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Resumo
Actualmente tem havido uma crescente preocupacdo por parte da populagcdo em

geral na escolha dos alimentos a consumir, com o intuito de que esta escolha possa
conduzir a efeitos benéficos para a salde, principalmente na possivel prevencdo de
varias doengas. Muitas das caracteristicas preventivas atribuidas a alguns alimentos, séo
referidas como sendo consequéncia das suas propriedades antioxidantes, ou mais
concretamente do seu contelldo em compostos antioxidantes.

Assim, a procura de alimentos denominados como alimentos funcionais, ou seja,
aqueles que trazem beneficio a saude, tem sido crescente.

A dieta mediterranica tem sido uma das dietas mais referidas como benéfica para
a saude e a avaliacdo das propriedades antioxidantes dos alimentos incluidos nesta dieta
tem sido alvo de alguma analise pela comunidade cientifica.

Nesta dissertagdo pretende-se conhecer os principais alimentos contidos na dieta
mediterranica e o0s diversos constituintes desses alimentos, principalmente o0s
responsaveis pelas suas propriedades antioxidantes. Adicionalmente, e uma vez que
para efectuar uma analise mais robusta da actividade antioxidante é necessario avaliar
diferentes mecanismos de accdo, serdo ainda abordados os dois principais mecanismos
de accdo dos antioxidantes, por transferéncia de atomos de hidrogénio ou por
transferéncia de um electrdo. As diversas técnicas incluidas em cada um desses
mecanismos gerais serdo também abordadas.

E possivel compreender com esta dissertacdo que efectivamente alguns alimentos
da dieta mediterranica tém elevado conteldo em antioxidantes e que este conteldo pode
ser relevante no que diz respeito a protecgdo e prevencdo da salde da populacdo. No
entanto, este ndo pode ser o Unico factor considerado para efectuar uma afirmacéo
objectiva de proteccdo para a saude, sendo necessaria a execucdo de mais estudos
robustos que considerem a actividade antioxidante, bem como outras propriedades

destes alimentos relevantes para a caracterizacdo dos seus efeitos na saude.

Palavras-Chave: Actividade Antioxidante, Dieta Mediterranica, Espécies

Reactivas, Radicais Livres, Mecanismos de Accdo Antioxidante
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Abstract

Currently there has been a growing concern among the general population to
choose foods that may lead to benefic health effects, particularly to prevent various
diseases. Many of the preventive characteristics attributed to some foods are referred to
as being a consequence of their antioxidant properties, or more specifically of their
content in antioxidant compounds.

Thus, there has been a growing interest in finding foods denominated as
functional foods, that is, those that bring health benefits.

The Mediterranean diet has been one of the most referred diets as beneficial to
health and the evaluation of the antioxidant properties of foods included in this diet has
been the subject of some analysis by the scientific community.

This dissertation addresses the main foods contained in the Mediterranean diet
and the various constituents of these foods, especially those responsible for their
antioxidant properties. Additionally, to perform a more robust analysis of the
antioxidant activity, it is necessary to evaluate different mechanisms of action. The two
main mechanisms of action of antioxidants, either by transfer of hydrogen atoms or by
transfer of an electron, will be discussed. The various techniques included in each of
these general mechanisms will also be addressed.

With this dissertation, it is possible to understand that indeed some foods of the
Mediterranean diet have high content in antioxidants and this may be relevant in terms
of health protection and prevention for the population. However, this should not be the
only factor considered to make an objective statement about health protection, and it is
necessary to perform more robust studies that consider, not only, the antioxidant activity
of these foods, but also other properties relevant for the characterization of their effects
in the Health.

Keywords: Antioxidant Activity, Mediterranean Diet, Reactive Species, Free

Radicals, Mechanisms of Antioxidant Action.

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Vanessa Borrego A actividade antioxidante de alimentos funcionais da dieta mediterranica

Abreviaturas

AA = Actividade Antioxidante

AAPH = Dicloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidinopropano)
ABAP = Cloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidinopropano)
ABTS = Acido 2,2-Azinobi-(3-etilbenzotioazo-6-sulfato)
ACF = Focos Cripto Aberrantes

ADN = Acido Desoxirribonucleico

AGPI = Acidos Gordos Poli-Insaturados

AH = Radical Iniciador

ATP =Trifosfato de Adenina

AUC = Area sob a Curva

CA = Capacidade Antioxidante

CUPRAC = Capacidade Antioxidante de Reducéo do Cobre
DMPD = N,N-dimetil-p-fenilenodiamina

DPOC = Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica

DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

ECso = Concentracéo efetiva em que se atinge metade do efeito maximo
FCR = Reagente Folin-Ciocalteau

FRAP = Poder Antioxidante da Reducdo do Ferro

HAT = Transferéncia de Atomos de Hidrogénio

HDL = Lipoproteina de Alta Densidade

ICso = Concentragdo Inibitoria 50

LDL = Lipoproteina de Baixa Densidade

MDA = Malondialdeido

mRNA = Acido Ribonucleico Mensageiro

NAC = N-acetilcisteina

NBT = Tetrazdlio Nitroazul

NO = Oxido Nitrico

NRLS = Espécies Nao Radicais Livres

ORAC = Capacidade de Absorc¢do de Radicais de Oxigénio
RL = Radicais Livres

RNS = Espécies Reactivas de Azoto

ROS = Espécies Reactivas de Oxigénio
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SCN = Tiocianato

SET = Transferéncia de Electrdes

SIDA = Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

TBA = Acido Tiobarbitdrico

TBARS = Substancia Reactiva do Acido Tiobarbitdrico

TEAC = Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox
TPTZ = Complexo Feérrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina

TRAP = Parametro Antioxidante de Retencédo de Radicais Totais
TROLOX = Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
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Introducéo

Actualmente os consumidores tém mostrado um interesse crescente na escolha de
alimentos com propriedades preventivas e / ou curativas, sendo que muitas destas
propriedades estdo relacionadas com a actividade antioxidante (AA). Neste ambito, o
termo alimento funcional tem sido cada vez mais utilizado, referindo-se ao alimento
comum consumido como parte da dieta e que possui algum beneficio de satde (Roger,
2002). Os alimentos podem funcionar como uma forma de auxilio na proteccdo das
células e tecidos contra as espécies reactivas de oxigénio (ROS) e as espécies reactivas
de azoto (RNS), podendo assim contribuir para a prevencdo de varias doencas (Gulgin,
2011).

O nosso organismo por ter meios enddgenos de protecgdo contra factores nocivos
activa o sistema de defesa (Kaur & Kapoor, 2001) no qual os antioxidantes endogenos
se encarregam de protege-lo através da inibicdo da producéao e da neutralizacdo de ROS
ou RNS, da capacidade redutora, da capacidade de quelar metais, da actividade da
enzima antioxidante e da inibicdo de enzimas oxidativas (Magalhaes, Segundo, Reis &
Lima, 2008), tais como a catalase, o superoxido dismutase, o fosfato de glucose
desidrogenase, o glutatido, a albumina e a transferrina € como compostos néo
enzimaticos o &cido urico e a bilirrubina (Medina, 2010). A actividade antioxidante
natural vai reduzir: danos no ADN, a mutagénese, a carcinogénese e 0 crescimento

bacteriano patogénico (Roginsky & Lissi, 2005; Gulgin, 2011).

No que diz respeito aos antioxidantes exdgenos, estes provém de diversas fontes
externas como a nossa dieta alimentar, nomeadamente das frutas e vegetais (Kanner,
German & Kinsella, 1987; Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald & McDonald,
2001). Neste altimo caso, temos como exemplo de alguns componentes alimentares
com capacidade antioxidante, o acido ascArbico ou vitamina C, a vitamina A, a vitamina

E, os carotenoides, os polifendis e os flavonoides (Soares, 2002; Rocha, 2009).

De uma forma generalizada a reaccao de oxidacdo das células, ocorre com base na
ineficacia das reaccdes redox, ou seja, numa reaccdo na qual a reducdo se refere ao
ganho de electres e a oxidacdo a perda de electrBes. Assim, um redutor é uma
substancia doadora de electrBes que ird conduzir a obtencdo de uma espécie reduzida,
enquanto que um oxidante € uma substancia aceitadora de electres que leva a obtencao

1
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de uma espécie oxidada. Na reaccdo redox estes processos ocorrem simultaneamente,
pelo que em caso deste facto ndo ocorrer desta forma, iremos ter de intervir através de
uma acc¢ao enddgena e exdgena na producdo de antioxidantes (Gulgin, 2011).

Os antioxidantes sdo compostos que ajudam no controlo dos danos causados pelas
espécies reactivas (RS). Este processo ocorre através da neutralizacdo dos radicais livres
(RL), ja que estes sdo ricos em electrfes, impedindo assim o dano oxidativo (Lady,
2012).

A formacdo excessiva de RL leva a sobrecarga das enzimas protectoras
(superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase), que irdo ser destruidas ou
causar efeitos letais celulares, como é o caso da apoptose e da oxidacdo das membranas
lipidicas (Gulgin, 2011).

Assim, tem sido crescente o interesse nas fontes de compostos antioxidantes de
origem exdgena, nomeadamente nos que advém da alimentacdo. No que diz respeito aos
alimentos, um antioxidante tem sido definido como uma substancia que, quando
presente em baixas concentra¢des, em comparagdo com a de um substrato oxidavel,
retarda ou inibe significativamente a oxidacdo de substratos, podendo proteger o corpo
humano de radicais livres e espécies oxidantes reactivas (Gulgin, 2011). Adicionalmente
e apesar de existirem varias definicdes para o termo antioxidante, a que se encontra
mais ajustada ao contexto desta dissertacdo, foi descrita pela US National Academy of
Sciences em 2000 e ¢ a seguinte: “toda a substancia da dieta alimentar capaz de reduzir
significativamente os efeitos adversos produzidos por espécies reactivas, como aquelas
de oxigénio (ROS) e azoto (RNS), pode ser considerado um antioxidante eficaz (Sies,
1993; Rocha, 2009).

Neste ambito, a dieta mediterranica tem tido algum destaque sendo referida como
muito rica em compostos antioxidantes que lhe podem conferir propriedades benéficas a
salude (Gulgin, 2011). Assim, é relevante compreender como é constituida a dieta
mediterranica, quais os principais antioxidantes que a constituem, a relevancia da
actividade antioxidante (AA) desses componentes e as principais técnicas utilizadas
para avaliar essas propriedades antioxidantes. Para este efeito € fundamental

compreender conceitos basicos como o de RL.
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Radicais Livres

Os radicais livres (RL) caracterizam-se por serem espécies quimicas capazes de
existir de uma forma independente e que apresenta um ou mais electres
desemparelhados, tornando-se moléculas altamente reactivas capazes de reagir com
compostos na sua proximidade e tendo um papel de oxidante na reaccdo (Halliwel &
Gutteridge, 1999).

Estas espécies sdo agentes oxidantes nocivos que actuam sobre o nosso
organismo, sendo moléculas agressivas e altamente reactivas (Gulgin, 2011), mas com
capacidade de subsisténcia suficiente para causar dano quimico as nossas proprias
células. Estas espécies provém de contaminantes que invadem o nosso meio ambiente,
nomeadamente a partir do fumo do tabaco, da poluicdo atmosfeérica, da exposicéo solar,
de solventes orgéanicos e de pesticidas (Halliwel & Gutteridge, 1999), podendo originar
invasdo de organismos hospedeiros ou lesdes (National Parkinson Foundation, 2014).
As espécies pro-oxidantes sdo substancias indutoras de danos oxidativos em varios
alvos biologicos, como acidos nucleicos, lipidos ou até mesmo proteinas (Gulgin, 2011).
Como exemplo de pro-oxidantes contidos na dieta alimentar, temos as quinonas
(Gulgin, 2011). Assim, através da diversos factores externos sdo fornecidas ao nosso
organismo diversas espécies oxidantes e pré-oxidantes que podem causar danos. Até
mesmo alguns tipos de stress fisico ou psiquico (tenséo nervosa) (Roger, 2002), podem

conduzir ao stress oxidativo (Figura 1).

+ Meio ambiente \
Raios UV. contaminacao

niar
B
- Doenca

- Desequilibrio nutriciona?(

- Exercicio

Célula Saudavel

Stress oxidativo )

Figura 1: Diferenca entre uma célula lesada e uma célula saudavel (adaptado de Viviendo Sanos, Esther, 2008)

Para o bom funcionamento do organismo é necessario que nao existam elevadas
concentracbes de RL. A capacidade do radical actuar como agente oxidante é
determinada pelos seguintes factores: reactividade, especificidade, selectividade,
potencial redox de cada espécie e difusibilidade. A sua ac¢do causa estragos oxidativos

em macromoléculas biol6gicas como os lipidos, os hidratos de carbono, as proteinas e
3
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até mesmo alguns genes do nosso ADN. O dano oxidativo causado pelos RL ¢é referido
em muitos estudos como tendo um papel relevante no envelhecimento prematuro do
nosso organismo, e em varias doencas degenerativas como na diabetes, em disfuncbes
cognitivas, em patologias cardiovasculares, em processos reumaticos, em patologias
gastroentéricas, no agravamento de infec¢bes broncopulmonares e em processos
neurodegenerativos (Alzheimer) (Alho & Leinonen, 1999; Duh, 1998; Hertog, Feskens,
Hollman, Katan & Kromhout, 1993; Tanizawa, et al., 1992; Gulcin, 2011; Rocha,

2009), embora 0s mecanismos ainda se encontrem elucidados.

