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Resumo

Com a descoberta de novas substancias activas em plantas medicinais e com o
aumento da procura do que ¢ natural, os fArmacos sintéticos sao por vezes substituidos
por produtos de origem botanica. Contudo isto pode acarretar um problema de saude
publica, uma vez que ha uma significativa falta de fiscalizacdo e harmonizagiao dos
produtos derivados de plantas e processos. Desta forma chegam ao mercado
numerosos produtos sem descri¢cao adequada das suas caracteristicas, alegagdes, bem
como o modo de utilizagdo, sem garantia da qualidade, seguranga e eficacia
fundamentais para a preservagdo da saude do consumidor.

Este trabalho permitiu avaliar e comparar entre si diferentes suplementos
alimentares derivados da mesma planta (Opuntia ficus indica), & venda no mercado
mundial, de diferentes marcas e produtores. As comparacdes basearam-se nas suas
caracteristicas quimicas, nas indica¢des alegadas nas embalagens bem como nas suas
potenciais propriedades farmacologicas. Avaliou-se nas amostras escolhidas e nos
seus respectivos extractos os constituintes fendlicos, nomeadamente flavonodides que
apresentam elevada capacidade antioxidante, o teor em fibra e o teor em fitoesterois.
Estes constituintes sdao reportados por possuir propriedades benéficas a saide humana,
nomeadamente: efeito de diminui¢do do colesterol, antidiabético, analgésico, anti-
ulcerogénico e anti-aterogénico.

Verificou-se de facto que existe no mercado produtos que apesar de possuirem
a mesma descricao no rétulo, apresentam composi¢des e concentragdes diferentes, o
que poderd ser devido a origem das plantas utilizadas ou ao processo de fabrico.
Verificou-se que as tomas recomendadas para cada produto ndo estdo relacionadas
com as concentragdes relativas e que podem existir diferencas nos processos de
fabrico dos varios produtos que levam & desglicosilagao de compostos.

E entdo extremamente necessario investir na padroniza¢do e na definicdo de
critérios de qualidade, composicdo e eficacia dos suplementos, bem como na
formacdo de pessoas qualificadas e aptas para a avaliagdo e aplicacao rigorosa dessas

regulamentagdes e critérios.



Abstract

With the discovery of new active substances in medicinal plants and with the increase
in the demand for natural products, synthetic drugs are sometimes substituted by the
ones of botanical origin. However this may be in the origin of a problem of public
health, due to reduced legislagion and harmonization of products and procedures.

Therefore, several products reach the market without proper decription of their
characteristics and claims as well as without adequate quality, safety and efficacy that
are necessary for the preservation of consumer health.

This work consisted in the comparison of different food supplements derived
from the same plant (Opuntia ficus indica), that are available in the world-wide
market, with different brands and from different producers. Comparisons were based
on the chemical composition as well as on their potential pharmacologic properties
and claims alleged in the package. Phenolic constituents were quantified in different
extracts of the chosen samples, namely flavonoids which present significant
antioxidant capacity. The fiber and phytosterol content were also determined. These
constituents are reported because they have alleged beneficial properties to the human
health, namely: cholesterol-lowering effect, antidiabetic, analgesic, antiulcerogenic
and anti-atherogenic.

It was concluded that, in fact, there are products in the market that despite
having similar descriptions in the label, present different compositions and
concentrations. The doses recommended for each product are not related with their
relative compositions and there are probably some differences in the production
processes that lead to deglycosilation of phenolic compounds in some cases but not in
others.

So, it is extremely necessary to invest in the standardization and in the
definition of quality criteria, composition and efficacy evaluation of dietary
supplements, as well as in training of qualified persons for the rigorous evaluation and

application of these regulations and criteria.
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1- Sulplementos alimentares

1.1 - Definicdo e regulamentacio

De acordo com o Decreto-Lei n°® 136/2003 de 28 de Junho, consideram-se
suplementos alimentares os géneros alimenticios que se destinam a complementar e
ou suplementar o regime normal e que constituem fontes concentradas de
determinadas substancias, nutrientes ou outras com efeito nutricional ou fisiologico,
estremes ou combinadas, comercializadas em forma doseada, tais como capsulas,
pastilhas, comprimidos, pilulas e outras formas semelhantes, saquetas de pd, ampolas
de liquido, frascos com conta-gotas e outras formas similares de liquidos ou pds que
se destinam a ser tomados em unidades de medidas de quantidade reduzida (Felicio,

2006).

