of the
National Academy of
Sciences

“Alimentos cuja concentragdo de um ou mais ingredientes foi manipulada ou
modificada de modo a incrementar a sua contribuigdo para uma dieta saudavel.”
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Apesar de, atualmente, o Japao ser o Unico pais com regulamentacao especifica
para aprovar alimentos funcionais, muitas organizagdes propuseram definigdes para esta
nova e emergente area das ciéncias da nutricdo e da alimentagdo, sendo a definicdo
elaborada pelo Instituto Internacional de Ciéncias da Vida (International Life Sciences
Institute, ILSI) a amplamente mais aceite (Mendes, 2014).

Assim sendo, a definicdo de alimento funcional diverge entre Paises, sendo que
nos Estados Unidos da Ameérica incluem os suplementos alimentares nesta categoria, ao
contrario do que acontece no Japao e Unido Europeia, onde essas definicdes diferem na
legislacdo (Moraes & Colla, 2006).

Porém, no ambito deste trabalho sera considerada a definicdo de alimento funcional
utilizada na Europa, onde os suplementos alimentares sao inseridos noutro conceito: o de
nutracéuticos (Moraes & Colla, 2006).

Adicionalmente, € obrigatério que as alegagdes de propriedades funcionais tenham
base cientifica comprovada, e, na Europa, sejam autorizados pela Autoridade Europeia para
a Seguranga Alimentar (EFSA) apés rigorosa avaliagéo cientifica (Mendes, 2014).

Desta forma, um alimento funcional, em termos praticos, pode ser qualquer
alimento inalterado que possua naturalmente capacidade funcional, isto é, alimentos
convencionais consumidos usualmente na dieta ou, também, qualquer alimento onde a
natureza de um ou mais componentes tenha sido modificada sintéticamente. Neste segundo
caso, esta incluido: 1) a adicdo ou remog¢ao de um componente por meios tecnolégicos ou
biotecnoldgicos que aporte beneficios; 2) a substituigdo de um componente por outro com
propriedades favoraveis; 3) o aumento de determinado componente; e 4) a modificacdo da
bioatividade ou biodisponibilidade de um componente ou ainda a combinacdo de mais do
que um destes fatores (Tabela 2) (Mendes, 2014; Crowe & Francis, 2013).

Como consequéncia do conceito de alimento funcional estar amplamente ligado a
referéncia - benéfico para a saude - a promocio destes efeitos saudaveis passou a ser
regulamentada nos paises da Unido Europeia desde 2006, quando foi estabelecida uma
regulamentacgao especifica referente as propriedades benéficas e nutricionais dos alimentos
(Mendes, 2014).

Para clarificar a referéncia ‘benéfico para a saude’, a Administracao de Alimentos e
Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA), relata que esta indicagao néo se refere
a tratamento, cura ou diagnéstico, ndo podendo de forma alguma os alimentos funcionais
serem confundidos com farmacos (Moraes & Colla, 2006).

Assim, a regulamentagédo destes produtos é de extrema importancia pois confere
confianga ao consumidor sobre a informacao presente nos roétulos e previne declaragdes de

promoc¢ao de saude falsas ou exageradas sobre as suas propriedades. Adicionalmente, a
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comprovacgao da eficacia destes alimentos € crucial no sentido de evitar declaragbes falsas

ou exacerbadas relativamente as suas propriedades benéficas (Mendes, 2014).

Tabela 2: Alteragdes das caracteristicas de alguns alimentos de forma a torna-los funcionais e respectivos

exemplos (Mendes, 2014).

Caracteristica modificada no

alimento

Exemplos de respetivos alimentos funcionais

Aumento da quantidade de um
componente

Tomates com maior teor de licopeno, sumo de fruta com teor
aumentado de antioxidantes, enriquecimento do leite em calcio ou
vitamina D, ou do teor de fibra em cereais de pequeno-almogo

Adicdo de um componente

Creme de barrar com adic¢ao de fitosterdis, éleos alimentares
enriquecidos com vitamina E, iogurte com adigdo de prebidtico ou
probiodtico, arroz enriquecido com vitamina A

Remocao de um componente

logurte com redugao do teor de gordura

Substituicdo de um
componente por outro

Refrigerantes nos quais se substituiu o agucar por edulcorantes

Modificagdo da
biodisponibilidade de um
componente

Arroz geneticamente modificado de modo a aumentar a
biodisponibilidade do ferro

1.2. O contexto historico

O conceito de alimentagdo comecgou por ser visto apenas como uma necessidade e
uma forma de obter energia, sendo que o ser humano sempre soube procurar intuitivamente
uma forma de se alimentar (Hasler, 2002).

No entanto, alimentos como proporcionadores de promocédo de saude ndo € uma
ideia nova. Esta visédo, de que a alimentagao pode previnir certas patologias foi introduzida
ha 2500 anos atras pelo pai da medicina, Hipocrates. Porém, tal filosofia caiu no século 19,
com a introducao da teoria medicamentosa moderna (Hasler, 2002).

Em 1900, o papel da dieta na prevengcao de doencas e na promocido da saude
ganhou novamente importancia (Hasler, 2002; Moraes & Colla, 2006; Wilkinson, Pidgeon,
Lee, Pattison, & Lambert, 2015).

Na primeira metade do século XX, o foco cientifico na area alimentar caia sobre a
identificagcdo de elementos causadores de doencgas de deficiéncia dietética, dando especial
atencdo as vitaminas (Hasler, 2002).

Porém, o foco na desnutricdo, deslocou-se para a sobrenutricdo. Durante a década

de 1970, as doengas ligadas ao excesso de consumo de alimentos ricos em gordura,
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tornaram-se um problema central na saude publica na Europa e também noutros paises. Tal
conduziu a elaboragdo de uma grande variedade de normas de saude publica na area
alimentar, em que o elemento comum se refere a importadncia do consumo de uma dieta
baixa em gordura saturada e rica em vegetais, frutas, leguminosas e graos integrais (Hasler,
2002; Wilkinson, Pidgeon, Lee, Pattison, & Lambert, 2015).

Este aumento da consciéncia do consumidor para a relacao entre os bons habitos
alimentares e a diminuicdo da incidéncia de certas patologias, em combinacdo com a
evolucao cientifica, deu origem a uma nova geragao de produtos os ja referidos alimentos
funcionais (Wilkinson, Pidgeon, Lee, Pattison, & Lambert, 2015).

Estes alimentos surgem pela primeira vez, na década de 80, no Japao, através de
um programa do governo (Hasler, 2002; Moraes & Colla, 2006).

Na evolugdo do conceito de alimento funcional, destacou-se o facto de alguns
povos apresentarem baixa incidéncia em patologias representativas de problemas de saude
publica. Tal foi relacionando com o habito de uma alimentacéo rica em compostos fendlicos,
reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes que podem contribuir para a promocéao
da saude e prevencao da doenca e como tal serem considerados componentes funcionais
(Moraes & Colla, 2006).

1.3. Os principais componentes bioativos dos alimentos funcionais

Sao diversos os componentes contidos em alimentos que pelas suas propriedades
sdo considerados funcionais. Estes elementos podem ser classificados em grupos, sendo os
mais reconhecidos: 1) os probiéticos; e os 2) prebiéticos (bem como os que incluem estes
dois primeiros) — 3) os denominados simbiéticos; 4) as fibras dietéticas; 5) os fitosterois;
6) os fitoestrogénios; 7) os acidos gordos insaturados e os ja referidos 8) compostos
fendlicos, que se encontram entre os mais mencionados (Mendes, 2014).

No ambito deste trabalho, e uma vez que os compostos fendlicos sdo os mais

reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes, iremos focar-nos apenas nesta classe.

1.3.1. Os compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta e o seu

potencial antioxidante sobrepdem-se aos restantes antioxidantes conhecidos (Balasundram,
Sundram, & Samman, 2005; Carvalho, Machado, Moretti, & Fonseca, 2006).
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Os compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade de classes, consoante
a sua estrutura quimica, e, encontram-se presentes em variadissimos alimentos (Mendes,
2014).

Sao encontrados em frutas, vegetais, e em algumas bebidas como os chas verde e
preto, o café, o vinho tinto, entre outros (Landete, 2012; Dicko, Gruppen, Traoré, Voragen &
Berkel, 2006; Giilgin, 2012).

Alguns destes compostos funcionais, bem como as suas respetivas principais
fontes alimentares estdo ilustrados na tabela 3 (Carvalho, Machado, Moretti & Fonseca,
2006).

Tabela 3: Principais fontes alimentares de alguns componentes funcionais (Carvalho, Machado, Moretti, &
Fonseca, 2006)

Fitoquimicos Componentes Funcionais Principais Fontes Alimentares
i " Beringela, brécolos, cenoura, pimenta, repolho, salsa,
Acidos Fendlicos 9 P P
tomate
Taninos Vinho tinto
Estilbenos Pele das uvas
Flavonaois Cebolas, couve-flor, alho-porro, brécolos, mirtilos
Compostos
fendlicos Flavonas Salsa, aipo
Flavanadis Frutos, cha verde, chocolate
Flavondides
Flavanonas Tomates, plantas aromaticas, citrinos
Antocianinas Vinho tinto, mirtilos, cerejas, morangos, amoras
Isoflavonas Leguminosas
Licopeno Tomate, melancia
Carotendides Hortalicas amarelo-alaranjadas e de folhas verdes
Beta-caroteno . i .
(aboboras, brécolos, cenouras, espinafres)

Nos alimentos, os compostos fendélicos sdo também responsaveis pela cor, aroma e
sabor (adstringéncia e amargura) (Landete, 2012). Sdo também usados na industria
alimentar para prolongar o tempo de vida dos alimentos (Dicko, Gruppen, Traoré, Voragen,
& Berkel, 2006).