Segundo Gulgin (2011) as espécies reactivas podem ser divididas em ROS, RNS
ou NRLS, conforme o composto que Ihe deu origem, conduzindo a diversas espécies
oxidantes (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies Reactivas de Oxigénio (ROS), Espécies Reactivas de Azoto (RNS) e Espécies ndo Radicais Livres (NRLS)
(adaptado de Gulgin, 2012)

ROS RNS NRLS

Radical Hidroperoxilo HOO* Oxido Nitrico NO* | Perdxido de Hidrogénio H,0,

Radical Hidroxilo HO" Dioxido de Nitrogénio NO;* | Ozono (e}

Radical Superéxido 0Oy~ Oxigénio singleto 10,

Radical Peroxil ROO" Hipoclorito HOCI

Radical Peroxil Lipido LOO" Hidroperdxido Lipido LOOH

Radical Alcoxil Lipido LO" Peroxinitrato ONOO-
Triéxido de Dinitrogénio N,O;
Acido Peroxinitroso ONOOH
Nitroxilo NO-
Clorito de Nitrilo NO.CI
Nitrosilo NO*
Acido Nitroso HNO;
Oxido Nitroso N,O

Os radicais Oz, ROO", NO* sdo considerados pouco reactivos, ja o OH" e RO" séo
considerados muito reactivos (Ames, Shigenaga & Hagen, 1993; Pietta, 2000; Apak, et
al., 2013; Gulcin, 2011).

O excesso de NO* no organismo é considerado citotoxico quando acumulado em
elevadas concentraces.

Ja o radical ROO’, obtido pelo processo de peroxidacdo lipidica através da
remocdo do atomo de hidrogénio dos acidos gordos polinsaturados (AGPI), e 0 H>Op,
agente oxidante que na presenca de oxigénio (O2) e de ides metalicos de transicdo leva a
producdo de OH’, resultam da reaccdo de Fenton (Halliwel & Gutteridge, 1999; Gulcin,
2011).
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O LOOH sofre a catélise dos ides metalicos de transicdo, tal como ocorre com o
H20., ocorrendo assim a producdo do LOO" e do LO" (Antolovich, Prenzler, Patsalides,
McDonald & McDonald, 2001).

Assim, estes RL podem ter ac¢Ges nocivas no nosso organismo e as formas
endogenas de os bloquear podem ndo ser suficientes, podendo este processo ser
auxiliado pela presenca de outros antioxidantes, como a vitamina A, a vitamina E, a
vitamina C, flavondides, entre outros. Neste &mbito, a dieta alimentar pode representar
uma importante fonte destes compostos antioxidantes (Almajano, 2009), de onde se tem
vindo a destacar a dieta Mediterranica (Gulgin I. , 2011).

Antioxidantes

Como ja foi referido, os antioxidantes sdo moléculas que tém a capacidade de
inibir a oxidacdo de outras moléculas que podem existir na nossa alimentacdo ou
mesmo ao nosso redor e que nos podem causar a oxidagdo celular no nosso organismo
(Buthler & Miranda, 2000).

As accOes nefastas provocadas pelas espécies reactivas, devido ao stress
oxidativo, levam a destruicdo celular que pode originar e/ou acelerar displasias,
envelhecimento,  aterosclerose, lesdo isquémica, inflamacdo e doencas
neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer). As vitaminas antioxidantes e as enzimas,
podem ser aliadas ajudando o sistema de defesa antioxidante total do organismo
(Buthler & Miranda, 2000). A provitamina A, a vitamina C, a vitamina E e 0s
flavondides sdo considerados alguns dos melhores antioxidantes naturais, que podem
ser ingeridos quer sobre a forma de suplementos quer integrados em diferentes

alimentos como as frutas, hortalicas e frutos secos (Roger, 2002).

A accdo desencadeada pelo antioxidante pode atrasar ou inibir a oxidacdo das
moléculas do organismo que possibilitam as etapas de iniciacdo ou de eliminacdo de
RL. Caso esta accdo ocorra na fase de iniciacao, ela impede a etapa de propagacao da
oxidacdo, atraveés de um processo de transferéncia de atomos de hidrogénio a estas
moléculas (Soares, 2002). Deste modo, um antioxidante é “qualquer substancia capaz de
atrasar ou inibir a oxidacdo do substrato oxidavel de maneira eficaz” (Sies & Shatl,
1995). A accdo desencadeada pelos antioxidantes no combate aos radicais livres é feita
através da reducdo de espécies reactivas. Esta accdo podera auxiliar na prevencdo de

5
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vérias doencas, tais como a arteriosclerose, o cancro, o enfarte do miocéardio e a
imunodepressao (Roger, 2002).

A AA destas substancias depende de varios factores, como da sua estrutura, da
reactividade quimica, da sua concentracdo, da temperatura, do tipo de substrato, e até
mesmo do estado fisico do sistema. Para efectuar a avaliagdo da actividade antioxidante,
podem ser utilizados vérios ensaios in vitro, sendo que estes diferem entre si
relativamente aos mecanismos de reaccdo, da espécie alvo e das condicGes reaccionais.
Adicionalmente, a separacdo e quantificacdo dos antioxidantes, tanto nos alimentos
como em outras matrizes bioldgicas, é também relevante, embora ndo seja possivel uma
linearidade no que se refere ao poder antioxidante e a sua quantificacdo devido a sua
diversidade bioquimica na natureza (Apak, et al., 2013).

Dentro da classe de antioxidantes, nomeadamente nos contidos em alimentos, séo
de salientar os carotenoides, como o beta-caroteno, precursor da vitamina A (Figura 2),
0s tocoferdis, a vitamina E, a vitamina C, o selénio, o zinco, o cobre, (Esther, 2008), 0s
flavondides ou bioflavondides, os acidos fenolicos (Gulgin, 2011), as antocianinas ou
proantocianidinas, clorofila, a N-acetilcisteina e a coenzima Qio ou ubiquinona
(Medina, 2010).

Figura 2: Estrutura Quimica do p-Caroteno

Os carotendides sdo compostos naturais liposoluveis (caracter hidrofébico) com
reconhecida elevada actividade antioxidante (Gulgin I., 2011). Caracterizam-se por
serem compostos isoprenoides, nos quais a biossintese se processa através da ligacdo
entre as caudas de duas moléculas de difosfato de geranilgeranil (C2o), dando origem ao
esqueleto de carbono Cso do qual derivam todos os outros subprodutos. No caso de
possuirem um ou mais atomos de O sdo denominados por xantofilas (Dutta, Chaudhuri
& Chakraborty, 2005).

Os carotendides presentes nos alimentos conferem a cor amarela, laranja ou
vermelha, dependendo do estado de maturacdo em que os frutos, vegetais ou legumes se

encontrem. No entanto, para que os carotendides apresentarem cor, é necessario que
6

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Vanessa Borrego A actividade antioxidante de alimentos funcionais da dieta mediterranica

existam no minimo sete ligac@es duplas conjugadas (Dutta, Chaudhuri & Chakraborty,
2005). Os principais carotenos em alimentos s3o, o B-caroteno, um hidrocarboneto
isoprenodide formado a partir do pirofosfato de geranilgeranil caracterizando-se como
um tetraterpeno de oito unidades de isopreno (Gulgin, 2011); o licopeno, que da a cor
vermelha aos tomates e as frutas vermelhas como a melancia, 0 maméo, a goiaba rosa e
a toranja rosa; a luteina, que surge naturalmente na natureza na forma de xantofila e
encontra-se normalmente em vegetais de folhas verdes como os espinafres e a couve
(Gulgin, 2011); a p-criptoxantina, um pigmento natural isolado de diversas fontes como
a papaia, a gema do ovo e magcés (Krishnadev, Meleth & Chew, 2010; Gulgin 1., 2011);
e a astaxantina que é um pigmento colorido lipossoluvel, dando a cor vermelha aos
crustaceos, as lagostas, aos camardes, as microalgas, ao fermento, aos salmdes e as
trutas (Riccioni, 2009; Gulgin, 2011).

O pB-caroteno € um pigmento de cor amarela ou alaranjada que se encontra em
muitas frutas e verduras e que se transforma em vitamina A no intestino ou no figado.
Esta fonte de pro-vitamina A (carotenos e carotenoides) é extraida de todos os vegetais
coloridos, especialmente da cenoura, do espinafre (luteina e zeaxantina) e do pimento,
tendo como principal funcdo a de antioxidante e protector do coracdo e das artérias
(Roger, 2002). Através de estudos foi referenciado que o [B-caroteno poderia agir
auxiliando no processo de apoio a protec¢do imunitaria, auxiliando em casos de doencas
infecciosas como, por exemplo, o sarampo (West, Howard & Sommer, 1989; Dultta,
Chaudhuri & Chakraborty, 2005), ou como adjuvante nos tratamentos de supressao do
Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) (Garewal, Ampel, Watson, Prabhala & Dols,
1992).

Por sua vez o licopeno, em alguns estudos demonstrou actuar na reducdo de
episodios de displasia da préstata (Cristoni, Di Pierro & Bombardelli, 2000). O seu
efeito preventivo estd em parte associado a capacidade de captacdo de radicais livres por

parte da sua actividade antioxidante.

Tem sido também descrita em artigos uma proporcionalidade directa entre a
coloracdo da fruta ou legumes e o seu conteldo total em carotendides, ou seja,

concedendo uma previsdo da quantidade de pigmentos carotendides existentes nos
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alimentos (Pacheco, Alvarado, Salas & Trujillo, 1999; Ruiz, Egea, Tomas-Barberan &
Gil, 2005; Jatunov, Quesada, Diaz & Murillo, 2010).

Através de varios estudos, € possivel concluir que o conteudo total e individual
em carotendides € diferente conforme a variedade de fruta ou vegetal que se analisa
(Pacheco, Alvarado, Salas & Trujillo, 1999; Hart & Scott, 1995; Rodriguez, Kimura,
Godoy & Amaya, 2008). Este facto deve-se a sua estrutura conformacional, com base
em ligagbes duplas conjugadas num rearranjo linear, em que estes antioxidantes
poderosos efectuam um papel protector do corpo humano contra eventuais doencas que
se possam desenvolver devido ao stress oxidativo que se ocasiona por oxidagdes no
corpo (Meléndez-Martinez, Vicario & Heredia, 2004; Tapiero, Townsend & Tew, 2004;
Jatunov, Quesada, Diaz & Murillo, 2010).

Uma das constatacOes verificadas em alguns estudos € que os carotenoides se
apresentam em maior quantidade nos vegetais e legumes cozinhados comparativamente
com os crus (Jatunov, Quesada, Diaz & Murillo, 2010). Encontra-se descrito que no
processo de cozinhar os alimentos ocorre a libertacdo dos carotendides da matriz, por
accdo do calor. Sendo referido que mesmo ocorrendo 0 aumento da presenca de um tipo
de carotendides e a diminuicdo de outros tipos de carotendides, no total vai existir um

equilibrio antioxidante (Jatunov, Quesada, Diaz & Murillo, 2010).

O pB-caroteno, oriundo dos vegetais, apresenta menor absor¢do do que o P-
caroteno purificado. No caso dos vegetais de folha verde esta variagdo ronda os 3 %, ja
no caso das cenouras ronda 0s 15 % e nos brocolos ronda os 2 % (Brown, et al., 1989;
Micozzi, et al., 1992; De Pee, West, Muhilal & Hautvast, 1995; Torronen, Lehmusaho,
Hakkinen, Hanninen & Mykkanen, 1996; Castenmiller, West, Linssen, Van Het Hof &
Voragen, 1999; Van Het Hof, Tijburg, Pietrzik & Weststrate, 1999). Estes factos podem
dever-se a diferencas na localizacdo intracelular, por exemplo, no caso das folhas o
local de producéo € nos cloroplastos e nas frutas é nos cromoplastos, pelo que vai haver

uma maior producao nestes (Dutta, Chaudhuri & Chakraborty, 2005).

A classe dos tocoferdis e dos tocotriendis também sdo conhecidos pela sua
actividade antioxidante. A constituicdo destes consiste hum anel cromanol, com um

grupo hidroxilo que pode doar um aomo H para a reducdo de radicais livres, e uma
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cadeia lateral hidrofébica, que permite a penetracdo nas membranas bioldgicas (Burton
& Ingold, 1981; Gulgin, 2011).

A baixa quantidade em tocoferois tem sido descrita como originando problemas
neuroldgicos, tais como a ataxia espinocerebral e as miopatias (Brigelius-Flohé &
Traber, 1999; Gulgin, 2011).

Nesta classe, o a-tocoferol (Figura 3), isomero da vitamina E, é um dos
antioxidantes mais reconhecidos e tem demonstrado um efeito protector na doenca de

Parkinson.

HO.
CHj

HsC CH3

CHs;

Figura 3: Estrutura Quimica do a-Tocoferol

As vitaminas E e C, estdo entre as mais reconhecidas pela populacdo em geral
como tendo propriedades benéficas ao organismo e a sua ingestdo diaria ronda as 70

mg. J& o consumo de carotenoides varia entre 2 a 3 mg (Buthler & Miranda, 2000).