Suplementos

alimentares

Figura 1.1: Posicdo dos suplementos alimentares entre os alimentos e os formacos.

Os suplementos alimentares podem dividir-se em quatro tipos, nomeadamente:

& suplementos que contém s6 vitaminas e minerais;

@ suplementos que contém vitaminas, minerais e outro principios activos nao-
botanicos;

@ suplementos que contém ervas ¢ ingredientes activos ndo-herboreos, inclusive
vitaminas e minerais;

& suplementos que contém s6 ervas ou botanicos (Ottaway, 2002).
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Quanto 4 rotulagem segundo o Decreto-Lei 560/99 de 18 de Dezembro, os
suplementos alimentares devem conter no roétulo a mengao de "suplemento alimentar",
a designacao das substancias que caracterizam o produto ou uma referéncia especifica
a sua natureza, sendo a quantidade de cada nutriente apresentada sob a forma
numérica e sob a forma de percentagem relativamente a dose diaria recomendada pelo
fabricante. Devem também mencionar a toma diaria recomendada do produto e conter
uma adverténcia relativa aos possiveis riscos para a saude decorrentes da ingestao de
quantidades superiores a toma diéria indicada. O suplemento alimentar deve ainda
incluir no rétulo a mengao obrigatoria que o produto deve ser mantido fora do alcance
das criangas, assim como a indica¢dao de que os suplementos alimentares nao devem
ser utilizados como substitutos de um regime alimentar variado. Além disso, a
rotulagem, apresentacdo e publicidade dos suplementos alimentares ndo pode incluir
mengdes que atribuam aos mesmos propriedades profilacticas, de tratamento ou
curativas de doengas humanas (Santos et al., 2008; Felicio, 2006).

O Parlamento Europeu e o Conselho da Unido Europeia elaboraram a directiva
L183 em 10 de Junho de 2002 que foi revista a 30 de Margo de 2006 relativamente a4
legislagdo dos suplementos alimentares. Essa directiva aborda os ingredientes
permitidos, a rotulagem, a apresentacdo e a publicidade permitidas para os
suplementos alimentares. Em 2004 foi elaborada outra directiva (2004/24/EC) pelo
Parlamento Europeu e pelo Conselho da Europa que estabelece que as vérias
empresas desta area para actuarem no mercado de um pais da Unido Europeia, apenas
necessitam da autorizagao das entidades nacionais reguladoras desse pais (Calapai,
2008).

Na Unido Europeia ndo existe nenhuma entidade reguladora dos suplementos
alimentares comum aos diferentes paises da Europa (Calapai, 2008). Apenas o Comité
de Produtos Medicinais Herboreos (HMPC), constituido por peritos cientificos através
da directiva (2004/24/EC), tenta estabelecer a harmonizacdo das legislagdes da
medicina herboérea nos varios estados membros da Unido Europeia baseando-se em
recursos cientificos existentes sobre avaliacdo, supervisdo e farmacovigilancia de
produtos medicinais (EMEA, 2009).

Mesmo depois da introdugdo dos suplementos alimentares na directiva
2004/24/EC e até hoje, o mercado de produtos herboreos estd confuso e a
harmonizacdo na Unido Europeia ainda é muito pequena, em particular para

substancias que nao sdo nem vitaminas nem minerais. Os suplementos sao sujeitos as
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exigéncias nacionais de cada pais, ndo revelando muita coeréncia entre paises uma
vez que para algumas plantas essas exigéncias sao muito diferentes, como no caso da
planta Ginkgo biloba que pode ser vendida como suplemento alimentar no Reino
Unido e nos Paises Baixos, como um medicamento sem prescri¢do na Alemanha e
Franca e como um medicamento de prescricdo na Irlanda. Esta disparidade resulta na
necessidade da continua avaliagdo da legalidade dos produtos em cada pais da Europa
(Gulati et al., 2006).