A atividade antioxidante € uma funcéo transversal a todas as classes de compostos
fendlicos, que inclui o seu envolvimento em reacdes de stress oxidativo, e, de eliminagcao de

radicais livres.
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2. OS ANTIOXIDANTES E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.1. O papel dos antioxidantes no Stress Oxidativo

O stress oxidativo, resulta de um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes
originando um excesso de radicais livres. Ou seja, existe um desequilibrio entre a produgéao
de radicais livres (oxidantes) e a capacidade do organismo os eliminar, o que dificulta a
manutencédo das fungdes fisioldgicas normais, podendo mesmo levar a danos celulares
(Silva, Ribeiro, & Chaves, 2009).

Os radicais livres podem ser agrupados em categorias, entre elas as espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO s&o
compostas por um centro de oxigénio (Tabela 4) e séo a classe mais importante de radicais

livres formados pelo organismo, sendo muito reativos (Giilgin, 2012).

Tabela 4: Espécies reativas de oxigénio (ERO) radicalares e nao radicalares (Glilgin, 2012).

Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies radicalares

Radical anido superdxido 02”
Radical hidroxilo HO
Radical peroxilo ROO
Radical perhidroxilo HO2
Radical alcoxilo RO
Hidroperoéxido organico ROOH

Espécies nao radicalares

Peréxido de Hidrogénio H202

Oxigénio singleto '0,

A formacao de radicais livres in vivo ocorre via catalitica de enzimas. Na maioria
dos casos, os radicais livres sdo originados fisiologicamente, como consequéncia dos
processos de transferéncia de eletrbes, no metabolismo celular de sistemas biolégicos.
Como ¢é o caso da producdo de radicais livres pelas mitocdndrias como consequéncia da
fosforilagdo oxidativa, sendo este o principal local de formagao destas substancias (Silva,
Ribeiro, & Chaves, 2009).

Assim, em concentragbes baixas, os radicais livres cumprem fungdes bioldgicas
relevantes, como possibilitar a formacdo de ATP, sendo benéficos para as células por

estarem integrados em diversos processos fisioldgicos de sinalizacdo e regulagéo
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(Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald, & Robards, 2002; Barbosa, Bressan, Costa,
Alfenas, Paula, & Minim, 2010).

Porém, quando os sistemas intracelulares estdo expostos a alguns compostos
exogenos ao organismo, como radiagdes gama e ultravioleta, medicamentos, fumo, tabaco,
ou mesmo alguns compostos provenientes da dieta alimentar, podem originar subprodutos
metabdlicos nocivos (radicais livres). E estes, quando em excesso, provocam danos
oxidativos nas células, nos tecidos e em componentes celulares, o que origina a oxidagao
de lipidos, proteinas, acucares, ADN e ARN e consequentemente provoca danos as
membranas biologicas. Por esta razdo, estda bastante descrita a correlacdo do stress
oxidativo com o desencadeamento de varias patologias, como cardiopatias, aterosclerose,
problemas pulmonares, envelhecimento, artrite, catarata, diabetes, varios tipos de cancro,
cirrose, anemia e desordens neurodegenerativas cronicas como a doenga de Parkinson e
Alzheimer (Silva, Ribeiro, & Chaves, 2009).

Neste ambito, existem, nas Uultimas décadas, diversas referéncias de que as
propriedades antioxidantes de determinados alimentos funcionais podem ajudar a proteger
as células do stress oxidativo, promovendo desta forma o bem-estar e a saude humana
(Carvalho, Machado, Moretti, & Fonseca, 2006). E assim, os antioxidantes tém recebido
particular atengéo, na prevengao do stress oxidativo (Selvakumar, Madhan, Srinivasan, &
Baskar, 2011).

2.2. A Defesa Antioxidante — O sistema endégeno e os antioxidantes exégenos

O organismo dispde de mecanismos biolégicos de prote¢cao para a compensagao
do efeito prejudicial dos radicais livres (Renz, 2003). Neste ambito, a inducdo de
antioxidantes, € um mecanismo de defesa enddégeno (Tabela 5) e estes dividem-se em
enzimaticos e ndo enzimaticos (Renz, 2003; Guilgin, 2012).

O sistema enzimatico € o primeiro a agir e as suas principais enzimas antioxidantes
sdo a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a
glutationa redutase (GR) e as peroxirredoxinas (Renz, 2003). Estas enzimas s&o capazes de
bloquear o inicio da oxidacdo e ao possuirem metais no centro ativo, com multiplas
valéncias, nunca se tornam espécies radicalares (Barbosa, Bressan, Costa, Alfenas, Paula,
& Minim, 2010).

No sistema nao-enzimatico, situam-se os antioxidantes enddégenos néao
enzimaticos, como a coenzima Q10, a vitamina A, a glutationa, o acido urico, o acido lipoico,
a bilirrubina, a L-carnitina, etc. — bem como, as substancias antioxidantes (ndo endégenas,

Tabela 5) provenientes da dieta.
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Tabela 5: Sistema de defesa antioxidante humana endégeno e ndo endégeno (Bouayed & Bohn, 2010).

Antioxidantes Endégenos

Antioxidantes Exégenos
Enzimatico N&o enzimatico

SOD:
a) citoplasmatica: Zinco-Cobre
de Superdxido (027) vitamina E

T
1
1
1
: Enzima desintoxicante Vitaminas: vitamina C,
1
1
b) mitocondrial: Manganés :
1

Enzima desintoxicante

1

1 ;
CAT : de Peroxido de UGrliLétoatlonAi’ido ”Agldo Zinco, selénio

. L , poico,

! hidrogénio (H202) NADPH,  Albumina,

1 Coenzima Q10,

: Bilirrubina

1 Enzima desintoxicante Carotendides: b-
GPx :de Peroxido lipidico caroteno, licopeno,

, (COOH)) luteina, zeaxantina

1

|

:Enzima envolvida na Compostos  fendlicos:
GRX | regeneragéo de Acidos  fendlicos e

: glutationa Flavondides

1

A necessidade e a importancia do uso de antioxidantes exdégenos complementares
fornecidos pela dieta, advém de, por vezes, a quantidade de antioxidantes produzida pelo

sistema de defesa do organismo, poder ndo ser suficiente (Yoo, Saliba, & Prenzler, 2010).

2.3. Os antioxidantes provenientes da alimentacao

A dieta alimentar pode ser uma fonte de diversos compostos com atividade
antioxidante. O consumo destes alimentos, através da dieta, pode auxiliar na manutencao
da homeostase, na protecdo dos componentes celulares e das suas respetivas funcoées, e
na redugao do stress oxidativo. Adicionalmente, outra vantagem destes compostos refere-se
a seguranca dos antioxidantes naturais face aos antioxidantes sintéticos (Gulgin, 2012).

Como ja foi referido, os principais compostos bioativos provenientes de fontes
naturais sdo os compostos fendélicos com destaque para os flavondides e os acidos fendlicos
(Yoo, Saliba, & Prenzler, 2010). Estes compostos, sdo abundantes nos alimentos e

apresentam 8000 variantes estruturais identificadas (Dicko, Gruppen, Traoré, Voragen, &
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Berkel, 2006).

Apesar das referidas propriedades benéficas por parte dos compostos fendlicos,
também existe a indicagdo de que a sua ingestao excessiva, através da alimentacéo, pode
atingir niveis toxicos no organismo (Crowe & Francis, 2013). Um dos efeitos menos
desejaveis destes compostos € o facto de, sob certas condigdes, poderem comportar-se
como pro-oxidantes, contribuindo para o stress oxidativo, que acontece pela deslocacédo do
equilibrio redox (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald, & Robards, 2002; Crowe &
Francis, 2013). Adicionalmente, podem também diminuir a capacidade de absorgdo de
diversos minerais, inibir enzimas digestivas, precipitar proteinas e diminuir a digestibilidade
das proteinas originando o aumento da excregdo fecal de azoto, e assim serem
considerados antinutrientes (Landete, 2012). Pelo que o seu consumo, como o da maioria
dos alimentos, deve ser feita de forma equilibrada para que os seus efeitos benéficos tao

procurados e referenciados superem os efeitos nocivos.

2.3.1. A estrutura e as propriedades antioxidantes dos compostos

fenolicos

Os compostos fenolicos sao fitoquimicos e a sua estrutura base consiste num anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilo. A classificacdo dos compostos fendlicos
(Figura 1) entra em conta com o numero de anéis fendlicos e o tipo de elementos estruturais
que se ligam aos anéis (Landete, 2012).

Assim, consoante o seu esqueleto de atomos de carbono, estes agrupam-se em
acidos fendlicos (responsaveis por aproximadamente 30% do intake total), taninos,

estilbenos, e flavondides (com aproximadamente 60% do intake total) (Gilgin, 2012).