Em particular a vitamina C, ou &cido ascorbico, evita a oxidacdo de inumeras
moléculas e a sua transformacdo em radicais livres, podendo assim 0 seu consumo ser
atil na prevencdo do envelhecimento celular, deterioracdo do ADN e cancro (Roger,
2002).

Acredita-se que o acido ascorbico (Figura 4) seja o antioxidante natural mais
consumido e menos toxico para o organismo (Bendich, Machlin, Scandurra, Burton &
Wayner, 1986; Weber, Bendich & Schalch, 1996). E solGvel em &gua, existe em
elevadas concentracBes em varios alimentos (citrinos, Kiwi, cereja, meldo, tomate,
verduras, brdcolos, couve-flor, couve de Bruxelas e repolho), e transfere um Unico
electrdo, tornando-se assim um redutor eficaz. O seu grupo hidroxilo é altamente acido,
em comparagdo com 0s existentes em outros compostos, por isso é um enol e na sua

forma desprotonada é um enolato estabilizado (Gulgin, 2011).

HO OH
HO 2
o O
HO

Figura 4: Estrutura Quimica do Acido Ascorbico
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Por outro lado, a vitamina E actua impedindo a oxidacdo das gorduras, evitando
assim a arteriosclerose e a deterioragdo das membranas das células, e a sua acgdo é
potenciada pela sua conjugacdo com a vitamina C, beta-carotenos e selénio, ocorrendo
entdo a proteccdo da integridade das células e o prolongamento da sua vida (Roger,
2002).

O selénio é um oligoelemento com caracteristicas antioxidantes que estimula as
defesas e protege contra o cancro. O nosso organismo apenas necessita deste em
baixissimas quantidades, cerca de 400 microgramas para propiciar estimulo imunitario,
contribuindo assim para a formagdo de anticorpos contra agentes infecciosos (Roger,
2002).

Os flavonoides fendlicos ou polifendis sdo pigmentos (corantes naturais)
existentes em varios vegetais e muitos deles tém sido descritos como tendo um efeito
notavel como antioxidante, anti-viral, anti-alérgico, anti-inflamatorio, diurético (Roger,
2002). S&o ainda moduladores da actividade enzimatica (cicloxigenase, lipoxigenase,
fosfatase A, hialuronidase), inibem a ac¢do da angiotensina convertase,
mieloperoxidase, xantioxidase, inibem a peroxidacao lipidica e a captacdo dos radicais
livres hidroxilo, superéxido e alcoxilo. Protegem o0s pequenos vasos capilares,
potenciam a accao da vitamina C existente em vegetais e caracterizam-se como sendo
componentes ndo nutritivos dos alimentos. Tém como principais fungbes benéficas as
de proteccdo contra o cancro, o processo degenerativo da arteriosclerose, o enfarte e o
envelhecimento celular. Actuam também na prevencao de tromboses e outros acidentes
vasculares, devido a eficacia como inibidor da agregacdo plaquetaria, na activacdo das
enzimas de destoxificacdo (Mazza, 2000; Medina, 2010) e na oxidacdo das LDL
(Roger, 2002). Como exemplos, temos a quercitina e a catequina (presentes por
exemplo em cebolas e macés), a rutina (contida em laranjas e outros citrinos). A
ingestdo destes compostos, advem de alimentos como as uvas, bem como do mosto nédo

fermentado e, em menor intensidade, do vinho tinto.

Os flavonodides (Figura 5) sdo um dos maiores grupos de antioxidantes existentes
na natureza. Estes compostos séo divididos, de acordo com a sua estrutura quimica, em
flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, catequinas, antocianidinas e chalconas,

podendo a dose total variar entre os 50 e 800 mg (Buthler & Miranda, 2000).
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Figura 5: Estrutura Quimica dos Flavonoides

Da estrutura dos flavondides fazem parte um ndcleo flavano que contem 15
atomos de carbono repartidos por trés anéis Ce-C3-Cs (Gulgin, 2011).

As diferentes classes de flavondides (Tabela 2) sdo diferenciadas pelo nivel de
oxidacdo e pelo nivel de substituicdo dos diferentes substituintes presentes. Quanto aos
compostos individuais da classe, estes sdo diferenciados pelo nivel de padrdo de
substituicdo dos Ce-C3- e encontram-se ligados pela cadeia alifatica, dando origem ao
anel furano (Harborne, Cody & Middleton, 1986; Gulgin, 2011).

Tabela 2: Classe de Flavonoides e Substituicoes Estruturais (adaptado de Arch Toxicol., Gulgin, 2012).

Substituicdes
Sl | R R, R R R A A |

R: R, Rs R4 Rs As A
Apigenina H H H OH H
Flavonas Crisina H H H H H
Luteolina H H OH OH H
Datiscetina OH H OH OH H
Quercetina OH H OH OH H
Flavonéis Miricetina OH H OH OH OH
Morina OH OH H OH H
Campferol OH H H OH H
Flavanonas Hes'pereti'na H H OH OCHs; H
Naringenina H H H OH H
Flavanonol Taxifolina OH H OH OH H
Genisteina OH OH OH
Genistina OH OH Oglc
Isoflavonas Dai.d zgina OH H OH
Daidzina OH H Oglc
Biochanina A OCHs; OH OH
Formononetina OCH3; H OH

Em termos das propriedades destes flavondides, temos como inibidores da
oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), a procianidina, a proantocianidina,
a quercetina e a catequina, todos eles polifendis que ajudam na prevencdo da
aterosclerose, da doenca arterial coronaria, do acidente vascular cerebral, da doenca
vascular periférica e alguns tipos de displasias (Opie & Lecour, 2007; Mamede &
Pastore, 2004; Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

As procianidinas sdo polifenois de elevado peso molecular que se podem

encontrar nas sementes das uvas e no vinho tinto (Masquelier, 1992). Estudos mostram
11
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que estas procianidinas ajudam a impedir a ligacdo dos virus, para evitar que estes
entrem nas células e se multipliquem causando infec¢des. Esta inactivagdo dos virus
ocorre tanto no caso do herpes virus simplex tipo I, como no poliovirus I, no echovirus,
no coxsachie B5, em bactérias Gram positivas tais como Stafilococcus, Streptococcus e
Pneumococcus e em bactérias Gram negativas como por exemplo Shigella, Salmonella,
Colibacilos e Proteus sp. (Kinsella, Frankel, German & Kanner, 1993; Vaccari, Soccol
& lde, 2009).

Existem dois tipos de estruturas de taninos, as condensadas ndo hidrolisaveis, que
se formam a partir de produtos com nucleos flavondides e as condensadas hidrolisaveis
(Bobbio & Bobbio, 1995), que sdo oligomeros ou polimeros de flavondides com
capacidade de interagir com proteinas e polissacéridos, e podendo vir a libertar as
antocianidinas em meio acido com o aumento da temperatura, rompendo-se as unides
intermonomericas (passando assim a ser denominadas de proantocianidinas) (Flanzy,
2000; Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

Os flavonoides tém propriedades antioxidantes (Tabela 3), anti-inflamatorias,
anti-alérgicas, anti-hemorragicas e anti-cancerigenas (Soto, Rodriguez & Castafieda-
Ovando, 2008). Sendo de salientar nas propriedades anti-cancerigenas dos compostos
fendlicos, a activacdo inibitoria carcinogénica, catalisada por enzimas do citocromo
Psso, @ inducdo de enzimas de fase Il, que facilitem a eliminagcdo de certos agentes
cancerigenos ou de seus metabolitos reactivos, a inibicdo do metabolismo do acido
araquidonico, que leva a producdo de metabolitos pro-inflamatdrios ou mitogénicos, a
modulacdo oncogénica, de genes supressores de tumores e vias de transducdo de sinal
apoptose, e por fim, a extingcdo ou prevencdo da formacgdo de espécies de oxigénio ou
azoto reactivos (Yang et al., 2001; Aurelio, 2012; Hashim, Gill, McGlynn & Rowland,
2005).

Tabela 3: Flavondides Antioxidantes versus Flavonéides Pr6-Oxidantes (adaptado de The Linus Pauling Institute, Buthler &
Miranda, 2000)

Quercetina (Flavonol existente em Vegetais, nas Cascas de Frutas e em Cebolas) Chalconaringenina (Chalcona ndo
Xantohumol (Chalcona Prenilada em Lupulo e na Cerveja) Prenilada em Frutas Citricas)
Isoxantohumol (Flavonona Prenilada em LUpulo e na Cerveja) Naringenina (Flavanona ndo
Genisteina (Isoflavona na Soja) Prenilada em Frutas Citricas)

Através de estudos epidemioldgicos verificou-se que uma maior ingestdo de

alimentos contendo polifendis, como frutas, verduras e algumas bebidas tais como o
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vinho tinto, o cha e a cerveja, era decrescente & mortalidade por doenga cardiaca

coronéria e a incidéncia de ataques cardiacos (Buthler & Miranda, 2000).

Uma das defini¢des dadas aos compostos fendlicos é que sdo substancias que tém
anel aromético com varios substituintes dos acidos carboxilicos aromaticos hidroxilicos
(Bianchi & Antunes, 1999; Malacrida & Motta, 2006) que, por sua vez, surgem a partir
de &cidos benzoicos ou de acidos cindmicos (Gulgin, 2011). Uma das caracteristicas
destes compostos é a captacdo de radicais livres, tendo assim um importante papel na
eliminacdo e desactivacdo desses radicais (Bianchi & Antunes, 1999; Degaspari &
Waszczynskyj, 2004; Rocha, 2009). Nesta classe, alguns polifendis tém-se destacado
como o resveratrol, que em alguns estudos demonstrou ter efeitos protectores contra
doencas cardiacas e neurodegenerativas como, por exemplo, no caso da Doenca de
Alzheimer (Opie & Lecour, 2007). Também foi demonstrada a sua utilidade na
eliminagdo dos fungos (Tricophyton sp., Epidermophyton floccosum e Microscoporum
gypseum), responsaveis pelo aparecimento de micoses cutaneas (Chan, 2002), no
blogueio da COX-1 e da COX-2 em processos inflamatorios (De Groot & Rauen, 1998)
e na diminuicdo das ocitocinas inflamatérias dos macréfagos alveolares frequentes no
caso de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Culpitt, et al., 2003; Vaccari,
Soccol, & Ide, 2009).

Os compostos fendlicos actuam como doadores de hidrogénio ou de electrdes.
Ocorre o corte do ciclo de producdo de novos radicais livres, sendo assim antecipadas as
reaccOes terminais o que leva a ac¢do de anti-radicais, levando a producéo do radical
fenoxil (0 menos reactivo no processo oxidativo porque se estabiliza por ressonancia

com os electroes m do anel aromatico) (Almajano, 2009).

Os acidos fendlicos (Tabela 4) ajudam na protec¢do contra as doengas cardiacas
coronarias consequéncia de arteriosclerose, acidentes vasculares cerebrais, cancro
(Gulgin, Bursal, Sehitoglu, Bilsel & Goren, 2010) e doencas oculares (Coban,
Beydemir, Gulcin & EKkinci, 2007; Ozturk, Gulcin & Supuran, 2010; Ozturk, Topal,
Senturk, Gulgin & Supuran, 2011; Innocenti, Gulgin, Scozzafava & Supuran, 2010;
Innocenti, Ozuturk, Gulgin & Supuran, 2010; Senturk, Gulgin, Beydemir, Kufrevioglu
& Supuran, 2011; Gulgin, 2011).
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Tabela 4: Exemplos de Acidos Fendlicos (adaptado de Chem. Biol. Drug Design, Ozturk., Galgin & Supuran, 2010)