E importante realcar que os suplementos alimentares nio necessitam da aprovagao
da Food and Drug Administration (FDA) para serem colocados no mercado. O
fabricante ¢ responsavel pela autenticidade das alegacdes indicadas na embalagem,
devendo ter evidéncias que estas sdo veridicas e também por controlar a qualidade e a
seguranca dos seus suplementos. Caso ocorra algum problema de seguranga a FDA
actua no sentido de comprovar que o produto ¢ perigoso (De Smet, 2002).

Em Portugal, existe comercializada uma grande variedade de produtos a base de
plantas, fabricados no pais ou importados designados dietéticos, que ndo sao
abrangidos pela legislagao aplicavel aos medicamentos a base de plantas através da
intervencdo da Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude
(INFARMED), nao estando, portanto, garantida a sua qualidade, seguranca e eficacia
terapéutica apesar de continuarem a possuir reacgdes adversas ou interac¢des com
medicamentos (Santos et al., 2008).

Caso um operador econdomico pretenda introduzir um novo suplemento no nosso
mercado (ou alterar um j& existente) ou ainda importar suplementos alimentares,
devera dirigir-se a Direc¢do de Servicos de Normalizagdo e Seguranga Alimentar do
Gabinete de Planeamento e Politicas do Ministério da Agricultura. O Decreto—Lei no
296/2007, de 22 de Agosto, designou este Gabinete como organismo competente para
o envio dos rétulos de suplementos, antes da sua entrada no mercado, estando
atribuida 4 Autoridade de Seguranca Alimentar ¢ Econdmica (ASAE) - a missdo de
fiscalizagdo, avaliacdo e comunica¢do dos riscos na cadeia alimentar (Santos et al.,

2008).
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1.2 — Controlo de qualidade

A qualidade de produtos fitofarmacéuticos € determinada através da identidade,
pureza, conteudo, outras propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas e também pelo
processo de fabrico. O tipo de preparacdo, propriedades sensoriais, constantes fisicas,
mistura, conteudo de cinzas, residuos de solventes e adulteracdes devem ser
verificadas para provar a indentidade e a pureza do material da planta. Contaminagdes
microbiologicas e material estranho tal como metais pesados, residuos de pesticidas,
aflatoxinas ¢ radioactividade também devem ser verificados (tabela 1.1)
(Bandaranayake, 2006).

Ao considerar os produtos de origem vegetal com finalidade terapéutica, verifica-
se a importancia de especificacdes adequadas de qualidade microbioldgica, da mesma
forma que ocorre para os demais medicamentos ndo estéreis. Pois, factores como
poluicdo na 4gua de irrigagdo, atmosfera, solo, condi¢des de colheita, manipulacdo,
secagem € armazenamento sdo importantes a serem considerados no controlo de
produtos naturais, por permitirem altos niveis de contaminagdo microbiana e por
vezes patogénica (Bugno et al., 2005). O ambiente e a qualidade das matérias-primas
usadas durante a formulacdo dos produtos também influenciam a qualidade
microbiana (Okunlola et al., 2007). O alerta para a qualidade microbiologica de
produtos medicinais ficou notavel em 1966 quando foi reportado mais de 200 casos de
contaminagdo de Salmonela por consumo de comprimidos para a tirdide
contaminados. Outros casos se sucederam, a FDA também registou durante os anos
passados, alguns casos de contaminacdo de Salmonela em suplementos dietéticos,
como visto, a contaminagdo microbiana ndo ¢ um acontecimento raro (Foote et al.,
2002).

Os limites da contaminagdo microbiana para produtos medicinais derivados de
plantas sdo: bactérias totais aerobias 10°cfu/g, leveduras e fungos 10°cfu/g,
Enterobacteria e outros organismos Gram negativo 10°cfu/g e E. coli e Salmonela
devem estar ausentes. A presenga de contaminantes microbianos pode reduzir ou até
inactivar a actividade terapéutica do produto (Okunlola et al., 2007).