)

Fitoquimicos ]

1
| 1
A} A}

Compostos organosulfurados; ]

Compostos azotados;

o v fendlicos
Alcaldides; Carotendides

Compostos ]

Acidos

Fendlicos ] Taninos ] Estibenos ] Flavondides

AY

Flavonois, Flavonas, Flavanois,
Flavanonas, Antocianinas,
Isoflavonéides

Acidos hidroxibenzdicos, Acidos
hidroxicinamicos, Cumarinas

Figura 1: Classificagdo das principais classes de fitoquimicos naturais (Ramalho & Jorge, 2006).
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E também esta variedade estrutural, que |Ihes confere a sua diversidade de efeitos
farmacolégicos, nomeadamente as suas propriedades antioxidantes (Landete, 2012; Gllgin,
2012). Esta descrito que estas propriedades conferem um amplo espectro de fungdes:
anticarcinogénicas, antiapoptésicas, anti-inflamatdrias, antienvelhecimento, cardioprotetoras
e vasodilatadoras, bem como a funcéo inibidora da proliferacao celular e de estimulacédo do
sistema imune (Carvalho, Machado, Moretti, & Fonseca, 2006; Gilgin, 2012).

Adicionalmente, a capacidade protetora indireta dos compostos fendlicos também
esta referenciada, quer por ativagao de sistemas de defesa enddégenos, quer por modelagao
de processos de sinalizacao celular. E sdo estas propriedades que tornam os compostos
fendlicos ferramentas valiosas nas areas da saude, nomeadamente a sua atividade
antioxidante (Carvalho, Machado, Moretti, & Fonseca, 2006; Gllgin, 2012).

A atividade antioxidante assenta em mecanismos de transferéncia de um atomo de
hidrogénio (hydrogen atom transfer, HAT) e de transferéncia de um eletrdo (single electron
transfer, SET), eliminando espécies reativas (como o O,7) e radicais promotores de
peroxidagao lipidica (como o ROQO"). Estes também podem atuar como antioxidantes pela
prevencdo de producdo de espécies reativas por quelagdo de metais. E a estrutura destes
compostos fendlicos que é a chave da sua atividade.

A generalidade da acéo antioxidante dos acidos fendlicos e dos flavondides pode

ser representada através de duas reacgoes:

1. Composto fendlico (OH) + R* & Composto fendlico (O) + RH
2. Composto fendlico (OCH,) +R° & Composto fendlico (O) + RCH,

R’ - Radical livre reativo

o - Composto fendlico apds doar eletrées (Machado, Nagem, Peters, Fonseca, & Oliveira, 2008).

A primeira reagao representa o grupo hidroxilo (OH) do composto fendlico a reagir
com o radical livre, transferindo-lhe um H e obtendo-se desta reagdo o radical livre
neutralizado (Machado, Nagem, Peters, Fonseca, & Oliveira, 2008).

A segunda reagao ilustra o grupo metoxilo (OCH3;) do composto fendlico a reagir
com o radical livre, transferindo-lhe um metilo (CHj3), alcangando-se um radical estavel
(Machado, Nagem, Peters, Fonseca, & Oliveira, 2008).

O poder antioxidante dos compostos fendlicos é geralmente superior quando
comparado com os restantes antioxidantes provenientes da alimentacdo, como o a-
tocoferol, o acido ascérbico e os carotendides. Contudo, existe uma atividade sinérgica entre

os diversos compostos antioxidantes presentes (Dicko, Gruppen, Traoré, Voragen, & Berkel,
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2006).

Como ja foi referido, os compostos fendlicos, especificamente os flavondides e os
acidos fendlicos, sdo o grupo de antioxidantes naturais, provenientes da dieta, mais
presentes e melhor estudados.

Assim, é essencial compreender o papel destes compostos como antioxidantes.

2.3.2. Os flavonodides

Esta classe de fitoquimicos é bastante comum e ocorre naturalmente em plantas.
Encontram-se na natureza como glicosideos, isto &, ligados a residuos de agucares, ou sob
a forma de aglicona, que corresponde a sua forma mais simples. A estrutura em que se
encontram influencia as suas propriedades antioxidantes (Manach, Scalbert, Morand,
Rémésy, & Jiménez, 2004).

Encontram-se entre os principais antioxidantes da dieta alimentar estando
presentes numa ingestdo diaria normalmente superior a 100 mg. S&o antioxidantes muito
eficazes, atuando na eliminacéo de radicais livres, quelacao de ides metalicos e inibindo a
formacdo do éxido nitrico. Porém, s&o pouco absorvidos a partir dos alimentos (Gllgin,
2012).

As diferentes caracteristicas estruturais dos flavondides sdo responsaveis nao so
pela sua atividade antioxidante, mas também pela atividade antibacteriana, antitrombdtica,
vasodilatadora, anti-inflamatdria, anti-cancerigena. Estes compostos podem ainda participar
como protetores de doencas oxidativas como a doencga cardiovascular, por diminuicdo da
oxidacdo das LDL. Também tém a capacidade de inibir a peroxidagéo lipidica (Gulgin,
2012).

Os flavonoides sdo compostos com baixa massa molecular, com um nucleo base
de 15 carbonos, arranjados numa configuragdo C6-C3-C6 (Dicko, Gruppen, Traoré,
Voragen, & Berkel, 2006). Sdo os trés grupos da sua estrutura que lhes conferem a
atividade antioxidante: dois anéis aromaticos (A e B), ligados por uma ponte de 3 carbonos
(Figura 2). Normalmente esta parte da molécula encontra-se sob a forma de um anel
heterociclico formando o anel C, que contém um atomo de Oxigénio (Lorrain, Ky, Pechamat,
& Teissedre, 2013).
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Figura 2: Estrutura geral dos flavondides (Balasundram, Sundram, & Samman, 2005)

Todos os flavondides partilham esta estrutura base, porém, as suas propriedades
antioxidantes sao influenciadas pelo numero e pela posicdo dos substituintes -OH e -OCH3
(Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

Para se considerar que os flavondides exercem uma protecao eficaz contra o stress
oxidativo, estes devem conter pelo menos dois substituintes —OH na sua estrutura
(Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

Os flavonodides, apresentam-se sob uma variedade de estruturas, representando
mais de metade de todos os compostos fendlicos existentes, podendo ser divididos em
subclasses consoante as diferengas nos seus substituintes (Balasundram, Sundram, &
Samman, 2005).

Tais variagdes originam grandes diferengas na capacidade antioxidante, na
biodisponibilidade, na sua distribuicdo e no seu metabolismo. As subclasses existentes séo:
isoflavonas, flavanonas, flavandis e antocianidinas (Figura 3)

flavonodis, flavonas,

(Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

| Antocianidinas Isoflavonas Flavanonas Flavonas Flavonéis Flavanois
R
OH 2N O
HO._ _~_ O A0 .o‘[§/“ O o ]
OH ~ ‘;5"\/J OH
OH o] o o
A £k 3 q * A *
Cianidina®, nglstt?ln? ’ Ngrlqggnlfa ’ |Luteolina*, Quercetln? ’ Proantocianidinas,
e . daidzeina*, eriodictiol*, . .. campferol*, .

pelagonidina e .’ . lapigenina . catequinas

gliciteina hesperetina miricetina

* Forma de aglicona

Figura 3: Estrutura geral das subclasses dos flavonoides e respectivos derivados (Machado, Nagem, Peters,
Fonseca, & Oliveira, 2008; Bouayed & Bohn, 2010).

Qualquer uma das subclasses esta presente em todos os tipos de tecidos
superiores de plantas, no entanto, os flavonodis constituem a subclasse mais encontrada nos

alimentos, embora em concentragdes relativamente baixas, 15 a 30 mg/kg. E sugerido em
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alguns estudos realizados, que a capacidade de captar radicais livres pode ser estruturada

pela seguinte ordem decrescente de poder: flavondis, flavonas, flavanonas (Gulgin, 2012;

Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez, 2016).

A tabela seguinte apresenta os grupos funcionais que conferem atividade

antioxidante, em alguns exemplos de flavonoides (Santos, 2011).

Tabela 6: Classificagdo e grupo funcional de alguns flavonoéides (Santos, 2011).

Classe/Subclasse

Flavondide/Flavona Flavonéide/Flavonol Flavonoide/Flavanona
Apigenina Luteolina Quercetina Campferol Hesperidina Eriodictiol
Grupo -OH em Grupo catecol Grupo catecol Grupo -OH em | Grupo -OH em Grupo -OH em

4, 5e7;ligagcdo | noanelB;-OH | em anel B, -OH 4,3,5e7; 3’ e 5;um - 4,5,5,7;
duplaentre 2 e em5e7,; em3,5e7, ligacao dupla OCHz em 4’; forma: aglicona.
3eum ligacao dupla ligacao dupla entre2e3e forma:
carbonilo em 4; entre2e3 entre2e3e um carbonilo glicosideo.
Forma: aglicona | conjugado com um carbonilo em 4; forma:
grupo carbonilo em 4; forma: aglicona
em 4; forma: aglicona.
aglicona.

2.3.3. Os acidos Fendlicos
Os acidos fendlicos sdo compostos com atividade antioxidante, ocupam
aproximadamente 30% dos compostos fendlicos presentes em plantas. Aparecem tanto na
sua forma livre, como na forma conjugada (Gdilgin, 2012).

Dividem-se em dois grupos principais: acidos hidroxibenzoicos com sete atomos de
carbono e configuragéo C6-C1, e, acidos hidroxicindmicos, compostos aromaticos com nove
atomos de carbono, organizados sob a forma Cg-C3 (Balasundram, Sundram, & Samman,
2005).