Nome e sua Estrutura Quimica

Acido Cafeico ou | Acido vanilico ou | Acido Ferdlico ou | Acido p- | Acido 34-
Acido 3,4- | Acido 4-hidroxi-3- | Acido 3-metoxi-4- | hidroxibenzobico dihidroxibenzoéico
dihidroxicindmico metoxibenzdico hidroxicindmico on 0
OH 0O, OH o) e HOAQ—(
OH
~ OH
_CHg HO
OH [®) HO
OH
Acido p-cumarico Acido  Siringico ou | Acido  Sindpico ou | Acido clorogénico ou | Acido Rosmarinico
0 Acido  4-hidroxi-3,5- | Acido 3,5-dimetoxi-4- | Acido 3-(3,4- o oM o on
~~~gy | dimetoxibenzoico hidroxicindmico dihidroxicinamoil) R I/@
COOH o quinico W o
HO HsCO S on Ho, cou Ho™
. OH
o
HO ) PN
HyCO OCHj OCH;4 T S ﬁ:
OH j:\"“

Os compostos fendlicos inibem a oxidagdo das LDL (Eberhardt, Lee & Liu, 2000;
Paganga, Miller & Rice-Evans, 1999).

A palavra antocianinas deriva do grego anthos que significa flor e do grego
kyanos que significa azul (Manhita, Teixeira & Costa, 2006). S& um grupo de
pigmentos vegetais hidrossoltveis (Degaspari & Waszczynskyj, 2004) com compostos
fendlicos (Tabela 5). Séo responsaveis pela coloracdo de frutas, flores, folhas de
diferentes espécies vegetais (Cooper-Driver, 2001) principalmente nos tons de azul e de
vermelho pertencentes as antocianinas e de amarelo pertencentes as antoxantinas
(Bobbio & Bobbio, 1995; Vaccari, Soccol & lde, 2009). Na sua estrutura existe um
esqueleto C15 no qual um anel aromatico se liga a um segundo anel na posicao C sendo
completada por uma ou mais moléculas de acucar ligadas em diferentes posicoes
hidroxiladas da estrutura basica (Delgado-Vargas & Paredes-Lopez, 2003), diferindo
entre elas pelo nimero de grupos hidroxilo, nimero e natureza dos acucares unidos a
molécula, posicdo desse aclcar e niUmero e natureza dos acidos alifaticos ou aromaticos
(Kong, Chia, Goh, Chia & Brouillard, 2003; Rocha, 2009).

14

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Vanessa Borrego A actividade antioxidante de alimentos funcionais da dieta mediterranica

Tabela 5: Antocianidinas mais comummente encontradas na natureza e a sua respectiva coloragdo (adaptado de Kong, Chia, Goh,
Chia & Brouillard, 2003; Rocha, 2009).

(o]

Apigeninidina H Laranja
Aurantinidina OH Laranja
Capensinidina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Azul-Vermelho
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H Laranja-Vermelho
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH Azul-Vermelho
Europinidina Eu OH OMe H OH OMe OH OH Azul-Vermelho
Hirsutidina Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Azul- Vermelho
6-Hidroxicianidina 6-OHCy OH OH OH OH OH OH H Vermelho
Luteolinidina Lt H OH H OH OH OH H Laranja
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe Azul-Vermelho
5-Metilcianidina 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Laranja-Vermelho
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H Laranja
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H Laranja-Vermelho
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH Azul-Vermelho
Pulchelidina Pl OH OMe H OH OH OH OH Azul-Vermelho
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H Vermelho
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH OH Vermelho

As antocianinas (Figura 6) sdo pigmentos de cor vermelha escura ou arroxeada
que se encontram em muitas bagas como a uva preta, 0S morangos, as amoras, a roma,
os mirtilos e as groselhas. A sua acc¢do antioxidante / redutora pode influenciar a sintese
de colesterol no figado, sendo cardioprotectores, tonificantes da circulagdo venosa,

regeneradores dos pigmentos da retina e anti-sépticos urinarios (Roger, 2002).

Figura 6: Estrutura Quimica das Antocianinas

As antocianinas diferenciam-se entre elas através dos niveis de hidroxilacdo e
metilacdo dos diferentes compostos, dependendo da natureza, do niumero de acidos, da
posi¢do das “oses” unidas a molécula que esterificam seus agucares (Flanzy, 2000;
Vaccari, Soccol & Ide, 2009). Um inconveniente das antocianinas € a sua baixa
estabilidade em contacto com a luz, variagcdes de pH, alteracGes de temperatura, tipo de
solvente (Lima, Mélo & Lima, 2002; Rocha, 2009).

A clorofila nas plantas tem como principal funcdo a conversdo da energia da luz
em energia quimica para a sintese de hidratos de carbono, sendo um potente
antioxidante, e encontrando-se nos legumes (Roger, 2002).

A n-acetilcisteina ou NAC é um precursor do aminoacido ndo essencial cisteina,

que normalmente actua como mucolitico, estimulante das defesas e antioxidante por
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aumento dos niveis de glutationa nos linfocitos e outras celulas defensoras (Roger,
2002).

A ubiquinona é uma substancia lipossoltvel produzida em todas as células, tanto
vegetais como animais, tem accdo antioxidante que intervém na producdo de energia
sob a forma de ATP nas celulas (Roger, 2002).

Assim, € possivel reconhecer que uma das fontes mais relevantes destes
antioxidantes é a dieta alimentar, onde a dieta mediterranea tem sido muito evidenciada
e sendo por isso Util, no ambito desta dissertacdo, conhecer um pouco melhor os

principais alimentos destacados nesta dieta.

A Dieta Mediterranea e a sua Relevancia

E da alimentacdo que surgem os aportes nutricionais com as substancias
antioxidantes necessarias ao metabolismo humano. No entanto, da alimenta¢&o também
surgem outras espécies, como RL, com caracteristicas reactivas e oxidantes, causadoras
de efeitos nefastos ao corpo humano (Almajano, 2009) e algumas dietas alimentares

poderdo ser mais benéficas que outras.

A dieta mediterranea rege-se em funcdo da ingestdo abundante de cereais, frutas
frescas, legumes, verduras, hortalicas, frutos secos, mel, pées, carne vermelha,
sementes, peixe e de vinho durante as refeicdes principais (Bach, et al., 2006; Roman,
Carta, Martinez-Gonzélez & Serra-Majem, 2008) e que conduzira a uma boa absor¢édo
dos principios activos que proporcionam a proteccéo do organismo através de diferentes

mecanismos fisioldgicos (Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

Nesta dieta destacam-se o0s pratos preparados com base em alimentos crus, tais
como as saladas e as sobremesas de frutas frescas, bem como o uso de azeite (principal
fonte de lipidos), de alho e de limdo como condimentos principais. Esta dieta conta
ainda com o uso de leite, bem como de produtos lacteos (queijo e iogurte) e, em média
quatro ovos por semana. Deste modo, é considerada uma forma eficaz para a
conservacdo da saude, impedindo assim o desenvolvimento das doencas displasicas e

cardiacas cada vez mais comuns em Portugal (Roger, 2002).

Uma das principais caracteristicas desta dieta € a ingestdo de frutas no final da

refeicdo, sendo que estas sdo ricas em fibras e tém uma elevada quantidade de vitaminas
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na sua constituicdo, sendo também comum a ingestdo das mesmas ao lanche. Os sumos
de frutas naturais, também tém uma elevada quantidade de celulose, fonte essencial de
fibras, sendo os sumos com bagas e uvas os mais benéficos, ja que estes tém baixas
calorias. Os de frutos vermelhos contém ainda elevadas quantidades de polifendis,
assim como o vinho tinto, fonte considerada benéfica para o bem-estar cardiaco
(Aurelio, 2012). Conferem uma accdo ansiolitica e anti-inflamatoria, um controlo da
tensdo arterial e da glicose no sangue. No que diz respeito aos vegetais, € de salientar
que os antioxidantes mais activos sdo os fendlicos, principalmente os flavondides, uma
vez que tém uma elevada capacidade de captar RL (Nassif, 2011 / 2012). A ingestéo de
peixe, como por exemplo o salmdo rico em &cidos gordos e fonte de omega-3, também

faz parte da dieta mediterranica (Spears, 2014).

Uma das particularidades mais enaltecidas de alguns dos alimentos pertencentes a
dieta mediterranica, € o seu contetdo em antioxidantes, dos quais se salientam a elevada
concentracdo em vitaminas A, C, E, em beta-carotenos, minerais, como 0 selénio ou 0
zinco, amino&cidos, como a cisteina ou a glutationa e bioflavonoides (Vasilopoulou &
Trichopoulou, 2009).

A laranja, o kiwi € 0 morango sdo ricos em vitamina C, o azeite em vitamina E, a
cenoura, a couve, o espinafre e 0 maméo em beta-caroteno, as frutas vermelhas como a
ameixa e os mirtilos, os brdcolos e a salsa sdo ricos em flavonoides, o cha verde em
catequinas, 0 vinho tinto em quercetinas, o tomate em licopeno, a roma em acido
elagico, o caril em curcumina, a noz em varios polifendis, os espinafres em clorofilina e
o repolho em taninos (Roman, Carta, Martinez-Gonzalez & Serra-Majem, 2008).

Assim, estes alimentos sdo considerados excelentes fontes de antioxidantes e
através do seu consumo poderdo contribuir para a prevencdo do desenvolvimento do
envelhecimento celular, da evolucdo de doencas cardiovasculares, da aterosclerose, do

cancro, da doenca de Alzheimer e das doencas pulmonares (Rocha, 2009).

O contetdo destes alimentos nesses antioxidantes é muitas vezes responsavel
pelas diferentes cores, sabores e texturas dos alimentos, como referido anteriormente.
Por exemplo, a cor vermelha caracteristica das romds, deve-se a presenca de
antocianinas, enquanto que a cor laranja das cenouras se deve a seu contetdo em beta-
caroteno (Lady, 2012; Soto, Rodriguez & Castafieda-Ovando, 2008).
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Outro facto interessante, relativamente a relevancia da alimentacdo na saude,
passa pelo facto de que alguns alimentos naturais consumidos tém uma bioactividade
superior apos o0 seu processamento, quando comparados com a sua forma natural (crua)
(Gorinstein, et al., 2009; Jastrzebski, et al., 2007; Apak, et al., 2013).

Lorgeril et al. (1999), realizaram um estudo com a duragdo de quatro anos, que
revelou efeitos protectores da dieta mediterranica em alguns tipos de cancros. Este
estudo também permitiu concluir que a adesdo a esta dieta permitiu melhorias nas
condicdes da depressdo mental, como consequéncia do envelhecimento com declinio
cognitivo e com doenca de Alzheimer (Roman, Carta, Martinez-Gonzalez & Serra-
Majem, 2008).

Verificou-se ainda, em estudos epidemiologicos observacionais e randomizados,
que os cuidados na dieta alimentar, com a introducdo de verduras ou frutas, reduziam a
mortalidade em geral e aumentavam a esperanca média de vida (Sofi, Cesari, Abbate,
Gensini & Casini, 2008). Estes resultados estdo descritos como sendo consequéncia da
accdo de micronutrientes especificos, tais como a vitamina A, os beta-carotenos, a
vitamina C, a vitamina E, a vitamina D e o &cido folico (Hunt, 2008), respeitando
sempre 0s principios base de uma dieta equilibrada (Vasilopoulou & Trichopoulou,
2009).

Uma dieta equilibrada e variada tem como base a ingestdo de alimentos
pertencentes a todas as categorias da roda dos alimentos. Deve proceder-se a
incorporacdo nas refeicGes de legumes, frutas, carne, cereais integrais, produtos lacteos,
peixe, muita agua. De salientar que estes elementos fazem parte da descrita dieta
mediterranica. Esta harmonizacdo fara com que 0 nosso organismo tenha as suas

necessidades nutricionais totalmente restabelecidas (Spears, 2014).

Adicionalmente, com base em estudos, relativos ao papel da dieta mediterranica
na populacdo, uma das conclusbes retiradas é de esta poder ter uma accao
cardioprotectora (Martinez-Gonzalez & Sanchez-Villegas, 2004). Nos ensaios clinicos
efectuados, séo ainda relatados os beneficios desta dieta, atraves de diferentes factores e
aspectos de incidéncia ou progndstico da doenca cardiovascular, em individuos de risco,

tais como os diabéticos, que tém uma ingestdo livre de sal e de gorduras (Rodriguez,
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Pérez-Heras, Mercade, Casals & Ros, 2004; Antonopoulou, et al., 2006; Roman, Carta,
Martinez-Gonzéalez & Serra-Majem, 2008).

No que diz respeito aos diversos alimentos que constituem a dieta mediterranica,
alguns sdo peca essencial, como o azeite, os espinafres, o mirtilo, a roma e o vinho,

tornando-se relevante o seu conhecimento mais pormenorizado.

O Azeite

Este alimento tem na sua constituicdo triglicéridos, formados por glicerina e
diversos acidos gordos cis (predominantemente o &cido oleico, um monoinsaturado) ja
no que se refere aos &cidos gordos trans estes encontram-se ausentes da sua
constituicdo. O azeite contém também vitamina E (um antioxidante importante no
tecido adiposo) (Vasilopoulou & Trichopoulou, 2009) e ferro. As suas caracteristicas
organolépticas de destaque sd@o 0 seu aroma e sabor acentuados. No seu processo de
elaboracdo ndo se recorre a refinagdo, nem ao uso de solventes.