Num estudo efectuado no Brasil na cidade de Sao Paulo que avaliou 91 amostras
de farmacos de origem vegetal, compostos por 65 espécies vegetais distintas

evidenciaram que 92,3% das amostras analisadas estavam em desacordo com um ou
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mais parametros microbiologicos especificados na Farmacopeia Americana. Os
microrganismos detectados em plantas com maior frequéncia pertencem aos géneros
Aspergillus e Penicillium (Bugno et al., 2005).

Considerando o risco real de aquisicdo e utilizagdo de produtos naturais de ma
qualidade, ¢ necessario garantir a qualidade e a seguranca, através do controlo e
fiscalizacao rigorosa, com a adopg¢ao de fortes medidas regulamentadoras e educativas
(Bugno et al., 2005) de modo a que os fabricantes assegurem o nivel mais baixo
possivel de microrganismos presentes na matéria-prima e mantenham a qualidade
apropriada, a seguranca e a eficacia dos seus produtos (Okunlola et al., 2007).

M¢étodos analiticos tais como analises espectrofotométricas, cromatografia de
camada fina, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa
(GC) podem ser utilizados com vista a determinar a composi¢do das preparacdes
herboreas (Bandaranayake, 2006). Sendo assim o farmacéutico e o fitoquimico tém
um papel importante na produgdo, controlo de qualidade, regulamentagdo e
fiscalizagdo para garantir que os produtos no mercado sejam seguros € contenham
uma rotulagem adequada e conforme com o contetido (Santos et al., 2008).

Idealmente, os suplementos derivados de plantas deveriam ser controlados para
assegurar que nao contém qualquer adulterante ou contaminante (tabela 1.1) e a
informagdo do produto devia incluir dados basicos sobre o fabricante, a composi¢do, o
armazenamento do produto e o seu uso correcto e seguro. Contudo, a padronizagdo de
remédios herboreos pode ser dificil, uma vez que eles sdo misturas complexas e os
constituintes responsaveis pelos efeitos alegados sao frequentemente desconhecidos.
Assim, neste tipo de produtos existem muitas variagdes na sua composicdo, entre
fabricantes e lotes, bem como discrepancias entre a informagao contida no rétulo e o
verdadeiro conteido (De Smet, 2002). Todas estas variagdes de qualidade e
quantidade no produto final dependem de diferentes factores tais como: o material de
partida, o local geografico de crescimento que influencia a composi¢do da planta, o
cultivo com ou sem pesticidas e processos de manuseamento tais como recolha,

lavagem, secagem, conservacao, etc. (Loew et al., 2002).
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Tabela 1.1: Tipos de adulterantes e contaminantes encontrados em suplementos alimentares (De Smet, 2002).

TYPE OF ADULTERANT

oR CONTAMINANT ExaAMPLES
Botanicals Aristolochia, digitalis, colchicum, rauwalfia, plants
containing belladonna or pyrrolizidine alkaloidst
Microorganisms Seaplod ococens anvens, Eschericlia coli {certain strains),
salmonella, shigella, Prendomonas aermmnoss
Microbial toxins Aflatoxins, bacterial endotoxins
Pesticides Chlorinated pesticides, onganic phosphate s, carbamate

insecticides and herbicides, dithiocarbamate fungi-
cide, miazin herbicides

Fumigation agents  Ethylene oxide, methyl bromide, phosphine

Toxic metals Lead, cadmium, mercury, arsecnic

Dirugs Analgesic and antinflammatory drugs (.., amino-
phenazone, phenylbutazone, indomethacin), corti-
costeroids, benzodiazepines; warfarin, fenfluramine,
sildenafils

1.3 — Eficacia e seguranca

Os efeitos relativos dos farmacos sdo com frequéncia medidos em termos de
poténcia que consiste na dose necessaria para produzir um efeito de intensidade
especifico comparando com uma referéncia padrdo. Este efeito ¢ comparativo,
depende tanto da afinidade como da eficidcia de um farmaco e ¢ avaliado antes da
aprovacdo dos medicamentos, nomeadamente em ensaios pré-clinicos e clinicos que
ndo sdo exigidos no caso dos suplementos alimentares. O mesmo se passa em relacao
a seguranca e toxicidade.