Os acidos hidroxibenzéicos incluem o acido p-hidroxibenzoico, acido
protocatecuico, acido vanilico, acido galico e acido siringico (Balasundram, Sundram, &
Samman, 2005). Os acidos hidroxicinamico incluem acido p-cumarico, acido cafeico, acido
ferulico e acido sinapico (Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

Os acidos hidroxibenzoicos encontram-se em teores muito baixos nas plantas, com
excegao de alguns frutos vermelhos, cha (acido galico), cebola, entre outros e aparecem
também no café (acido clorogénico) e em alguns frutos. Os frutos com maior teor destes

acidos sao os mirtilos, kiwis, ameixas, cerejas e magas. Porém, na forma livre séo
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raramente encontrados, aparecendo praticamente apenas em alimentos processados
(Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez, 2004).

A estrutura base dos acidos fendlicos € composta por um anel aromatico fendlico
de baixo peso molecular, um grupo funcional carboxilico € um ou mais grupos hidroxilo e

metoxilo (Figura 4) (Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

R, R,
N
72N\
CH = CH-COOH R, —<_ COOH
. /

(A) (B)
Figura 4: Estrutura geral dos acidos fendlicos (acido hidroxicinamico e acido hidroxibenzéico) (Ramalho & Jorge,
2006).

Em comparagao com os diversos grupos de acidos fendlicos, os derivados do acido
hidroxicindmico apresentam atividade antioxidante mais elevada. Tal pode estar associado a
cadeia insaturada ligada ao grupo carboxilico, que lhes confere maior capacidade de doar
protdes e de estabilizar radicais livres (Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

Na seguinte imagem (Figura 5) estdo assinaladas as zonas da estrutura do acido
hidroxicindmico que tém influéncia sobre a atividade antioxidante (Balasundram, Sundram, &
Samman, 2005).

COOH

HO /

R"

Figura 5: Representacéo das zonas com maior influéncia na capacidade antioxidante do acido hidroxicindmico
(Santos, 2011).

A capacidade de captar radicais livres aumenta com o aumento da hidroxilagdo. Ou
seja, esta relacionada com o numero e posicdo dos grupos hidroxilo (Balasundram,
Sundram, & Samman, 2005).

Por outro lado, a atividade antioxidante diminui quando em alternativa ao grupo —

OH no carbono 3 e 5 tem lugar um grupo metoxilo —OCH3; (Balasundram, Sundram, &

25



Samman, 2005).
Na tabela 7 encontram-se representados alguns acidos fendlicos e respetiva forma

em que se encontram e os grupos funcionais que lhes conferem atividade (Santos, 2011).

Tabela 7: Classificagédo e posicionamento do grupo funcional —OH de alguns acidos fendlicos (Santos, 2011).

Classe/Subclasse

Acido fendlico: Acido hidroxicindmico

Acido cafeico Acido rosmarinico

Grupo -OH nas posigdes | Grupo -OH nas
3ed. posicoes 3, 4, 15 e 16.

Assim, claramente se conclui que séo estas diferengas estruturais nos compostos
fendlicos, nomeadamente a posigao e o numero de grupos —OH presentes, que conferem as
propriedades antioxidantes destes compostos, sendo fundamental o estudo destas
propriedades.

Para avaliar as propriedades antioxidantes destes compostos, tém sido utilizados
diversos métodos, sendo pertinente aprofundar o conhecimento das diversas metodologias

atualmente disponiveis para este fim.

2.4. Os métodos in vitro e in vivo de determinacao da atividade antioxidante

O estudo do potencial da atividade antioxidante dos compostos fendlicos contidos
em alimentos exige a utilizagdo de metodologias adequadas. Neste ambito, sdo diversos os
métodos in vitro para avaliacdo da atividade antioxidante propostos na literatura e estes
debrugam-se geralmente sobre dois olhares: no estudo da atividade antioxidante de
alimentos ou na bioatividade dos antioxidantes alimentares em humanos (Glilgin, 2012;
Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald, & Robards, 2002).

Porém, o estudo da atividade antioxidante de alimentos € um tépico complexo pela
falta de disponibilidade de um ensaio standard (Selvakumar, Madhan, Srinivasan, & Baskar,
2011) e estes apenas preveem o potencial antioxidante do alimento antes de ser ingerido
(Sucupira, Silva, Pereira, & Costa, 2012). Adicionalmente, o desenvolvimento de um método
para avaliar a capacidade antioxidante ndo é linear, por existirem iniumeros antioxidantes
com diferentes reatividades para cada espécie radicalar (Gulgin, 2012).

Todos os métodos desenvolvidos tém em comum a presengca de um agente
oxidante, um substrato adequado e uma estratégia de medida do end-point da reagao

(Sucupira, Silva, Pereira, & Costa, 2012). No entanto, a eficiéncia de um antioxidante no
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organismo também depende do radical livre que esta envolvido, como e onde este foi
formado, e onde vai provocar a lesao (Selvakumar, Madhan, Srinivasan, & Baskar, 2011).

Os ensaios utilizados para a avaliagao da atividade antioxidante baseiam-se na
determinacdo da capacidade antioxidante por reacbes SET, e, por reagdes HAT
(Nimalaratne, 2015).

Nas reacbes SET, a capacidade do potencial antioxidante é detetado na
transferéncia de um eletrdo para reduzir qualquer composto, com mudancga de cor enquanto
o oxidante é reduzido. Estas reacbes sdo dependentes do pH, porque a reatividade deste
meétodo é baseada primeiramente na desprotonagéo e na ionizagdo. Em geral o potencial de
ionizagao decresce com o aumento do pH. Além disso, sdo reagdes lentas, e sensiveis ao
acido ascorbico e acido urico. Alguns exemplos de métodos mais utilizados baseados em
reacdes SET sdo: o ensaio do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila-DPPH (1, 7-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical scavenging), o método de Folin-Ciocalteu para a determinacdo do
conteudo em fendis totais, o poder antioxidante de reducéo férrica (ferric reducing
antioxidant power, FRAP), a capacidade antioxidante de redugéo cuprica (cupric ions Cu?*
reducing power assay, CUPRAC), e o ensaio do radical catido do acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico  (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulphonate radical
scavenging, ABTS™), entre outros (Glilgin, 2012).

Por outro lado, as reagdes HAT medem a capacidade classica de um antioxidante
eliminar radicais livres pela doacdo de hidrogénio pelo antioxidante. Estas reagdes sao
reacdes independentes do pH e do solvente, e sdo muito rapidas (Gilgin, 2012). Como
exemplo de métodos baseados em reacbes HAT, temos a capacidade de absorcdo de
radicais oxigénio (oxygen radical absorbance capacity, ORAC) e o potencial antioxidante
total (fotal radical-trapping parameter, TRAP) (Gulgin, 2012).

Dependendo da natureza dos compostos presentes em certo alimento, alguns
métodos podem ser mais apropriados que outros (Gllgin, 2012; Nimalaratne, 2015), uma
vez que se baseiam em diferentes mecanismos. O mecanismo do método ORAC e TRAP
assenta na remocdo de um radical peroxilo. Os métodos FRAP e CUPRAC medem a
capacidade de reducdo de metais. O método ABTS e DPPH' atuam pela capacidade de
remocao de radical organico. O método Folin-Ciocalteu € um ensaio colorimétrico, onde,
através da reagbes de oxidacdo-reducdo é possibilitada a quantificacdo dos compostos
fendlicos redutores presentes na amostra. Desta forma, ao procurar avaliar as propriedades
antioxidantes de um determinado alimento funcional, o ideal é utilizar diversos métodos
(Giilgin, 2012).

Adicionalmente, cada composto antioxidante proveniente da alimentagao tera uma

absorgcdo e uma biodisponibilidade dependente das interagdes com outros conteudos
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alimentares e com a prépria matriz alimentar (Barbosa, Bressan, Costa, Alfenas, Paula, &
Minim, 2010). Assim, deve ser efetuada uma avaliagdo da dieta em geral, uma vez que
estudo dos nutrientes e/ou dos alimentos isolados sao limitadores, pois ndo considera a
interacdo entre esses elementos, que por ventura podem estabelecer relagbes sinérgicas
contra os danos oxidativos.

Finalmente, o processo digestivo e os seus efeitos as propriedades antioxidantes,
claramente deve ser considerado na escolha do melhor método de avaliacido destas
propriedades. Particularmente em ensaios in vivo, parametros como as transformacdes
metabdlicas, excrecado, presenca de enzimas antioxidantes e pro-oxidantes podem afectar
profundamente a atividade in vivo dos antioxidantes em estudo (Antolovich, Prenzler,
Patsalides, McDonald, & Robards, 2002).

Como o processo digestivo interage, intimamente, com os compostos antioxidantes
e é o responsavel por torna-los disponiveis para exercer a sua fungao, torna-se relevante
relacionar o estudo do processo digestivo com a atividade antioxidante, de forma a obter
resultados consistentes onde se observe a atividade antioxidante sob condigdes de reacéo
que melhor mimetizem as condigdes in vivo (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald, &
Robards, 2002).
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3. O PROCESSO DIGESTIVO
3.1. A atividade antioxidante dos componentes alimentares e sua

biodisponibilidade

Os compostos fenolicos tém sido referidos como um dos principais componentes
alimentares responsaveis pelas propriedades antioxidantes de muitos alimentos (Bouayed,
Hoffmann, & Bohn, 2011). No entanto, de acordo com o descrito em diversos estudos, os
compostos fendlicos podem ser sensiveis a condigdes de digestdo (Chiang, Kadouh, &
Zhou, 2013; Nimalaratne, 2015).