Os componentes do azeite tém sido divididos como a) saponificavel, dos quais
fazem parte os &cidos gordos e os triglicéridos, e b) ndo saponificavel, dos quais fazem
parte os hidrocarbonetos (esqualeno e carotendides), a clorofila, os tocoferdis, o &cido
oleico, os alcoois alifaticos, os esterdis, os compostos fendlicos e 0s compostos
organicos volateis (Alarcén , Barranco, Motilva & Herrerias, 2001; Hashim, Gill,
McGlynn & Rowland, 2005).

O esqualeno tem uma accdo inibitoria por reducdo do risco da actividade
hidroximetil-glutaril-coenzima A-redutase em celulas da mucosa do colon, o que leva a
supressdo da inducdo azoximetano dos focos de criptas aberrantes (ACF) do co6lon (Rao,
Newmark & Reddy, 1998; Hashim, Gill, McGlynn & Rowland, 2005).

Os compostos fendlicos que pertencem a constituicdo do azeite sdo os fendis
simples (hidroxitirosol e tirosol), os polifendis (glucosido de oleuropeina) ambos com
maior destaque devido ao seu alto teor antioxidante natural (Montedoro & Cantarelli,
1969; Gulcin, Elias, Gepdiremen & Boyer, 2006; Gul¢in, 2011), os secoiridoides
(dialdeidico de oleuropeina e ligstrosido) e os lignanos ((+)-pinoresinol e (+)-1-
acetoxipinoresinol) (Owen, et al., 2000). Estes compostos auxiliam na prevencdo da
disfuncdo endotelial, na diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo celular

(Carluccio, et al., 2003), no aumento da producdo de 6xido nitrico (NO), na agregacdo
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plaquetéria (Petroni, et al., 1995), no aumento da transcricdo do mRNA do antioxidante
da enzima peroxidase glutationa (Masella, et al., 2004), na actividade anti-inflamatéria e
na quimioprevencao (Beauchamp, et al., 2005; Owen, et al., 2000; Fitd, et al., 2007).

A accéo do azeite ndo e tanto na reducdo do colesterol total. Na realidade este vai
actuar na reducdo da lipoproteina da baixa densidade (LDL), o referido como “mau
colesterol”, aumentando ao mesmo tempo os niveis da lipoproteina de elevada
densidade (HDL) “bom colesterol” e o seu consumo vai permitir proteger contra a
arteriosclerose e as doencas coronarias (angina e enfarte) devido ao facto de, reduzir a
pressao arterial (Spears, 2014), evitar a oxidacdo das lipoproteinas e reduzir o
fibrinogénio do sangue (factor de coagulacdo) (Roger, 2002).

Através de estudos com modelos in vitro e ex vivo verificaram-se as suas
propriedades antioxidantes sobre as peroxidases dos lipidos na doenga coronaria em
doentes estaveis (Fito, et al., 2005) e a oxidacdo do ADN em mulheres p6s-menopausa
(Owen, et al., 2000; Fito, et al., 2000; Masella, et al., 2004; De la Puerta, Ruiz & Hoult,
1999; Salvini, et al., 2006), havendo um equilibrio das reacgdes pro-oxidantes e
antioxidantes na regulacdo do organismo humano (Fito, et al., 2007), ajudando nos

processos de inibicdo do desenvolvimento da aterosclerose pds-menopausa.

Ao conter poucos acidos gordos polinsaturados e ter na sua constituicdo o o-
difenol (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald & McDonald, 2001), o azeite
apresentar um nivel de estabilidade elevado, ou seja, demora mais tempo a produzir
perdxidos perigosos e gosto desagradavel, que se caracteriza pela presenca de um odor
forte, sabor amargo e acre e alteracdo da consisténcia do alimento, como resultado da

reaccao do oxigénio com os lipidos.

Os Espinafres

A palavra espinafre provém do latim Spinacia oleracea L. e é uma planta
herbéacea da familia das Quenopodiaceas. O seu habitat natural é a Asia Ocidental. Ndo
sdo cultivados nos Tropicos, mas actualmente encontram-se por toda a Europa, sendo 0s
seus principais cultivadores os Estados Unidos, a Alemanha, a Franca e a Italia (Roger,
2002).

20

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Vanessa Borrego A actividade antioxidante de alimentos funcionais da dieta mediterranica

Os espinafres fazem parte do grupo das verduras e tém na sua constituicdo
(Tabela 6) uma elevada concentragdo em vitaminas A e C, sdo uma excelente fonte de
proteinas, e contém muito potassio, mas pouco sddio (esta proporcdo ajuda no controlo
da pressdo arterial). Contém ainda vitamina K (que ajuda nos processos anti-
inflamatorios), fosforo (essencial para os 0ssos), luteina e zeaxantina (pigmentos
vegetais da familia dos carotendides, embora ndo se convertam em vitamina A como no
caso do B-caroteno que demonstrou uma elevada capacidade antioxidante (Esther, 2008;
Roger, 2002) e o ferro e célcio. Os espinafres contém antioxidantes responsaveis pela
estimulacdo das actividades mentais dos seres humanos. Pelo que o cérebro, ao
consumir muita energia para funcionar, da lugar a obtencdo de residuos quimicos
oxidativos nocivos em excesso, as substancias antioxidantes como a vitamina K, a
luteina e o acido folico funcionam como aliadas na eliminacéo destes pelo cérebro. Os
espinafres podem também ajudar na prevencao do envelhecimento prematuro da pele,
protegendo as células contra o seu crescimento anormal (como, por exemplo, no cancro
da préstata, da mama, do estomago e claro da pele), e na digestdo evita a prisdo de
ventre e protege o estbmago das Ulceras, bem como ajuda a libertar toxinas do colon.
Nos diabéticos esta verdura também tem uma accdo benéfica devido ao seu conteddo
em fibras, que ajudam no metabolismo do aclcar, bem como em crémio que vai
potenciar os efeitos da insulina na entrada da glucose para as células (Roger, 2002)

através das proteinas transportadoras Glut 1 e Glut 7.

Tabela 6: Composicéo por cada 100 gramas de parte comestivel crua de espinafres (adaptado de A Saude pela Alimentacao, Roger,
2002).

Energia 22,0 Kcal | Vitamina Bg 0,195 mg Ferro 2,71 mg
Proteinas 2,869 Folatos 194 ug Potassio 558 mg
Hidratos de Carbono 0,800 g Vitamina B, - Zinco 0,530 mg
Fibra 2,709 Vitamina C 28,1 mg Sédio 79,0 mg
Vitamina A 672 ug Vitamina E 1,89 mg Gordura Saturada 0,056 g
Vitamina B, 0,078 mg Calcio 99,0 mg Gordura Total 0,350 g
Vitamina B, 0,189 mg Fosforo 49,0 mg Colesterol -
Niacina 1,37 mg Magnésio 79,0 mg |

Os espinafres na sua constituicdo contém minerais e oligoelementos que
favorecem a producdo de globulos vermelhos na medula Ossea, também ajudam a
impedir a absorcdo do colesterol e dos acidos biliares, devido a sua riqueza em acido
folico ou folato, irdo ajudar na prevencdo de algumas malformac6es nervosas no feto

durante a gravidez ja que tem um elevado poder anti-anémico (Roger, 2002).
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Uma das adverténcias efectuadas na ingestdo de espinafres € ndo os acompanhar
com leite ou produtos lacteos, devido ao facto de o &cido oxalico impedir a absor¢do do
célcio (Roger, 2002).

O Mirtilo

Outro alimento muito popular na dieta mediterrénica, € o mirtilo, ou em latim
Vaccinium myrtillus L (Tabela 7). Esta é uma fruta caracteristica de regifes com climas
temperados, tais como os Estados Unidos, a Asia e 0 Centro e Norte da Europa. Cresce
em estado silvestre em terrenos montanhosos e siliciosos. Na Peninsula Ibérica, pode
ser encontrado nos bosques pirenaicos e cantabricos, e nas serras portuguesas do Maréo
e do Gerés (Roger, 2002). Pertence a familia das Ericaceae, sendo uma fonte rica em
pigmentos naturais, e sdo de salientar as antocianinas, existentes em maior quantidade
na casca do mirtilo. As caracteristicas do fruto sdo o seu pequeno tamanho, cerca de 1
centimetro de diametro, com um peso aproximado de 1,5 gramas, uma cor azulada, um
formato achatado. No seu calice encontram-se coroas com l6bulos e a sua polpa tem
uma cor branca, sumarenta, aromatica e um sabor doce-acido (Kluge, Hoffmann &
Bilhalva, 1994). Esta fruta apresenta uma elevada quantidade de polifendis, tanto na
casca como na polpa, tendo como fungdo a proteccdo das paredes celulares (Kaur &
Kapoor, 2001). No seu interior existe um grande numero de sementes de pequeno
tamanho, também é considerado uma das frutas com maior riqueza em antioxidantes
(Rocha, 2009).

Tabela 7: Composicéo por cada 100 gramas de parte comestivel crua de mirtilo (adaptado de A Salde pela Alimentagéo, Roger,
2002).

Energia 56,0 Kcal | Vitamina Bg | 0,036 mg Ferro 0,170 mg
Proteinas 0,670 g Folatos 6,40 ug Potassio 89,0 mg
Hidratos de Carbono 11,49 Vitamina By, - Zinco 0,110 mg
Fibra 2,70 g Vitamina C 13,0 mg Gordura Total 0,380 g
Vitamina A 10,0 pg Vitamina E 1,00mg | Gordura Saturada | 0,032 g
Vitamina B, 0,048 mg Calcio 6,00 mg Colesterol -
Vitamina B, 0,050 mg Fosforo 10,0 mg Sédio 6,00 mg
Niacina 0,409 mg Magnésio 5,00 mg

A arvore da qual é proveniente produz frutos em forma de bagas (que contém um
elevado teor em compostos fenolicos) (Esther, 2008).
A cera epicuticular confere a tonalidade azul ao mirtilo, enquanto que a cor da

polpa depende das antocianinas, que se encontram no interior dos vacutolos das células
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da epiderme do fruto, dissolvidas em meio aquoso acido (Sousa, et al., 2007; Rocha,
2009).

No que respeita a composicdo fendlica do mirtilo esta é variavel tanto ao nivel
qualitativo como quantitativo, este facto se deve a factores intrinsecos como o tipo ou
gendtipo, variedade, acidez, teor de solidos, teor de humidade, sabor dos frutos,
tamanho das bagas, nimero de sementes (Raseira & Antunes, 2004) e locais de cultivo,
ou como aos factores extrinsecos, tais como as condi¢es ambientais, a manipulacéo e o
armazenamento (Wang, Chen, Sciarappa, Wang & Camp, 2008; Giovanelli & Buratti,
2009). Estas variagdes podem estar relacionadas com a complexidade dos compostos
fendlicos e com os métodos de extraccdo e quantificagdo (Rocha, 2009).

As propriedades medicinais do mirtilo devem-se aos componentes ndo nutritivos,
como os acidos organicos, os taninos, a mirtilina e as antocianinas (a casca e a polpa
mostraram conter uma combinacdo de cinco a seis pigmentos diferentes) que, em

conjunto, conferem a ac¢éo anti-septica e protectora vascular (Rocha, 2009).

A suplementagdo com extractos de mirtilo tem sido referida como util na
prevencdo da doenca de Alzheimer, tal como de outras desordens neurodegenerativas e
na diminuicdo do risco de desenvolver neoplasias (Wolfe, et al., 2008), causadas pelo

stress oxidativo nas células, ou inflamacg6es (Duffy, et al., 2008; Rocha, 2009).

Foram feitos varios estudos para a verificacdo das propriedades de extractos de
mirtilo, nos quais se avaliaram a capacidade inibitoria da proliferacdo de células
tumorais na cavidade oral, na mama, no colon e na préstata. Sob accdo dose-dependente
a diferentes niveis de poténcia entre os tipos de células em avaliacdo. Constatando-se
também um aumento da apoptose em culturas de células cancerigenas do colon
(Seeram, Adams, Zhang, Sand & Heber, 2006). Num outro estudo, executado por
Boivin D., et al., (2007), avaliou-se os efeitos do sumo de mirtilo na morte celular e na
interrupcao do ciclo celular de células humanas cancerigenas do estbmago, da mama, da
prostata e do intestino, tendo-se obtido resultados que demonstraram uma elevada
capacidade na inibicdo do crescimento celular. Neste estudo, realizado em porcos,
constatou-se a reducdo dos niveis de colesterol total, do LDL e HDL. Assim seria

importante relacionar esta tendéncia para 0s humanos, avaliando se o consumo de
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mirtilos pode ajudar na redugcdo de um dos maiores factores de risco existente na
populacdo Portuguesa, os acidentes cardiovasculares (Kalt, et al., 2008; Rocha, 2009).

Os mirtilos tém ainda sido referidos como alimentos ideais no combate a
infeccbes urinarias, na melhoria da circulacdo venosa nas pernas (Roger, 2002) e no
decréscimo da tensdo arterial (Nassif, 2011 / 2012).

A Roma

A Roma deriva do latim Punica granatum, L., e a arvore de onde provém tem
folhas perenes da familia das Punicéceas, podendo atingir uma altura até 4 metros. O
fruto é formado por numerosas vesiculas cheias de uma polpa muito sumarenta, de cor
rosada ou avermelhada e no interior dessas vesiculas encontram-se as sementes (Roger,
2002). Para o desenvolvimento da arvore Romazeira é necessario o ambiente ser arido,
sendo efectuada a sua producéo nos meses de Setembro a Fevereiro (Martins, 1995). O
seu sumo é rico em compostos fenolicos tais como as antocianinas (delfinidina,
cianidina e pelargonidina), a quercetina, os acidos fenolicos (cafeico, catequinico,
clorogénico, orto-cumarico, para-cumarico, elagico, galico e quinico) e taninos
(punicalagina) (Artik, Murakami & Mori, 1998; Noda, Kaneyuki, Mori & Packer, 2002;
Poyrazoglu, Gokmen & Artik, 2002; Seeram, et al., 2005). Tem sido descrito que estes