S6 uma pequena fracdo dos milhares de produtos alimentares derivados de
plantas medicinais usados em todo o mundo ¢ aleatoriamente escolhida e submetida a
provas de controlo. Os testes ndo sdo obrigatérios e a maioria dos produtores
argumenta que seria dificil recuperar o alto custo de pesquisa, uma vez que os
produtos derivados de plantas sao mais dificeis de patentear do que os novos farmacos
sintetizados (De Smet, 2002). Sendo assim, a abundancia de produtos disponiveis e a
falta de controlo limitam o estudo da eficicia e até mesmo a seguranca dos
suplementos, que ¢ avaliada rectrospectivamente e com base na medicina tradicional,
por exemplo.

De acordo com (Calapai, 2008), a seguranca de produtos medicinais herbéreos
devera ser avaliada com base na literatura cientifica existente (dados de estudos
clinicos, relatorios de caso, estudos pré-clinicos) e através destes critérios de
seguranca e eficdcia no futuro iremos ter duas espécies de produtos medicinais

herboreos:
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(1) produtos medicinais derivados de plantas com um nivel reconhecido de
seguranca ¢ eficacia;

(i1) produtos medicinais derivados de plantas de uso tradicional que ndo tém
um nivel de eficacia reconhecido.

O objectivo fundamental da nova legislagdo ¢ a harmonizacao das regulagdes
do mercado e do controlo de qualidade da medicina herborea que contribuird para o
uso mais seguro de substancias derivadas das plantas em toda a Comunidade Europeia

(Calapai, 2008).

1.4 — Suplementos naturais versus farmacos sintéticos

Os produtos derivados de plantas sdao muito diferentes dos farmacos sintéticos
bem definidos, por exemplo, a disponibilidade e qualidade das matérias-primas ¢
frequentemente  problemadtica; os principios activos sdo frequentemente
desconhecidos; e a standardizagdo, avaliacao da estabilidade e controlo de qualidade
sao faziveis mas nem sempre executados. Em comparagdo com a medicina moderna, a
medicina herborea tém um menor custo, ¢ usada com maior frequéncia em
tratamentos de doencas cronicas e a ocorréncia de efeitos secundarios parece ser
menos frequente.

Uma das caracteristicas basicas dos produtos fitoterapéuticos ¢ o facto de nao
possuirem uma forte e imediata ac¢do farmacoldgica e por essa razao nao sao usados
para tratamentos de emergéncia, contudo, cerca de 80% da populagdo mundial (4
bilides) que vive nos paises em desenvolvimento usa a medicina herborea como
primeiro recurso para cuidados com a saude (Bandaranayake, 2006).

Em alguns casos, os produtos usados tradicionalmente, dao origem a
medicamentos reconhecidos. Aspirina, atrofina, morfina e quinina sdo alguns
exemplos dos farmacos que foram descobertos através do estudo de curas tradicionais

e do conhecimento de povos indigenas.
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O crescente interesse pelos produtos derivados de plantas deve-se aos seguintes

factores:

- eficacia das plantas medicinais;

- a preferéncia dos consumidores por terapias naturais alternativas uma vez que
acreditam que os produtos derivados de plantas sdo superiores aos produtos
sintetizados;

- a insastisfagdo com os resultados dos farmacos sintéticos e a f¢ de que a
medicina herbdrea pode ser eficaz em tratamentos onde a terapia convencional
nao ¢ adequada;

- 0 elevado custo e os efeitos secundarios dos farmacos modernos;

- o aumento da qualidade, eficicia e seguranga da medicina herbdérea com o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia;

- a crenga dos pacientes que os seus médicos ndo identificaram propriamente o
problema e considerarem que os remédios herboreos sdo outra opgao;

- ¢ a possibilidade de auto-medicagdo (Bandaranayake, 2006).