Atualmente os estudos desenvolvidos comecam a direcionar-se para a avaliacéo
das possiveis alteragdes na atividade antioxidante de diferentes produtos alimentares apoés
a digestao gastrointestinal (Nimalaratne, 2015).

Ao longo do trato gastrointestinal, ha transformacdo dos alimentos. Como
consequéncia desta transformacao a sua atividade antioxidante pode aumentar, diminuir ou
nao ser afetada. Quando a capacidade nao é afetada, significa que ndo ha formagéo ou
alteracdo dos compostos antioxidantes que origine uma modificagdo da atividade
antioxidante. No caso de haver aumento desta atividade, significa que ocorreu alguma,
alteragdo ou formacdo de compostos, que permitiu a melhoria das propriedades
antioxidantes. Por sua vez, quando a atividade diminui, esse efeito pode estar associado a
diminuigdo da forma antioxidante presente ou a formagao de pro-oxidantes (Nimalaratne,
2015).

Assim, é fundamental considerar qual a fracdo dos componentes com propriedades
antioxidantes que n&o é destruida na digestdo, bem como a porgao solubilizada a partir da
matriz alimentar. Esta questao ainda se torna mais relevante porque nem sempre uma maior
ingestéo alimentar se relaciona com uma maior concentragdo dos componentes relevantes
nos tecidos alvo. Na origem desta discrepancia pode estar uma fraca absorgdo, uma
elevada metabolizagdo e/ou uma rapida eliminagdo (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, &
Conte, 2010).

Um dos maiores desafios na investigacado dos efeitos dos alimentos funcionais é a
comprovacgao de que estes se encontram dentro da matriz alimentar nos niveis necessarios
para exercerem os efeitos benéficos pretendidos.(Crowe & Francis, 2013).

Assim, & necessario estabelecer qual a biodisponibilidade e a eficacia destes
compostos nos niveis em que sao tipicamente consumidos, bem como compreender o

significado deste conceito (Cilla, Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013).
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O termo biodisponibilidade designa a quantidade disponivel de determinado
composto no local de agéo, ou seja, envolve a fragdo absorvida pelas células, sendo, desta
forma, habitualmente determinada pela concentragcdo plasmatica. Por sua vez, em termos
nutricionais este conceito € definido pela proporgdo de composto bioativo que consegue
exercer fungbes fisioldgicas. Para melhor compreender a biodisponibilidade € também
necessario compreender a bioacessibilidade e bioatividade (Cilla, Alegria, Barbera, &
Lagarda, 2013).

Assim, para haver biodisponibilidade, os compostos tém que se libertar da matriz
em que estao inseridos. Tal acontece no processo digestivo, por agao do suco digestivo. A
fracao libertada da matriz alimentar e que fica disponivel para ser absorvida denomina-se
como bioacessivel (Cilla, Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013).

Seguidamente, os compostos bioacessiveis necessitam de ser transportados do
intestino para a veia porta, de forma a atingir a corrente sanguinea para serem
metabolizados no figado (Cilla, Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013).

A bioacessibilidade é, desta forma, definida como a quantidade de cada composto
ingerido, libertado de uma matriz alimentar, que fica disponivel para absor¢ao intestinal, isto
€, que subsiste as diversas etapas da digestdo tornando-se num composto absorvivel (Cilla,
Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013).

Por outro lado, a bioatividade engloba todas as propriedades inerentes a um
composto bioativo, nomeadamente a sua interagdo com biomoléculas, o seu metabolismo e
biotransformacgao, a sua distribuicdo até ao tecido alvo e se este consegue exercer uma
resposta fisiologica (Cilla, Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013).

Neste ambito, os modelos de simulagao in vivo e in vitro surgem como ferramentas
valiosas para o estudo da biodisponibilidade (Hur, Lim, Decker, & McClements, 2011;
Minekus, et al., 2014).

3.2. Os modelos de simulagao in vitro da digestado gastrointestinal

Os métodos in vivo sao extremamente relevantes fisiologicamente, fornecendo
resultados bastante precisos, no entanto, para além da sua complexidade, estes implicam
um elevado custo e consumo de tempo, havendo uma grande variabilidade interindividual,
bem como restricbes éticas. Assim sendo, na tentativa de ultrapassar estas limitagdes
inerentes aos modelos in vivo, tém sido desenvolvidos alguns modelos in vitro, mais rapidos,
mais baratos e mais simples, ndo apresentando restricbes éticas e que permitem a recolha
de amostras em qualquer ponto da digestdo (Minekus, et al., 2014; Cilla, Alegria, Barbera, &
Lagarda, 2013).
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Estes modelos in vitro sdao amplamente utilizados para estudar o comportamento
gastrointestinal de alimentos e permitem o estudo das mudangas estruturais, da
digestibilidade alimentar, da libertacdo dos componentes alimentares sob condi¢des
simuladas e o estudo da biodisponibilidade e bioacessibilidade de um composto. Porém,
apesar de serem uma alternativa util, os resultados obtidos nestes modelos sao muitas
vezes diferentes dos obtidos nos modelos in vivo. Esta diferenca deve-se a enorme
complexidade fisico-quimica e fisiolégica do processo digestivo no trato gastrointestinal
humano que engloba desde processos mecanicos, como a mastigagcdo, bem como,
condicbes de pH e temperatura, forca idnica, condicdes enzimaticas e bioquimicas,
composigao quimica dos fluidos, fluxo do alimento, periodos de incubagdo em cada 6rgao e
a microbiota existente no organismo. Sendo ainda de considerar a variabilidade entre
individuos (idade, estado patolégico, estados de jejum, entre outros) como um parédmetro a
ter em conta num modelo digestivo ideal (Hur, Lim, Decker, & McClements, 2011).

Assim, estes métodos in vitro consistem em modelos de simulagdo da digestédo
gastrointestinal, através de uma série de reagdes que evoluem no sentido de recriar todas
estas condigdes fisiologicas complexas existentes nos diferentes 6rgaos que constituem o
trato gastrointestinal por onde o alimento passa, terminando na absorcéo (Ferreira 2014;
Minekus, et al., 2014).

Atualmente, os métodos de simulagdo da digestdo existentes incluem tipicamente a
fase oral, gastrica e do intestino delgado e dividem-se em duas grandes categorias: modelos
estaticos e modelos dinamicos. Sendo que a maioria dos modelos descritos na literatura é
do tipo estatico (Minekus, et al., 2014).

Os modelos estaticos ndo mimetizam os processos fisicos inerentes a digestao,
como o corte, a mistura, a hidratagédo, entre outros. Também ocultam processos fisiolégicos
como os movimentos peristalticos, a existéncia da microbiota intestinal, a alteracdo de
condicdbes de pH e temperatura ao longo do tempo e os alimentos permanecem
praticamente imoveis ao longo da digestdo. Porém, utilizam enzimas digestivas de forma a
mimetizar a digestdo quimica e geralmente sao introduzidas culturas de células Caco-2 de
forma a avaliar a absorgao (Minekus, et al., 2014).

O modelo estatico de digestao in vitro mais utilizado € conhecido como modelo
RIVM (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu, Instituto Nacional de Satde e Meio
Ambiente), onde sao considerados apenas trés compartimentos: boca, estdmago e intestino
delgado. O intestino grosso n&o é considerado (Ferreira, 2014; Versantvoort, Van de Kamp,
& Rompelberg, 2004). Estes modelos apresentam a vantagem de serem mais simples e
mais rapidos (Minekus, et al., 2014), sendo uteis para o estudo da digestibilidade,

bioacessibilidade, e, também, para o estudo da libertacdo de micronutrientes da matriz
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alimentar, como os compostos fendlicos (Gonzalez-Arias, Marin, Sanchis, & Ramos, 2013).
No entanto, para uma simulagao mais precisa das condicdes in vivo, devem ser utilizados os
modelos dindmicos (Minekus, et al., 2014). Estes modelos mimetizam processos fisicos e
mecanicos, incluindo fluxos dindmicos do alimento e modificagdes graduais de pH e
enzimas, permitindo assim alcancgar condigdes mais proximas das condi¢des in vivo (Cilla,
Alegria, Barbera, & Lagarda, 2013). Atualmente, o modelo dindmico mais desenvolvido é o
modelo gastrointestinal do TNO (TNO gastrointestinal model, TIM, onde TNO Nederlandse
Organisatie voor Toegepast Natuurwetenschappelijk Onderzoek, organizagdo holandesa
para a investigacdo cientifica aplicada), que é um modelo multicompartimental. E controlado
por computadores permitindo a simulagcao de aspetos dindmicos da digestdo adaptados ao
longo do tempo de digestdo, como concentragdes variaveis de enzimas, pH, temperatura
corporal, peristaltismo, secre¢cao gastrica/biliar e pancreatica, absorgao de agua e nutrientes
e introdugcdo de microbiota intestinal (Gonzalez-Arias, Marin, Sanchis, & Ramos, 2013;
Minekus, et al., 2014; Verhoeckx, et al., 2015). Adicionalmente, este modelo permite a
simulagao do trato gastrintestinal e considera a variabilidade individual de acordo com dados
obtidos em estudos prévios em voluntarios. Assim, simula diferentes estagios da vida
(infantil, adulto e idoso), o seu periodo alimentar (alimentado ou em jejum), e as condigdes
fisiolégicas ou patolégicas (Minekus, et al., 2014; Verhoeckx, et al., 2015).