antioxidantes podem actuar na atenuagdo de factores aterogeneos (Aviran, et al., 2000;
Aviran & Dornfeld; Artik, 2001), na modulagéo das respostas anti-inflamatérias (Ross,
Selvasubramanian & Jayasundar, 2001) e nas enzimas do sistema de defesa antioxidante
enddgeno (através da superdxido dismutase, da catalase e da glutationa peroxidase)
(Ajaikumar, Asheef, Babu & Padikkala, 2005) e em compostos flavonoides que tém
actividade inibidora das enzimas oxidantes, como ciclo-oxigenases e lipo-oxigenases
(Schubert, Lanski & Neeman, 1999; Jardini & Fialho, 2007).

Nas propriedades nutricionais da roma (Tabela 8) é de salientar as antocianinas
pertencente ao grupo dos flavondides, actuando como anti-sépticos no tubo digestivo,
como poderosos antioxidantes nas células, e nos processos de envelhecimento e

degeneracdo displasica, havendo também uma accéo diurética (Roger, 2002).
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Tabela 8: Composicédo por cada 100 gramas de parte comestivel crua de roméd (adaptado de A Salde pela Alimentagédo, Roger,
2002).

Energia 68,0 Kcal | Vitamina Bg | 0,105 mg Ferro 0,300 mg
Proteinas 0,950 g Folatos 6,00 pg Potassio 259 mg
Hidratos de Carbono 16,6 g Vitamina By, - Zinco 0,120 mg
Fibra 0,600 g Vitamina C 6,10 mg Gordura Total 0,300 g
Vitamina A - Vitamina E | 0,550 mg | Gordura Saturada | 0,038 g
Vitamina B, 0,030 mg Célcio 3,00 mg Colesterol -
Vitamina B, 0,030 mg Fosforo 8,00 mg Saédio 3,00 mg
Niacina 0,300 mg Magnésio 3,00 mg

Devido a natureza rica em flavondides e em vitaminas antioxidantes (C e D), as
romads estdo descritas como agindo na reducdo dos efeitos do processo de
envelhecimento arterial, podendo ser muito favoravel a sua ingestdo para a accdo

preventiva em enfartes e na alimentagdo em geral (Roger, 2002).

Na determinacdo da capacidade redutora, feita recorrendo ao ensaio com o
reagente de Folin-Ciocalteau, constatou-se um elevado valor de compostos redutores no
seu sumo, obtido através de processos industriais de extraccdo. Este valor também
advém da sua casca e tambem do albedo, parte branca da roma onde se verifica um
elevado sabor adstringente provavelmente pela sua elevada riqueza em taninos e em
compostos fendlicos altamente hidroxilados, os quais ndo sdo removidos no restante
processo. No entanto, esta elevada concentragdo de compostos redutores também pode
estar relacionada com outros factores, tais como o grau de maturagdo, a regido de
cultivo, a diferenca entre estirpes de fruta e a presenga de algumas vitaminas como a
vitamina C ou de alguns agucares redutores (Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos,
1999; Moure, et al., 2001; Jardini & Fialho, 2007). Assim, a roma parece ser outro
alimento, pertencente a dieta mediterranica, com elevada capacidade antioxidante e por

isso com grande potencial como um alimento benéfico para a saude.

O Vinho

O vinho tem sido uma das bebidas mais referidas como benéficas para a saude
(quando consumido em quantidade moderada) pelo seu elevado contetido em compostos
fendlicos. S0 a uva e a sua pele que ddo a cor avermelhada ao vinho tinto. E
constituido por flavondides e outros compostos fendlicos, sendo estes responsaveis por
impedir a oxidacdo das lipoproteinas e o deposito de colesterol nas artérias ou

arteriosclerose (Roger, 2002).
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O vinho tinto define-se como bebida alcodlica obtida por fermentacdo do mosto
completo da uva e na sua constituicdo o componente maioritario é a dgua, seguido de
alcool etilico (que pode variar entre 0s 7 e 0s 17 % de volume). A producéo vinicola é
maioritariamente efectuada em Franga, em Itélia, em Espanha, na Argentina, nos
Estados Unidos da América, na Roménia e em Portugal, sendo de salientar que no nosso
pais as regides com maior producgdo sdo no Ddo, Minho, Alentejo, Bairrada e Ribatejo
(Caixinhas, 1987).

Esta bebida contém ainda acidos organicos (malico, tartarico, citrico, acético e
carbonico), polifendis (taninos e corantes autocianicos), glicerina, glucidos (glucose,
frutose e pentose), substancias nitrogenadas (aminoacidos, proteinas e aminas), sais
minerais (fostatos, sulfatos, cloretos, potéssio e calcio) e substancias volateis (aldeidos,

acetonas e esteres) (Caixinhas, 1987).

As antocianidinas encontram-se na pelicula (epiderme), normalmente nas
primeiras 3 a 4 camadas de células da hipoderme, dando origem a coloracdo dos
cultivares tintos jovens (Flanzy, 2000; Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

Alguns dos efeitos benéficos da ingestdo moderada do vinho sdo 0 aumento dos
niveis sanguineos de HDL, a diminuicdo do LDL, o aumento da elasticidade dos vasos e
a diminuicdo da formacéo de coagulos (Castelli, et al., 1977; Vaccari, Soccol & Ide,
2009).

Foi demonstrado, pela existéncia dos compostos fendlicos e do etanol, que existe
um elevado efeito do vinho na prevencao de doencas cardiovasculares (Brand-Miller, et
al., 2007; Opie & Lecour, 2007) isquémicas (principalmente nos casos de enfarte do
miocéardio), devido a accdo que este tem na reducdo do teor de endotelina-1, ou seja, 0
péptido produzido nas células das artérias com accdo vasoconstritora que ocasiona a
oclusdo das artérias portadoras das placas de gordura que levam ao episodio de enfarte
(Corder, et al., 2001). Estes compostos também tém uma accdo estabilizadora de
radicais livres, quer 0s que se obtém a partir do sistema aquoso por radidlise (Bors,

1990) quer pelo sistema lipofilico (peroxidacéo lipidica) (Vaccari, Soccol & Ide, 2009).
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No caso de diabéticos tipo Il, a ingestdo moderada do vinho aumenta a
sensibilidade das células & accdo da insulina, ocorrendo uma absor¢do dos agUcares nas
celulas, o que evita a sua acumulacdo nas vias sanguineas. Porém, com a diminuicéo da
insulina circulante provocada pelo consumo moderado de vinho, irdo ser desencadeadas
reaccdes metabdlicas que se por um lado provocam o aumento de peso, por outro
podem ajudar a reducdo da ingestdo de medicamentos para controlo da glicemia e a
diminuicdo da hemoglobina glicosilada (Gin, 1992). Um outro efeito da sua ingestdo é a
destruicdo dos adipdcitos, por inibicdo de enzimas metabolizadoras da gordura como,
por exemplo, a lipase pancredtica, a lipase lipoprotéica e a glicerofosfato desidrogenase
(Yoshikawa, Shimoda, Takada & Mtsuda, 2002;Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

Nos idosos os polifendis reduzem cerca de 20 % a probabilidade de
desenvolverem cegueira devido a degeneracdo macular (Obisesan, Hirsch, Kosoko,
Carlson & Parrott, 1998), pois bloqueiam a acc¢do da colagenase e da elastase ficando a
pele mais elastica, consistente, hidratada e com uma melhor microcirculagdo (Vaccari,
Soccol & Ide, 2009).

O vinho é rico em 200 polifendis diferentes, ja que se utilizam as cascas das uvas
na integra, local onde se encontram estes antioxidantes em quantidades elevadas
(Scalbert & Williamson, 2000). Os polifendis causam uma diminuicdo dos movimentos
peristalticos do intestino delgado e do intestino grosso, ou seja, ocorre uma diminuicao
do transito intestinal e um aumento do tempo de permanéncia dos alimentos no tubo
digestivo (Arabbi, Genovese & Lajolo, 2004; Vaccari, Soccol & Ide, 2009), que levara a

um processo de inchago e obstipacdo do organismo.

No caso da ingestdo de vinho tinto por parte das mulheres, tem sido referido que o
antioxidante resveratrol, contido nesta bebida, ird ter efeitos sobre o aumento da
fertilidade (Tolstrup, et al., 2003), ja que funcionalmente este é semelhante aos
estrogénios, sendo por este motivo considerado um fitoestrogénio (Calabrese, 1999).
Mas aparentemente ndo acabam aqui os efeitos benéficos desta ingestdo, pois também
existem estudos que afirmam que ha uma reducéo, em cerca de 50 %, na probabilidade
de desenvolvimento de cancro nos ovarios (Webb, Purdi, Bain & Green, 2004).
Adicionalmente também tem sido referido que alguns componentes do vinho,
normalmente o alcool e a quercetina terdo um efeito sobre 0 aumento da massa 0ssea e
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da proteccdo ao desenvolvimento de osteoporose, aumentando a acgdo dos osteoblastos
e inibindo a accdo dos osteoclastos (Arabbi, Genovese & Lajolo, 2004; Ganry, Baudoin
& Fardellone, 2000; Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

O trans-resveratrol € um composto ndo-flavondide existente no vinho tinto, mas a
sua concentragdo € sempre muito variavel (entre 1,3 e 7,0 mg/L) dependendo das
tecnologias de vinificacdo usadas. Esta substancia antioxidante localiza-se nas células
da pelicula da uva (Friedman & Klatsky, 1993; Vaccari, Soccol & Ide, 2009).

A ingestdo moderada de bebidas alcodlicas as refeicbes pode ter uma acgédo
bactericida, por reducdo da proliferacdo da Helicobacter pylori, o que ajuda na
prevencdo do desenvolvimento de Ulceras pépticas (Tutel’ian, et al., 2003; Vaccari,
Soccol & Ide, 2009).

Assim, é possivel verificar que sdo varios os alimentos, pertencentes a dieta
mediterranica cujo o consumo podera ser benefico a saide. Muito deste potencial
benéfico € atribuido ao seu contetdo em compostos com propriedades antioxidantes,

sendo por isso fundamental compreender mais sobre a avaliacdo destes parametros.

A actividade dos antioxidantes depende das suas caracteristicas estruturais, da sua
reactividade quimica, das concentracGes em que estdo presentes, entre outras (Gulgin,
2011).

Uma das possiveis divisbes para a classificacdo dos antioxidantes é como
primarios, de quebra de cadeia, (temos como exemplo os compostos fendlicos, a-
tocoferol) ou como secundérios, preventivos, (a sua actividade apenas se verifica na
presenca de um segundo componente), pelo que estes podem actuar por diversos
mecanismos, dos quais se destacam a ligacdo a ides metalicos, a eliminacdo de ROS
(Frankel & Meyer, 2000), a transformacdo de hidroperoxidos em NRLS, a absor¢édo de
radiacdo UV e a desactivagdo do O (Gulgin, 2011; Apak, et al., 2013).

Os antioxidantes primarios retardam ou inibem a etapa de iniciacdo por reac¢ao
com o radical lipidico e inibe a etapa de propagacdo por reac¢do com os radicais
peréxilo ou alcoxilo (Jadhav, Nimbalkar, Kulkarni & Madhavi, 1996; Antolovich,
Prenzler, Patsalides, McDonald & McDonald, 2001).
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Adicionalmente, existem dois mecanismos de actuagdo dos antioxidantes sobre os
radicais livres podendo ser por transferéncia de 4&tomo de hidrogénio (HAT) e o de
transferéncia de electrdes (SET) (Wright & et al, 2001).

Roger et al. (2002) refere que para efectuar a avaliagdo das propriedades
antioxidantes dos alimentos, é necessario determinar AA existentes em cada 100 gramas
do alimento seleccionado, através de diferentes técnicas in vitro. Para isso, é necessario
compreender as diversas técnicas existentes para proceder a esta avaliagdo e reconhecer
os diferentes mecanismos em que estas se baseiam. Sendo também determinante
reconhecer que para efectuar uma avaliacdo da AA mais abrangente e que considere
diferentes mecanismos de acgdo, € fundamental considerar os resultados obtidos a partir
de diferentes métodos (Gulgin, 2011).

Técnicas para a Determinacgdo da Actividade Antioxidante

A determinacdo da actividade antioxidante é efectuada através da visualizagéo da
inibicdo de radicais livres apds a adicdo de um antioxidante, utilizando diferentes
técnicas experimentais. As principais vantagens da maioria dessas técnicas é o facil
procedimento, a existéncia de um mecanismo quimico nitido, a reaccao estudada ter um
ponto final bem definido, a facil reprodutibilidade e ser adaptavel quer a substancias
com caréacter hidrofilico quer de caracter lipofilico. Temos uma determinacdo que se
define como directa, na qual o RL vai ser usado como factor de quantificacdo pela
producdo de um sinal analitico em que, quando se adiciona o antioxidante ocorre uma
diminuicdo do sinal. A outra determinacdo que se considera como indirecta, tem como
base a producdo ou eliminacdo de um reactivo derivado dos RL, também devido a
adicdo do antioxidante (Medina, 2010).

Para se proceder a determinacdo da AA pode recorrer-se a diferentes técnicas.
Estas dividem-se em funcédo do tipo de reac¢do, nomeadamente como ensaios baseados
na transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) ou na transferéncia de electrdo (SET)
(Parsons, 2017). Dentro do primeiro temos incluidos os ensaios da Capacidade de
absorcao de radicais de oxigénio (ORAC), do Potencial reactivo antioxidante total