1.5 — Bioequivaléncia

Devido 4 insuficiente defini¢do dos ingredientes activos nos produtos
derivados de plantas os estudos de equivaléncia terapéutica e farmacocinética tornam-
se dificeis. A variacdo da qualidade e composi¢do de produtos medicinais derivados
de plantas também contribui para esse problema (Loew et al., 2002). Além disso, a
auséncia de regulamentacao e controlo, leva a que nao seja necessario demonstrar as
propriedades do produto nem seguir métodos de producdao padronizados. Por
exemplo, as formulagdes dos produtos, nomeadamente em termos de excipientes, sao
decididos pelo produtor sem que seja necessario demonstrar o perfil de libertacdo dos
componentes activos.

Por estas razodes, ¢ expectavel que, na gama de produtos disponiveis no
mercado, derivados de uma mesma planta, se encontrem caracteristicas

significativamente diferentes.
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1.6 — Efeitos secundarios e interaccoes

Os produtos derivados de plantas possuem riscos para a saude através dos
efeitos secundarios ou interac¢des com farmacos ou outros suplementos. O risco
aumenta em pacientes especificos ou em circunstancias especiais (p. ex., durante o
periodo perioperatorio). Os efeitos embriotoxicos, fetotoxicos e carcinogénicos

permanecem ainda desconhecidos em muitos destes produtos (De Smet, 2002).

A cada produto esta associada uma razado de risco-beneficio, que pode alterar-
se por interac¢do com um farmaco ou suplemento alimentar afectando assim, a sua
seguranca ¢ efeito terapéutico. O risco de interacgdo aumenta com o numero de
produtos consumidos simultaneamente, ou seja para dois produtos o risco ¢ de 6%,
para cinco produtos o risco ¢ de 50 % e para oito ou mais produtos o risco ¢ de 100%

(Kuhn, 2002).

A OMS recebeu cerca de 16 mil notificagdes de efeitos adversos entre 1968 e
1997 e cerca de cinco mil nos tltimos 15 anos do século passado. S6 no ano de 2001,
chegaram a FDA 500 registos de situagdes anormais. Entre os efeitos secundarios
mais registados estdo as hepatites, as doencas cardio-vasculares, as alteragdes do

sistema nervoso e os problemas renais e cutaneos (Barata, 2008).

Os mecanismos de interac¢do de planta-farmaco sdo os mesmos observados

nas interac¢des farmaco-farmaco (Ebadi (a), 2007) e podem ser divididos em dois

grupos:

- Interaccdes farmacodinamicas: um farmaco altera (aumento ou reducdo) a resposta

terapéutica esperada do outro farmaco, devido a interacgdes especificas no receptor
alvo, contudo a farmacocinética ndo se altera.

- Interaccdes farmacocinéticas: ocorre uma mudanca de um dos quatro processos

farmacocinéticos do sistema ADME (figura 1.2): absor¢do, distribui¢cao, metabolismo
e excrecdo. Este tipo de interaccdo ¢ devido a alteracdo de um ou mais parametros
cinéticos, tais como transporte ou metabolismo e ¢ detectdvel por alteracdo da
concentragdo maxima no sangue, quantidade de farmaco excretada na urina, area

abaixo da curva tempo-concentracao, etc. (Byrne, 2003).
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Figura 1.2: Processos farmacocinéticos, sistema ADME (http://quimicafarmaceutica.zip.net/images/Banco_de_dados.JPG).