Este modelo TIM é constituido por um conjunto de compartimentos que se dividem
em TIM-1, onde € simulado o processo digestivo no estdmago e intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo), e em TIM-2, que simula a flora microbiana do intestino grosso (Figura 6A e
6B). Este modelo apresenta diversas vantagens, uma vez que € um modelo preciso,
reprodutivel, validado com base em dados humanos e animais e torna possivel a recolha de
amostras a qualquer nivel do trato gastrointestinal simulado, e a qualquer momento
(Verhoeckx, et al., 2015).
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Figura 6A e 6B: Representacdo do conjunto de compartimentos do modelo TIM que se divide em TIM-1 e

em TIM-2, respetivamente (Verhoeckx, et al., 2015).

Assim, a digestao, e também o processamento que os alimentos sofrem, podem
afetar a atividade antioxidante dos compostos bioativos presentes nos alimentos. Como tal,
as substancias funcionais apresentam na sua maioria baixa biodisponibilidade,
principalmente em comparagdo com 0s compostos bioativos manipulados em produtos
farmacéuticos. No entanto, a ingestao regular e em quantidades significativas de compostos
bioativos fazendo parte da dieta, como os compostos fendlicos, podem induzir efeitos a
longo prazo, sendo portanto de extrema relevancia a compreensdo do mecanismo de agao
inerente, incluindo as vias moleculares e bioquimicas e o destino metabdlico (Cilla, Alegria,
Barbera, & Lagarda, 2013).

3.3. O Processo digestivo e os compostos fendlicos

Um fator que influencia a absorgao dos compostos fendlicos é a interagdo destes
com outros componentes alimentares, podendo aumentar ou impedir a sua metabolizacao.
Adicionalmente, a presenga de alguns micronutrientes pode afetar indiretamente a
absorgao, podendo induzir ou inibir as enzimas transportadoras envolvidas na absorg¢ao e
metabolismo dos compostos fendlicos (Garcia-Alonso, Ros, Vidal-Guevara, & Periago,
2006).

Sabe-se que os compostos fendlicos sdo capazes de penetrar nos tecidos e que

quando entram na corrente sanguinea ligam-se aos lipidos e/ou formam quelatos com o
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ferro, e que apo6s duas horas da ingestado atingem o pico plasmatico (Garcia-Alonso, Ros,
Vidal-Guevara, & Periago, 2006).

A reciclagem enterohepatica, isto &, a segregacdo de compostos fendlicos para o
intestino através da bilis e a posterior reabsor¢cdo nos segmentos distais do intestino, com o
auxilio de enzimas bacterianas, podem aumentar a presenca de compostos fendlicos no
interior do organismo (Garcia-Alonso, Ros, Vidal-Guevara, & Periago, 2006). Porém, a
absorgédo dos compostos fendlicos no lumen gastrointestinal e a sua capacidade de se
acumular no interior de tecidos-alvo, ndo se encontra bem esclarecido e necessita de mais
investigagdo (Garcia-Alonso, Ros, Vidal-Guevara, & Periago, 2006). Relativamente a
eliminagdo, os compostos fendlicos e os seus derivados séo eliminados principalmente na
urina (Garcia-Alonso, Ros, Vidal-Guevara, & Periago, 2006).

Considerar o consumo de alimentos funcionais e mais particularmente os seus
componentes constituintes como os compostos fenélicos, é particularmente relevante devido
a atividade antioxidante destes compostos e também porque estes ocorrem naturalmente
numa grande variedade de alimentos. Porém, devem ser considerados alguns elementos
que podem afetar a atividade antioxidante dos compostos fendlicos no organismo
(Balasundram, Sundram, & Samman, 2005).

Tal como ja foi estabelecido anteriormente, € fundamental compreender tanto a
bioacessibilidade como a biodisponibilidade dos compostos fendlicos e ter em conta que
estes processos dependem das caracteristicas do composto fendlico em causa, da matriz
alimentar em que estdo inseridos, da dose em que cada composto se apresenta, da
eficiéncia da extracdo dos compostos fendlicos da matriz alimentar, da sua resisténcia ao
processo digestivo, da natureza dos outros componentes da refei¢cao, e, ainda, de fatores de

variabilidade individual.

3.3.1 As caracteristicas da matriz alimentar ingerida

Qualquer matriz alimentar apresenta uma composicao e uma microestrutura que
intervém na biodisponibilidade dos nutrientes pelo qual € composta.

A libertacdo dos compostos fendlicos a partir da matriz alimentar (especialmente
nos alimentos so6lidos), é um fator determinante da biodisponibilidade dos mesmos
(Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010). Adicionalmente, a existéncia de uma
matriz alimentar, que contém diversos nutrientes, pode originar interagbes sinérgicas,
aditivas ou de neutralizacdo . Um exemplo desta situacdo € o caso da vitamina C que
regenera a vitamina E e aumenta o efeito dos carotendides. Também os flavonodides

interagem sinergicamente com a vitamina E, prevenindo a oxidacdo das LDL. Estes s&o
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apenas alguns exemplos que demonstram a diversidade de interagbes que podem ocorrer

dentro de uma matriz alimentar (Crowe & Francis, 2013).

3.3.2 A eficiéncia da extracdo dos compostos fendlicos da matriz

alimentar

A digestdo poder ser considerada como um processo que permite uma extragdo de
macronutrientes, micronutrientes e fitoquimicos, utilizando acdo mecanica, quimica e
enzimatica. Apenas os compostos fendlicos que sdo solubilizados a partir da matriz do
alimento sédo realmente bioacessiveis e, por conseguinte, potencialmente biodisponiveis
(Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

No entanto, num estudo que investigou a libertagdo de compostos fendlicos numa matriz
solida, concluiu-se que uma porcdo destes compostos nao esta presente no final da
digestdo, sendo referido que uma parte foi degradada e, outra parte, ndo foi extraida da

matriz sélida (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

3.3.3 As caracteristicas dos compostos fendlicos e sua influéncia na

biodisponibilidade

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos origina grandes diferencas na sua
biodisponibilidade. Alguns estudos realizados indicam que as diferentes estruturas dos
compostos fenolicos conferem um ponto diferencial no que diz respeito ao seu
comportamento no processo digestivo. Desta forma, consoante a sua estrutura, as suas
perdas podem variar desde o negligenciavel até a degradacédo quase total (Gido, et al.,
2012).

Num estudo que abordou o efeito da digestao in vitro na capacidade antioxidante de
extratos aquosos de quatro plantas, verificou-se que alguns compostos fendlicos com
atividade antioxidante ndo séo afetados pelo processo digestivo, enquanto que para outros
ocorre a diminuicdo da sua atividade ao longo deste processo (Gido, et al., 2012). Outros
estudos demonstraram, ainda, que certos compostos fendlicos diminuem em quantidade ao
longo da digestdo, mas a atividade antioxidante das amostras ndo. Na origem deste
acontecimento pode estar o facto de estes se transformarem em diferentes compostos
fendlicos que possuam, igualmente, atividade antioxidante (Pavan, Sancho, & Pastore,
2014).

Sabe-se que na generalidade, a biodisponibilidade dos compostos fendlicos é

bastante baixa e inversamente proporcional ao peso molecular, sendo o conteudo alimentar
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composto, na sua maioria, por compostos fendlicos complexos e nido simples. Os que sao
melhor absorvidos sdo as isoflavonas com o menor peso molecular, seguidas dos acidos
fendlicos, catequinas e, por ultimo, as flavonas, com o maior peso molecular (Manach,
Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez, 2016; Landete, 2012).

Desta forma, a absorcdo é determinada pela estrutura quimica do composto
fendlico e é depende do peso molecular (ja referido), mas também, da solubilidade, do grau
de polimerizagdo, da glicosilagdo e acilagdo, da estrutura basica e da conjugacdo com
outros compostos fendlicos (Landete, 2012). Adicionalmente, nem sempre sao o0s
compostos fendlicos ingeridos em maior quantidade, os que atingem em maior porgéo o
tecido alvo, até porque os metabolitos presentes no sangue — apés metabolizagdo hepatica
e digestdo — sdo diferentes dos compostos fendlicos presentes nos alimentos ingeridos
(Landete, 2012).

Para um consumo de 10-100 mg de um unico composto fendlico, a concentragao
maxima no plasma raramente é superior a 1 mM — porcdo que atravessa a barreira
intestinal, chega a corrente sanguinea e exerce os efeitos biolégicos. Foi estimada uma

ingestéo diaria de 1 g de compostos polifendlicos por pessoa (Scalbert & Williamson, 2000).

3.3.4 A resisténcia ao processo digestivo

Os resultados obtidos num estudo que abordou o efeito de digestao in vitro na
capacidade antioxidante, alegam que 48% dos compostos fendlicos estdo bioacessiveis no
intestino delgado, enquanto 42% permanecem biodisponiveis no intestino grosso e apenas
uma fracdo minima (10%) esta sempre inacessivel (Gido, et al., 2012).

Os compostos fenodlicos quando absorvidos podem ser hidroxilados pelos
citocromos P450 ou conjugados com grupos glucuronido, sulfato ou metilo. Estes fatores
originam uma grande diversidade estrutural que pode conduzir a alteracdo da atividade
biolégica (Antunes, 2012; Landete, 2012).