(TRAP), de Substancia reactiva do acido tiobarbitarico (TBARS) e o ensaio de sistema
B-caroteno/acido linoleico e no segundo temos incluidos os ensaios do método do Acido
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2,2-azinobi-(3-etilbenzotioazo-6-sulfato) (ABTS), da Capacidade antioxidante em
equivalentes de Trolox (TEAC), do método de 2,2-difenil-1- picrilhidrazil (DPPH), do
Poder antioxidante da reducdo do ferro (FRAP), da capacidade antioxidante de reducéo
do cobre (CUPRAC), Folin-Ciocalteau (FCR) e Ferricianeto. Estes mecanismos
reaccionais ocorrem quase em paralelo em todos 0s ensaios, mas por vezes um
mecanismo antioxidante predomina sobre outro, podendo esta predominancia dever-se a
estrutura do antioxidante, a sua acessibilidade quimica, a solubilidade, ao coeficiente de
particdo, ao solvente usado ou as suas propriedades antioxidantes. E como tal, 0s
resultados ndo sdo comparaveis, ja que os seus mecanismos de ac¢do sdo diferentes
(Apak, et al., 2013), devendo por isso proceder-se a execu¢do de mais do que uma
técnica de determinacgdo AA.

Os ensaios HAT tém como base a medicdo da capacidade do antioxidante na
eliminacdo de RL, tais como o peroxilo, por doagdo do atomo de hidrogénio. Mas nem
todas estas reacgdes irdo depender dos solventes nem do pH, dependendo apenas do seu
mecanismo reaccional e a sua conclusdo ocorre entre segundos a minutos (Gulgin,

2011), resumindo-se a seguinte reacc¢ao:
ROO" + AH/ ArOH — ROOH + A"/ ArO,

em que o mecanismo de accdo se baseia na transferéncia do a&tomo de hidrogénio do
fenol (ArOH) para o radical (ROO"), ficando o radical ariloxilo (ArO") estabilizado por
ressonancia (Apak, et al., 2013).

Nos ensaios SET existe uma ac¢do antioxidante medida com uma sonda redox
fluorescente ou colorimétrica com um agente de oxidacdo de potencial pré-definido
(Apak, et al., 2013). Ocorrendo a deteccdo da capacidade antioxidante baseada na
transferéncia de electrGes na reducdo de metais, carbonilos e radicais e sendo esta
verificada por alteracdo de cor, aquando da redugdo do oxidante (Huang, Ou & Prior,
2005; Gulcin, 2011).

Os ensaios usados para a reducdo dos catiGes radicalares sdo o N,N-dimetil-p-
fenilenodiamina (DMPD), o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e a Capacidade
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Antioxidante em Equivalentes de Trolox (TEAC). No que se refere aos ides de metais

quelantes temos a técnica de FRAP (Apak, et al., 2013).

A quantificacdo da actividade antioxidante de polifenois e flavonoides pode ser
efectuada pelo método de Folin-Ciocalteau, a captura de radicais livres pelo método
TEAC e a quantificacdo de flavonoides pelo método ORAC (Almajano, 2009).

A extraccdo dos compostos antioxidantes é feita usando diferentes solventes, com
polaridades distintas para que seja possivel a quantificagdo quer de compostos com
caracter hidrofilico quer de caracter lipofilico. Para compostos lipofilicos utiliza-se
normalmente o hexano e para compostos hidrofilicos utiliza-se muitas vezes o metanol.
Em meio &cido usa-se uma mistura de metanol / agua, seguido de acetona / agua e em
meio pouco acido apenas difere o segundo passo ja que este € substituido por agua /
acetonitrilo (Medina, 2010).

A espectrofotometria tem como base a medigdo da absorvancia de determinados
compostos numa amostra. Este método serve para medir a quantidade de luz que uma
substancia quimica absorve por meio da medicao da intensidade luminosa de um feixe
de luz que passa através da solucdo amostra. Pode ser usado qualitativamente para
confirmacéo da identidade de um composto, ou quantitativamente para a identificacdo
da concentracdo de uma amostra, ja que cada substancia ira refletir e absorver a luz de
forma diferente, pelo que se usa para a deteccdo da variacdo de cor das amostras nas
reaccOes redox (Minolta, 1998; Rocha, 2009).

Deste modo, compreende-se que sdo varias as técnicas disponiveis e diversos 0s
mecanismos avaliados, pelo que facilmente se percebe que é essencial avaliar diferentes
mecanismos de reac¢do, sendo para isso necessario compreender um pouco melhor
algumas das técnicas mais utilizadas na avaliacdo da actividade antioxidante,

nomeadamente de alimentos.

Capacidade de absorcéao de radicais de oxigénio (ORAC)
O método ORAC baseia-se na inibicdo do radical peroxido oxidativo, induzido
por compostos azo. Em que se avalia a combinacdo do tempo de reac¢do e o grau de

inibicdo da accdo de RL, pela quantidade de antioxidante pré-determinada numa so
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dose. Esta técnica usa o composto fluorescente 3,6-dihidroxi-spiro(isobenxofuran-1-
(3H),9-(9H)-xanten)-3-ona), ocorrendo a HAT do oxidante para o radical livre. A

reducédo da fluorescéncia indica a extensdo da oxidacdo com o radical perdxilo.

ROO’ + A-H (radical iniciador) — ROOH + A’ (Almajano, 2009)
ROO’ + F-H (composto fluorescente) — ROOH + F* (Almajano, 2009)
ROO" + A-OH (antioxidante) — ROOH + A-O" (Almajano, 2009)

Na presenca de um antioxidante este processo de diminuigdo da fluorescéncia vai
ser reduzido porque a accdo do radical perdxilo é diminuida ou até mesmo inibida
(Almajano, 2009; Apak, et al., 2013).

A grande vantagem deste método, em relacé@o aos restantes, € que se pode utilizar
em alimentos com ingredientes complexos, ou da accdo rapida ou lenta dos
antioxidantes. Os radicais peroxilo reagem com a sonda fluorescente (pode ser usada
por exemplo a [-ficoeritrina ou a fluoresceina), originando um composto né&o-
fluorescente por decomposi¢do térmica do iniciador bis azida, dicloridrato de 2,2’-
azobis (2-amidinopropano) (AAPH) determinado em meio tampdo aquoso e por
fluorescéncia (Gulgin, 2011). Os compostos antioxidantes vdo bloquear os radicais

livres, havendo uma perda de fluorescéncia atraves da doacdo do atomo de hidrogénio.

Esta determinacédo da proteccao efectuada pelo antioxidante é medida com base na
area sob a curva (AUC) da amostra em comparacdo com a AUC do branco (auséncia de
antioxidante), a formula utilizada é: X + AH — XH + A’ (Lady, 2012)

sy AUC — AUC Mz ror
AUC = ({]JS ¥ (Z F‘)) x CT ORAC U /mL) = ( Amostra anm)x Trolox

1 AlUC Trolox — AUC.E?"E?!C o MAmmrra

i=1

Legenda: AUC = area sob a curva
i = nimero de ciclos
f = valor de fluorescéncia
CT =tempo de cada ciclo em minutos (Almajano, 2009)
M = Concentracdo Molar (mol/L) (Apak, et al., 2013)

O ORAC mede a capacidade da substancia antioxidante de neutralizar RL. Quanto
maior for o valor obtido maior serd o poder antioxidante do alimento (Lady, 2012).
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Potencial reactivo antioxidante total (TRAP)

A técnica TRAP deriva da ORAC, mas nesta é empregue uma maior diversidade
de iniciadores, sondas e medi¢gdes do ponto final, semelhantes as usadas em ORAC e
TEAC. Os radicais iniciadores sdo produzidos a partir de azidas como AAPH (Wayner,
Burton, Ingold & Locke, 1985; Wayner D. M., Burton, Ingold & Locke, 1987; Wayner
D. D., 1987), de enzimas como a peroxidase de rdbano (Whitehead, Thorpe &
Maxwell), o peroxido de hidrogénio-hemina (Bastos, Romoff, Eckert & Baader, 2003),
0 NO’ (Kojima, et al., 1999) e o O." (Tanaka, et al., 2001). As sondas usadas sdo de
diacetato de diclorofluoresceina (Valkonen & Kuusi, 1997), de fluorescéncia (Tanaka,
et al., 2001), de ficoeritrina (DeLange & Glazer, 1989; Ghiselli, Serafini, Maiani,
Azzini & Ferro-Luzzi, 1995), de luminol (Whitehead, Thorpe & Maxwell, 1992) e
ABTS (Bartosz, Janaszewska, Ertel & Bartosz, 1998; Apak, et al., 2013).

A TRAP controla a capacidade dos compostos antioxidantes que interagem na
reaccdo do ROO" (obtido a partir do AAPH) com a sonda fluorescente (Prior, Wu &
Schaich, 2005; Wayner, Burton, Ingold & Locke, 1985; Niki, 1990). A base desta
técnica € o consumo de oxigénio durante a reaccao de peroxidacgéo lipidica induzida por
decomposicao térmica do composto azo e a quantificacdo é efectuada pela duracéo da

fase de retardamento da oxidacdo exercida pelos antioxidantes (Gulgin, 2011).

Substancia reactiva do acido tiobarbiturico

O método TBARS é efectuado em duas etapas. Na primeira o substrato é oxidado
com a adicdo dos metais de transicdo (ibes de cobre ou ferro) ou de radicais livres
(AAPH) e na segunda fase é verificado o grau de oxidacdo por juncdo de acido
tiobarbitarico (TBA) a mistura, com posterior medicdo espectrofotométrica. Mas a
oxidacdo pode ser inibida caso exista na mistura um antioxidante que ira reduzir o
agente a oxidar, podendo-se verificar uma diminuicdo do valor lido de absorvancia da
amostra. Estes resultados sdo obtidos (Du & Bramlage, 1992) sob compara¢do com a
curva de calibracdo feita com um padrdo de malondialdeido bi-dimetilacetal ou
malondialdeido bi-dietilacetal (compostos que derivam do MDA) ou pela percentagem
de inibicdo da oxidacdo (Colbert & Decker, 1991; Antolovich, Prenzler, Patsalides,

McDonald & McDonald, 2001), dependendo apenas da composicdo da amostra, ja que

33

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Vanessa Borrego A actividade antioxidante de alimentos funcionais da dieta mediterranica

0 padréo que deriva da MDA usa-se no caso dos compostos conterem interferéncias,

pelo que este meio de comparagéo vai ser mais efectivo nos resultados obtidos.

Sistema Beta-Caroteno / Acido Linoléico

No método da co-oxidagdo do B-caroteno / &cido linoléico ocorre a determinacao
do poder de inibicdo da oxidagdo por descoloracdo do sistema, o qual mostra uma
diminuicdo da absorvancia ao A = 470 nm em comparagdo com um controlo (sem

antioxidante) (Marco, 1968), seguindo a equacao:

A; — Af
Bg Inibitéria = 100 — (C - x 1[][])
N

Legenda: Ai = Absorvancia da amostra inicial
As = Absorvancia da amostra final
Ci = Absorvancia do controlo inicial
Ct = Absorvancia do controlo final (Rodrigues, et al., 2011)

Método de ABTS

No metodo ABTS o radical catidénico obtido a partir do acido 2,2-azinobi-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) apresenta uma cor verde-azulada, tem uma
elevada solubilidade em agua (Arnao, Cano, Hernandez-Ruiz, Garcia-Canovas &
Acosta, 1996; Miller N. J., 1996; Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald &
McDonald, 2001), é estavel quimicamente e o seu espectro de absor¢do encontra-se na
zona do ultravioleta-visivel. Neste método, o ponto final da reaccdo é efectuado pela
substancia antioxidante usada que causa a inibicdo da formacdo do catido radical ABTS
(Rice-Evans & Miller, 1994) e € com base neste processo que se vao verificar as
diferencas nos tempos de reac¢do, sendo um inconveniente nos processos de
determinacdo da actividade antioxidante de frutas, verduras e bebidas estimulantes, ja
gue nestas amostras o leque de compostos desconhecidos € elevado. Mas, apesar disso,
€ um método muito usado ja que permite tanto ensaios com substancias hidrossoluveis
como lipossolaveis (Gulgin, 2011), optando-se depois pelo solvente mais apropriado. A
producdo do radical ABTS pode ser efectuada pelos seguintes processos:

electroguimicamente, enzimaticamente (derivando da mioglobulina) e quimicamente
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(derivando do dioxido de magnésio ou do persulfato de potassio ou de radicais
peréoxidos) (Medina, 2010).

Pela seguinte reaccdo: ABTS™ + ArOH — ABTS + ArO" + H* (Apak, et al.,
2013)

O ABTS'™ pode ser obtido a partir de agentes oxidantes, como o perssulfato de
potassio (que tem um maior rendimento em ABTS™ e que demonstrou uma inércia
superior em relacdo ao radical versus antioxidante) (Re R. , et al., 1999), o diéxido de
manganés (Miller, Sampson, Candeias, Rice-Evans & Bramley, 1996; Benavente-
Garcia, Castillo, Lorente, Ortufio & Del Rio, 2000), a lactase (Cantarella, Galli &
Gentili, 2003), o radical bromo (Br>") (Wolfenden & Willson, 1982), peroxidase de
hémica + perdxido de hidrogénio (H202) (Arnao, Cano, Hernandez-Ruiz, Garcia-
Cénovas & Acosta, 1996) (Kadnikova & Kostic, 2002) e o radical peroxilo (Campos &
Lissi, 1997; Apak, et al., 2013).

Através de uma investigacdo constatou-se que esta técnica poderia incluir a
activacdo da metamioglobina na forma de peroxidase sob reaccdo com H2O; para a
formacdo do radical ferrilmioglobina que reagira com o ABTS, formando assim o
radical catido ABTS™ (Re R., et al., 1999) que ndo é afectado pela forca idnica e é
soluvel tanto em solventes aquosos como organicos. Esta reaccédo é lida a 734 nm (Re,
et al., 1999; Rodrigues, et al., 2011; Gulgin, 2011).

Capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC)

O método TEAC consiste na quantificacdo da capacidade anti-radical dos
compostos antioxidantes ou pela captacao dos radicais livres. Este processo baseia-se na
producdo de um radical livre positivo e estavel, em que se empregam radicais de catibes
intensamente corados de ABTS que juntamente com o perssulfato de potéssio irdo
originar reac¢do. Quando se adiciona o antioxidante em estudo, comprova-se a
diminuicdo redox da absorvancia ja que o ABTS possui um grupo croméforo com a
absorcdo, aos 734 nm, ou seja, apenas se avalia a diminui¢do da inibicdo (Almajano,
2009).

Pela seguinte reac¢do: ABTS + K»S,08 — ABTS™ (Apak, et al., 2013)
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Método de DPPH

O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) é uma das técnicas mais
utilizadas na avaliacdo da AA pela simplicidade da sua execucdo. O DPPH é
considerado um radical estavel, mas quando reage com outros radicais, compostos ou
agentes redutores ira perder a sua tonalidade (Papariello & Janish, 1966; Blois, 1958). O
DPPH' reage de uma forma um pouco lenta (Barclay, Edwards & Vingvist, 1999;
Litwinienko & Ingold, 2003; Apak, et al., 2013).

Metodologia mais conhecida que usa o DPPH, consiste na avaliacdo da
capacidade de captar o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPH" (Gulgin, 2011),
de cor roxa e com uma absorc¢ao aos 515 nm. No caso dos alimentos, esta reaccao da-se
nos extractos dos alimentos (A-OH) ou de uma espécie radicalar (R") que desactiva o
DPPH’ (Kim, Lee, Lee & Lee, 2002; Rodrigues, et al., 2011) numa solucéo alcodlica e
altera assim a cor para o amarelo palido (Duarte-Almeida, Santos, Genovese & Lajolo,
2006; Blois, 1958; Elmastas, et al., 2006), reduzindo a sua absor¢do. Sendo, por este
motivo, um método que utiliza a absorvancia como monitorizacdo da reaccdo redox. A
partir dos valores obtidos determina-se a percentagem de actividade antioxidante ou de
captacdo de RL, podendo-se também calcular a percentagem de DPPH" remanescente
do meio reaccional (Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995; Sanchez-Moreno,
Larrauri & Saura-Calixto, 1998; Rocha, 2009).

Pela seguinte reaccdo: DPPH" + ArOH — DPPH + ArO® H* (Apak, et al., 2013)

% Actividade antioxidante = [(Ac — As) / Ac] x 100

Ac e As sdo os valores da absorvancia do controlo e das amostras,

respectivamente.

A actividade antioxidante € determinada com base na quantidade de DPPH que é
consumida pela amostra em funcio do tempo pré-estabelecido. A quantidade de
antioxidante necessario para diminuir a concentracdo inicial de DPPH para 50 % da-se o
nome de concentracdo efectiva em que se atinge metade do efeito maximo (ECso).
Constatou-se que quanto maior for o consumo de DPPH por amostra, menor serd 0 ECsp

e maior € a actividade antioxidante (Sousa, et al., 2007; Rocha, 2009).
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Como no método DPPH a reaccdo ocorre sob condi¢des fortemente dependentes
das caracteristicas quimicas inatas dos compostos a analisar, considera-se que ndo é o
ensailo mais apropriado para rastrear a actividade antioxidante dos extractos de
composicdo e concentracdo desconhecidas ou para compara¢do com antioxidantes de
diferentes classes estruturais, ja que neste tipo de ensaio se salientam mais 0s pequenos
compostos reactivos do que as grandes moléculas antioxidantes (Apak, et al., 2013),
pelo que seria dificil de definir os compostos analisados.

Poder antioxidante da reducéo do ferro (FRAP)

O método FRAP é uma técnica indirecta para determinacdo da capacidade
antioxidante. Tem como base o poder de redugéo das substancias antioxidantes sobre o
ferro. Ocorre a reducdo, a pH de 3,6 (em meio &cido) (Benzie & Strain, 1996;
Rodrigues, et al., 2011), de Fe*" para Fe?* (tem menor capacidade antioxidante) do
complexo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) que é incolor para o complexo
ferroso que é azul intenso (Benzie & Strain, 1996; Benzie & Strain, 1999; Gulgin,
2011). Por isso, recorre-se a medicdo espectrofotométrica que realca os resultados
através de uma leitura superior de absorvancia com Amax = 595 nm e 0 seu resultado €
descrito por comparacdo com um antioxidante padrdo (composto conhecido)
(Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald & McDonald, 2001). Como 0 mecanismo
utilizado na técnica de FRAP € o de transferéncia de electrbes pode ser usado para
distinguir diferentes tipos de antioxidantes, tal como ser usado em conjunto com outros
métodos de determinacdo da capacidade antioxidante, como por exemplo o ABTS
(Medina, 2010).

A reaccdo descrita anteriormente, baseia-se na conversdo de:
Fe(TPTZ).*" + ArOH — Fe(TPTZ),?* + ArO" + H* (Apak, et al., 2013)

Método de Folin-Denis

Na quantificacdo de polifendis totais em vegetais com elevado numero de
antioxidantes e bebidas estimulantes, o melhor método € o de Folin-Denis ja que ndo
sofre de interferéncias por parte de proteinas e acUcares da sua constituicdo, ou seja,

véo-se obter resultados mais exactos. Este método tem como base a reducéo do reagente
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Acido Fomolibidico-Fosfotungstico para um complexo de cor azul em soluc&o alcalina,

pelos compostos fendlicos (Rocha, 2009).

Capacidade antioxidante de reducé&o do cobre (CUPRAC)

O ensaio CUPRAC tem como base a medi¢do da absorvancia do croméforo
CUPRAC. Da origem ao quelato Cobre I — Neocuproine [Cu (I) — NC] de cor laranja
amarelado por reac¢do entre 0 antioxidante e o reagente catido bis (neocuproina) de
cobre 11 [Cu (1) - NC] (Apak, et al., 2013), ou seja, vai ocorrer uma reducéo do Cu?* a
Cu"™ sob accéo sinérgica do conjunto de antioxidantes polifenélicos ou por redugdo em
meio aquoso-etanolico, a pH 7,0 e na presenca da neocuproina (agente quelante e
composto organico heterociclico) ou 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (Gulgin 1., 2008;
Lee, Rossi, Coichev & Moya, 2011). Esta reaccdo é seguida a 450 nm (Tutem, Apak &
Baykut, 1991; Gulgin, 2011).

Pela seguinte equagdo: nCu(Nc)2>* + Ar(OH)n — nCu(Nc)2* + Ar(=0), + nH*
(Apak, et al., 2013)

Esta metodologia tanto pode ser empregue em antioxidantes hidrofilos como em
lipofilos (Apak, Guclu, Ozyurek & Celik, 2008; Gulgin, 2011).

Método de Folin-Ciocalteau

O método Folin-Ciocalteau (FCR) é muito usado para quantificar a presenca de
compostos fendlicos totais em produtos alimentares e tem como base uma reaccao
redox. Este método sofreu uma adaptacdo por Singleton e Rossi em 1965 de um método
que se utilizava na altura, mas na determinacao da tirosina (tem como base a oxidacao
dos fendis com molibdénio e tungsténio reactivos). A alteracdo consiste no uso do
heteropoliano fosférico de molibdénio e tungsténio que oxida os fendis com maior

especificidade:

A transferéncia de electrbes dos compostos fenolicos ocorre em meio alcalino
(Singleton & Rossi, 1965; Ca, Luo, Sun & Corke, 2004; Song, et al., 2010), dai ocorre a
formacdo de O." que ao reagir com o molibdato origina o 6xido de molibdénio ou

MoO* (Gulgin, 2011). Assistindo-se a passagem da cor amarela para a cor azul
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(Medina, 2010) aos 765 nm. Vérios autores, descrevem o0 método como sensivel e
preciso. Tal como nas outras técnicas os flavondides sdo separados e quantificados por
espectrofotometria ultravioleta — visivel (UV) (Almajano, 2009).
Pela seguinte equacéo:
Mo (VI) + e — Mo (V) (Apak, et al., 2013)

O método FCR, o Reagente Folin Fenol e o Reagente Folin-Denis também podem
ser denominados de método de &cido galico equivalente (GAE), ja que todos vdo utilizar

0 &cido galico como padréo de referéncia na espectrofotometria (Gulgin, 2011).

Método de Ferrocianeto

Este método mede a capacidade de reducdo do composto bioactivo na reducéo
directa do Fe([CN]e)3 de cor amarela a Fe(JCN]e).. A adi¢do do FeClz na forma ferrosa
(Fe?*) leva a formagdo do complexo Fes(Fe[CNTJe)s de cor azul arroxeada intensa com
uma absorvancia aos 700 nm (Bursal & Gulgin, 2011), sendo que a verificacdo do
aumento da absorvancia na amostra indica a formacao do complexo (Gulgin, 2011).

Sendo este processo descrito pela seguinte equacao:

Fe(CN)e* + ArOH — Fe(CN)g* + ArO” + H (Apak, et al., 2013)

Outros Métodos
Na quantificacdo do O, ocorre a redugdo do NBT?* de coloragdo amarela para o

formazano de coloracdo azul, a pH 7,4 e a leitura da absorvancia sera feita aos 560 nm
(Aruoma, Murcia, Butler & Halliwell, 1993; Gulgin, 2011).

O NO° ¢ identificado e quantificado pela formacdo de uma coloracdo rosa
avermelhada apos adigéo de nitrito (NO2’) & amostra com reagente de Griess, sendo feita

a leitura num comprimento de onda de 548 nm (Gulcin, 2011).

Também ocorre uma auto-oxidacdo NO ou uma acidificacdo NO> na reaccdo com
a sulfanilamida para a obtencdo do derivado diazonico, ou seja, ocorre a formacdo do

agente de nitrosacdo trioxido de diazoto (N203) (Gulgin, 2011).
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O método do Tiocianato mede a quantidade de perdxido na fase inicial da
oxidagdo dos lipidos, ocorrendo uma reaccdo com o Fe?* que leva a formagéo do Fe3* e
estes ao reagirem com o Tiocianato (SCN’) formam um complexo com absorvancia

maxima aos 500 nm (Gulgin, 2011).

Estas sdo as varias técnicas para a determinacdo da actividade antioxidante,
devendo sempre ser utilizadas mais do que uma, para a verificacdo e contextualizacdo
de resultados dos alimentos constituintes da dieta mediterranica em todos os

laboratérios.

Assim, com esta dissertagdo foi possivel conhecer alguns dos principais
constituintes da dieta mediterranica, bem como conhecer algumas das suas mais
referenciadas propriedades, benéficas para a saude, nomeadamente no que diz respeito
ao seu contetido em compostos com propriedades antioxidantes. De salientar, que para a
avaliacdo destas propriedades € essencial fazer uso de diferentes técnicas para a
determinagcdo da AA destes alimentos. Adicionalmente, estes alimentos ao serem de
facil acesso podem ser incluidos nas refeicdes diarias das familias podendo por isso 0

seu consumo ser bastante Util no que diz respeito a prevencao de algumas patologias.
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Concluséo

Em resumo, a dieta mediterranea consiste num baixo consumo de gordura, carnes
e seus derivados, um consumo moderado de alcool, de leite e de outros produtos lacteos
e num elevado consumo de legumes, cereais, frutas e vegetais, que na sua constituicao

vao conter os antioxidantes naturais.

Actualmente, a preocupagédo por parte da populagdo em geral, em realizar uma
alimentacédo equilibrada e em compreender as suas eventuais propriedades preventivas
para a saude, tem vindo a aumentar. As “guidelines” dietéticas para a prevencdo de
algumas doencas cronicas, como a doenga coronaria, aconselha um aumento da ingestéo
de alimentos de origem vegetal, j& que estes sdo ricos em antioxidantes na sua
constituicdo (Chang, Lin, Chang & Liu, 2006; Pinela, Barros, Carvalho & Ferreira).
Assim, o interesse pela dieta mediterranica tem vindo a aumentar e muitas das
propriedades benéficas para a saude dos alimentos pertencentes a esta dieta s@o referidas
como consequéncia do seu conteddo em compostos antioxidantes. Assim, avaliar a
actividade antioxidante (AA) destes alimentos é essencial, nomeadamente atraves da
execucdo de diferentes testes de avaliacdo da AA (Jardini & Fialho, 2007).

No que diz respeito a essa avaliacdo, cada ensaio avalia mecanismos distintos,
potenciais redox ou até mesmo meios de reaccdo diferentes, dificeis de comparar.
Assim, é fundamental utilizar varios metodos de avaliacdo da actividade antioxidante
para uma avaliacdo mais robusta das propriedades antioxidantes desses alimentos
(Hengs, Werner, Muller, Frohlich & Bohm, 2009; Apak, et al., 2013).

A avaliacio da AA de alimentos funcionais, nomeadamente os da dieta
mediterranica descrita nesta dissertacao, e a transmissdo dessa informacao aos utentes, €
um bom exemplo de uma das possiveis tarefas de aconselhamento a serem
desempenhadas pelo farmacéutico. Com o conhecimento das propriedades antioxidantes
dos alimentos, o farmacéutico podera agir em beneficio da satde, dando conselhos
sobre os alimentos mais adequados na possivel prevencdo de algumas doencas
actualmente prevalentes na populacdo portuguesa, tais como a hipertenséo, a depressao,
a inflamacdo, a diabetes ou até mesmo para a saude da populacdo nos estados de

desenvolvimento de carcinoma ou na doenca de Alzheimer.
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