No entanto, existe sempre uma percentagem que nao € absorvida ao longo do
trato gastrointestinal. Esta porgao alcanga o célon, onde sofre metabolizagdo por agéo
enzimatica da propria microflora. Tal leva a formagdo de muitos metabolitos secundarios
biodisponiveis e de baixo peso molecular que chegam a corrente sanguinea e que possuem
interesse biologico (Landete, 2012).

Assim, quando n&o ha absorcdo, os compostos fendlicos tem a capacidade de
exercer efeitos benéficos no proprio intestino, desativando espécies reativas que se
encontrem nesse local. Desta forma, mesmo que os compostos fendlicos ndo alcancem uma

elevada concentracdo no plasma, podem obter concentracbes elevadas no lumen
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gastrointestinal. Nesta situagéo, os compostos fendlicos ndo tém que estar biodisponiveis,
basta serem estaveis e bioacessiveis. Desta forma, para a determinagcdo dos seus
potenciais efeitos apenas este ultimo fator deve ser considerado (Tagliazucchi, Verzelloni,
Bertolini, & Conte, 2010).

Logo, as transformagdes que ocorrem no célon sdo geralmente essenciais para a
absorcédo e modulam a atividade biologica. Estas transformag¢des no célon também sao
fulcrais uma vez que os compostos fenolicos presentes na alimentacdo encontram-se muitas
vezes sob formas nativas ndo absorviveis - ésteres, glicosideos e polimeros. Através das
enzimas intestinais ou da microflora do cdlon, estas formas s&o hidrolisadas, ficando sob
uma forma que permite serem absorvidas (Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez,
2004).

Dados epidemiolégicos relativos as proantocianidinas, também sustentam este
argumento. A absorgdo intestinal destas € muito baixa, no entanto apresentam efeitos
biolégicos que podem dever-se a um metabolito formado na sua metabolizagdo por
bactérias da flora intestinal (Antunes, 2012; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez,
2004).

A reciclagem enterohepatica também interfere na atividade dos compostos
fendlicos, podendo aumentar a presenga de compostos fendlicos no interior do organismo.
Em adicéo, a digestao gastrointestinal envolve condigdes de pH extremas e a presenga de
uma grande variedade de enzimas que podem causar degradacdo de compostos
antioxidantes ou formacao de novos compostos (Nimalaratne, 2015). Assim, a estabilidade
de um composto nas condigbes gastrointestinais € outro fator a considerar. Tal verifica-se no
exemplo das antocianinas, onde por serem muito instaveis em meio alcalino (intestino
delgado), limita a sua biodisponibilidade (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

Foi sugerido num estudo que os compostos fendlicos com maior atividade a pH
basico protegem mais eficientemente as células intestinais e que os compostos fendlicos
com maior atividade a pH acido, sdo mais eficientes na protegdo do estémago (Tagliazucchi,
Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

3.3.5 A natureza de outros componentes da refeicao

A natureza dos outros componentes nao fendlicos presentes na refeicdo também é
um fator que influencia a atividade antioxidante dos compostos fendlicos no organismo pois
a biodisponibilidade de um composto funcional é regida pela composi¢cao da refeigao total. E
€ neste facto que reside a principal limitacdo no uso de modelos in vitro. Maioritariamente,

tais estudos fornecem informacao sobre os efeitos dos alimentos funcionais baseando-se
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numa concentragdo de um composto funcional individual e em doses fora do contexto das
doses dietéticas normais in vivo. Quando ndo se considera que os compostos funcionais
estdo inseridos numa matriz alimentar e numa refeicdo total, os resultados obtidos sao
irreais (Crowe & Francis, 2013).

Adicionalmente, a variabilidade fisiologica individual também influencia o processo
digestivo dos compostos fendlicos. Cada individuo tem uma determinada acidez gastrica,
estado fisiolégico caracteristico e concentragbes e atividades enzimaticas diferentes, pelo
que existem diferengas fisiologicas entre os individuos em termos de absor¢cdo e
metabolismo dos alimentos.

Assim, a variedade de fatores que estdo implicados no processo digestivo de
alimentos funcionais revela a importancia de efetuar um estudo aprofundado, relacionando
os diversos compostos antioxidantes presentes no organismo por resultado da dieta e o seu
respetivo comportamento no aparelho digestivo, entrando em conta com a diversidade de
interagdes que podem ocorrer dentro de uma matriz alimentar, de forma a conhecer o maior

potencial dos compostos fendlicos na saude humana (Crowe & Francis, 2013).

3.4. As propriedades antioxidantes de diferentes matrizes alimentares

considerando a influéncia do processo digestivo

Atualmente existem varios dados na literatura sobre a capacidade antioxidante de
diversos produtos alimentares, especialmente de frutos, e sua respetiva composicdo em
antioxidantes (principalmente compostos fendlicos). No entanto, ha falta de dados sobre o
estudo dos mesmos parametros apds o processo digestivo, ou seja, que considere o padrao
de libertacdo dos compostos fendlicos, as alteragdes que estes sofrem e consequentemente
como a digestéo influencia a atividade antioxidante. Porém, ainda que escassa, a literatura
existente permite uma analise (Pavan, Sancho, & Pastore, 2014).

Um estudo realizado no sentido de melhorar o conhecimento relativo aos processos
de absorgdo de compostos antioxidantes, avaliou extratos de papaia, jaca e anona. Neste
ambito, verificou-se que a atividade antioxidante medida através do método ORAC e TEAC
da anona e da jaca aumenta apds a digestdo e que a da papaia diminui ligeiramente. No
caso da jaca é também observado um aumento dos compostos fendlicos o que explica o
consequente aumento da atividade antioxidante nesta amostra. Porém, ao contrario do
esperado, na anona verifica-se uma diminuicdo do conteiudo em compostos fendlicos. A
explicagao para este acontecimento pode residir no facto de a anona ter outros compostos
antioxidantes nao fendlicos ou na ocorréncia de uma mudancga na estrutura dos compostos

fendlicos avaliados, tornando-os indetetaveis. No caso da papaia e ainda relativamente ao
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conteudo em compostos fendlicos totais apds a digestao, observou-se uma diminui¢do no
seu conteudo, tendo-se observado no entanto um aumento no conteudo em flavondides.
Este facto leva-nos a concluir que os flavondides sédo estaveis perante as condicdes de
digestdo experimentadas, podendo dever-se a formagdo de uma ligagdo que nao é
hidrolisada pelas enzimas gastrointestinais (Pavan, Sancho, & Pastore, 2014).

Bouayed et al, também realizaram um estudo considerando a influéncia do

processo digestivo nos compostos antioxidantes (compostos fendlicos totais, flavondides e
antocianinas) e na respetiva atividade antioxidante medida pelos métodos FRAP e ABTS,
neste caso contidos em quatro variedades de macgas (Bouayed, Hoffmann, & Bohn, 2011).
Os resultados obtidos nesta matriz indicam que em comparagdo com a atividade
antioxidante nativa das macas, determinada por avaliacdo da atividade antioxidante dos
compostos fendlicos extraidos quimicamente desta matriz, a atividade antioxidante apds a
digestdo é mais baixa, tal como o conteudo em compostos fendlicos (Bouayed, Hoffmann, &
Bohn, 2011).
Porém, os compostos fendlicos submetidos ao processo digestivo estdo presentes a partir
do estdbmago, indicando que a digestdo gastrica liberta os compostos funcionais da matriz
alimentar, isto é, torna-os bioacessiveis. Apesar de ser principalmente no estdmago que a
extracdo dos compostos fendlicos ocorre, o intestino também tem a capacidade de os
libertar pelas enzimas nele presentes (lipases e pancreatina), fazendo com que a extragéo
dos compostos funcionais continue ao longo do trato gastrointestinal. Assim, neste estudo
pode-se concluir que os compostos fendlicos das macas estudadas sao maioritariamente
estaveis ao longo da digestdo (Bouayed, Hoffmann, & Bohn, 2011). No entanto, é
fundamental considerar que os compostos fendlicos detetados no intestino encontram-se
sob duas formas: numa forma livre soluvel e, também, ligados a componentes como
proteinas e polissacarideos, onde apenas a percentagem livre esta disponivel para ser
absorvida (biodisponivel) (Bouayed, Hoffmann, & Bohn, 2011).

Um outro estudo investigou a bioacessibilidade de compostos fenélicos da uva. O
estudo iniciou-se com a extracdo quimica dos compostos fendlicos desta matriz sem os
submeter a simulagcdo do processo digestivo. Os resultados obtidos nesta fase, foram
considerados como os compostos fendlicos totais, naturalmente presentes na uva. Posto
isto, foi, também, realizada uma quantificacdo em compostos fendlicos totais presentes nas
uvas considerando o processo digestivo, para ser possivel a comparagao do conteudo em
compostos fendlicos antes e apdés a simulagédo da digestdo. Assim, a comparagado dos
resultados obtidos, antes e apds a simulagdo do processo digestivo, revelou que a
quantidade bioacessivel de compostos fendlicos totais, bem como os conteudos individuais,

dos flavondides e antocianinas, aumenta durante a digestdo gastrica, aumentando
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correspondentemente a atividade antioxidante desta matriz medida através do método
FRAP e ABTS. Assim, todos os compostos fendlicos testados foram muito estaveis no meio
gastrico, tendo-se concluido que os compostos fitoquimicos antioxidantes sé&o
progressivamente libertados da matriz alimentar e disponibilizados para absor¢ao ou para
exercer os seus efeitos biologicos diretamente no trato gastrointestinal (Tagliazucchi,
Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

Porém, relativamente as antocianinas, estas n&o sdo detetaveis na digestado
intestinal. Pensa-se que sejam degradadas na passagem do meio acido do estdmago para o
meio alcalino do intestino. Tal é concordante com os resultados obtidos em diversos estudos
que relatam a sensibilidade das antocianinas em pH neutro ou ligeiramente alcalino. Mas
relativamente aos restantes compostos fendlicos, estes demonstraram ser estaveis a esta
alteracédo de pH (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010). Uma conclusao
observada neste ensaio € que o maximo de extragdo dos compostos fendlicos ocorre a uma
temperatura entre 30-35 °C - valores de temperatura perto dos observados no trato
gastrointestinal (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010).

Um outro estudo investigou os potenciais efeitos da digestdo nas propriedades
antioxidantes de groselhas utilizando o método DPPH' e ORAC (Chiang, Kadouh, & Zhou,
2013). Os resultados obtidos indicaram que a digestdo aumenta a disponibilidade dos
antioxidantes presentes neste fruto. Ou seja, € observado que o processo digestivo néo
destréi nem diminui a quantidade de antioxidantes, pelo contrario, em comparagdo com a
quantidade de antioxidantes presentes no fruto sem ser digerido, apdés a sua digestédo, os
valores séo mais elevados, ou mantém-se (Chiang, Kadouh, & Zhou, 2013). O aumento no
conteudo em compostos antioxidantes justifica o aumento na capacidade antioxidante
observada.

Assim, é observado que os estudos realizados, que englobam a simulagéo da
digestdo, apresentam resultados de atividade antioxidante diferentes consoante a matriz
alimentar analisada (Chiang, Kadouh, & Zhou, 2013). Porém, apesar das diferencas
observadas antes e apés a simulagao da digestao gastrointestinal, de uma maneira geral, a
maioria dos compostos responsaveis pelo potencial antioxidante nao perde a sua atividade

apo6s o processo digestivo.
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Conclusao

E reconhecido o efeito que a alimentacdo pode ter sobre a salde, estimando-se
que um grande numero de doengas cronicas possa ser prevenido, fazendo uma dieta rica
em vegetais, leguminosas e fruta. De entre os diferentes tipos de compostos naturais, os
que possuem propriedades antioxidantes, e que se encontram presentes em alimentos,
representam um tema de grande interesse pela relacdo destas propriedades com os
possiveis efeitos benéficos na saude. Neste dmbito, os compostos fendlicos situam-se entre
os mais estudados contendo atividade antioxidante comprovada em diversos sistemas.
Encontram-se entre as substancias bioativas terapeuticamente mais Uteis e potentes e que
constituem uma porgéo significativa da dieta humana.

No entanto para que estes compostos possam exercer as suas propriedades no
organismo humano tém de passar pelo processo digestivo e ficar bioacessiveis e/ou
potencialmente biodisponiveis, sendo pertinente compreender o efeito do processo digestivo
nas propriedades antioxidantes de alimentos funcionais. Foi este o objetivo do presente
estudo.

A digestdo pode transformar os compostos fendlicos em diferentes formas
estruturais, sendo que estas diferengcas podem originar resultados de atividade antioxidante
distintos.

Nao existe um método universal para a determinacao da atividade antioxidante, por
esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos, recorrendo-se, assim, por norma
a diversos ensaios, de forma a abranger diversos mecanismos de acgido antioxidante.
Quando ¢é efetuada a avaliacdo da atividade antioxidante de alimentos, ndo sdo todos os
estudos que consideram a influéncia da digestdo nesta propriedade, o que pode representar
uma lacuna nesses estudos. Quando o processo digestivo é considerado, recorre-se a
modelos de simulagao da digestao in vitro e/ou ensaios in vivo.

A simulagédo da digestao in vitro é avaliada por diferentes modelos, o que origina
resultados pouco correlacionaveis entre os diversos estudos realizados. Adicionalmente,
nenhum deles € ainda amplamente aceite, surgindo assim a necessidade do
desenvolvimento de modelos de digestdo padronizados, contemplando fatores como o
conteudo enzimatico, tensdes mecanicas aplicadas e tempos de digestdo para cada etapa,
entre diversos outros factores, bem definidos. Adicionalmente existem outros fatores a
considerar como, a complexidade e grande variabilidade individual do processo digestivo, o
facto de que cada amostra exibe diferentes caracteristicas, contendo diversos compostos
fendlicos presentes em diferentes quantidades, bem como se esses alimentos estdo a ser

ingeridos sozinhos, ou como parte de uma refeicdo. Todos estes fatores vao influenciar a
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atividade antioxidante da amostra.

As proprias condi¢bes de digestao in vivo sao muito variaveis. Como exemplo desta
variagao temos o tempo de digestdo que depende das caracteristicas individuais (idade,
sexo, estado patolégico, estados de jejum etc.), bem como a variabilidade dos proprios
alimentos (caracteristicas da matriz alimentar ingerida, como estar no estado sélido ou
liquido, quantidade total, tamanho das particulas, etc.). Desta forma, a digestdo in vitro
nunca podera reproduzir exatamente aquilo que acontece in vivo, podendo, no entanto,
fornecer uma ideia aproximada e util.

Assim, varias investigagdes tém utilizado métodos de simulagao da digestao in vitro
para analisar mudangas estruturais, biodisponibilidade e digestibilidade dos alimentos,
indicando que estes modelos sdo ferramentas comuns e uteis para analise de alimentos.
Continuando, no entanto, a serem observadas algumas diferengas entre os resultados
obtidos in vitro e in vivo.

Na verdade a correlacao in vitro-in vivo € um fator muito importante e ha claramente
necessidade urgente de mais pesquisas sobre este tema de forma a desenvolver sistemas
bem definidos e mais realistas de modelos de simulagédo da digestao in vitro para avaliar a
biodisponibilidade dos compostos fendlicos nos alimentos. Além disso, € necessaria mais
investigagdo para adaptar os modelos in vitro de digestdo para amostras de diferentes
alimentos.

No entanto, a investigacdo ja realizada permite obter algumas conclusdes. No
dominio da biodisponibilidade dos compostos fendlicos foram efetuados ensaios em
diversos frutos (papaia, jaca, anona, magas, groselhas, uvas, entre outros), comparando
resultados da atividade antioxidante destes, antes e apés a digestao.

A maioria destes estudos considera a atividade antioxidante nativa das matrizes
alimentares pela extracdo quimica dos compostos fendlicos e determinacdo da respetiva
atividade antioxidante. Porém o teor extraido neste processo pode diferir quantitativa e
qualitativamente dos que sao realmente extraidos no processo digestivo, observando-se, em
alguns dos ensaios ja realizados uma diminuicdo dos compostos fendlicos quando é
considerado o processo digestivo. Tal pode sugerir que a extragdo quimica pode
sobrestimar a disponibilidade dos componentes ativos dos alimentos. Este facto pode,
também, indicar que durante o processo digestivo, uma parte dos compostos fendlicos
poder ser degradada e/ou que estes compostos podem néo ser extraidos da matriz na sua
totalidade. Em adicdo, os compostos antioxidantes podem encontrar-se tanto na sua forma
livre soluvel como ligados a outros componentes, podendo ainda formar complexos com
minerais dificilmente solubilizados pela digestdo gastrointestinal. Adicionalmente, os

resultados obtidos nestes estudos mostram que nem sempre € linear a relacdo entre a
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quantidade de compostos fendlicos e a atividade antioxidante correspondente da amostra.
Este facto evidencia que a atividade antioxidante observada depende do tipo de estrutura
fendlica presente, ou seja, depende mais do tipo de compostos presentes do que da
quantidade total. Assim, compreende-se que a extracdo quimica pode nido ser o melhor
meétodo para avaliar a atividade antioxidante dos alimentos, e que o processo digestivo deve
ser considerado para se alcancgar resultados mais realistas.

E também observado em muitos ensaios realizados situacbes em que os
compostos fendlicos sdo pouco biodisponiveis mas encontram-se bioacessiveis, podendo
desempenhar um papel importante na defesa antioxidante, atuando localmente na
desativagao de radicais livres que se possam formar no aparelho digestivo.

Uma outra concluséo que se pode retirar através dos resultados obtidos na maioria
dos ensaios € que o conteudo em compostos fendlicos totais, flavondides e a atividade
antioxidante dos compostos digeridos aumenta significativamente durante a passagem do
meio acido do estbmago para o meio alcalino intestinal, sugerindo que esta transigao facilita
a libertagcdo dos compostos fenodlicos da matriz alimentar em que estdo inseridos, o que
pode ser explicado pela mudanga de pH, pelo efeito das enzimas digestivas intestinais, e/ou
pelo tempo adicional de extracao.

Com este trabalho pode-se também concluir que apesar de ja existirem alguns
estudos que incluam a influencia do processo digestivo na determinagdo da atividade
antioxidante, ainda ha muito por fazer, uma vez que os modelos in vitro disponiveis ainda
estdo longe de mimetizar o que ocorre in vivo. No entanto, a literatura existente, evidencia
que as propriedades antioxidantes sdo realmente afetadas pelo processo digestivo e que,
consoante a matriz alimentar em que estado incluidos, estas aumentam ou diminuem. Estas
conclusbes demonstram adicionalmente a relevancia de se desenvolverem formas de

manter as propriedades bioativas benéficas dos compostos fenélicos na situagao in vivo.
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