Do ponto de vista farmacocinético, os suplementos alimentares podem ter
efeitos profundos na absor¢do, metabolismo, distribuicdo e eliminagdo do farmaco
através da inibicdo metabdlica ou da inducdo de enzimas e transportadores
especificos. Um numero significativo de plantas e suplementos tém sido identificados
como potenciais inibidores das estereases e do sistema enzimadtico citocromo P450
(concentrado no figado e na mucosa intestinal mas também encontrada nos rins, pele,
pulmdes e outros tecidos), que corresponde a familia de enzimas mais importante da
fase I do metabolismo, responsavel pela biotransformagdo de aminas, esteroides,
colesterol e da maioria dos farmacos de prescricao (levando ao aumento da sua
polaridade para facilitar o processo de eliminagdo). Muitos destes produtos sao
também capazes de afectar as func¢des dos transportadores das membranas celulares

(Mucksavage et al., 2008).

Na fase II do metabolismo, ocorre conjugacido dos metabolitos da fase I com
moléculas que os tornam ainda mais soluveis em agua facilitando ainda mais a sua

eliminagdo (figura 1.3).
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Figura 1.3: Esquema representativo do metabolismo de um farmaco

(http://www.medscape.com/pi/editorial/clinupdates/2000/301/art-cm.drug.fig3.gif).
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No caso dos suplementos alimentares este tipo de reac¢des enzimaticas sao
frequentemente desconhecidas e quanto menos se sabe acerca destas reacgdes maior ¢

o risco de ocorrerem interac¢des resultantes da co-administracdo suplemento-farmaco

(Cott, 2003).

1.7 — Consumo de suplementos alimentares

A OMS estima que cerca de 80% da populagdo mundial recorre as praticas
médicas tradicionais como forma de abordagem primaria dos seus problemas de saude
(Lusa, 2008).

No nosso pais, tém-se efectuado alguns estudos sobre este tema, num
questionario realizado de Novembro de 2005 a Janeiro de 2006 e efectuado a 1.247
individuos com idade igual ou superior a dezoito anos, residentes em Portugal
continental e com caracteristicas de consumo essencialmente urbanas concluiu-se
haver elevado conhecimento de suplementos alimentares (99% j4 tinham ouvido falar
destes géneros alimenticios) e elevado consumo, para os quais contribuem os pontos
de venda especializados, nomeadamente as farmdcias e as lojas de produtos naturais.
O seu uso assenta em motivos de prevengdo ¢ motivos de saude e/ou clinicos. A
imagem deste tipo de produtos ¢ positiva o que favorece a intengdo de recompra. A
utilizacdo de suplementos alimentares verifica-se principalmente junto da populacio
feminina de faixas etarias mais jovens (Felicio, 2006). Apurou-se nesse mesmo
questionario que cerca de 81% dos entrevistados utilizam ou ja utilizaram
suplementos alimentares, sobressaindo a categoria das vitaminas como a mais referida
(figura 1.4), no entanto a categoria dos vegetais/chas/plantas apresentou um maior

grau de satisfacdo (figura 1.5) (Felicio, 2006).
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Figura 1.4: Utilizagdo das categorias de suplementos alimentares (Felicio, 2006).
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Figura 1.5: Satisfagdo relativamente as categorias de suplementos alimentares (Felicio, 2006).

Num outro estudo mais recente, através de um questiondrio andénimo,
confidencial e voluntario realizado a 367 individuos de Lisboa e Vale do Tejo no
periodo de 10 a 20 de Maio de 2008 verificou-se que 48,8% consomem medicamentos
e/ou suplementos a base de plantas. Destes 48,8%, cerca de 26% consomem
medicamentos a base de plantas medicinais e 20% afirmaram consumir suplementos
alimentares a base de plantas; 2,8% ja sentiram uma reac¢do adversa, 93,9% nunca
sentiram qualquer reac¢do adversa e 3,4% ndo sabe ou ndo se lembra e em relacdo a
diferenga entre medicamentos a base de plantas e suplementos alimentares a base de
plantas, 67,6% afirmaram conhecer a diferenca e 32,4% nao conhecem a diferenca.
Para a maioria dos consumidores (25,7%), o consumo destes produtos tém por
objectivo obter um efeito calmante, sendo preferidos em relagdo aos outros, por serem

de origem natural (Santos et al., 2008).
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2 — Opuntia ficus indica

Para este trabalho escolheu-se uma planta com propriedades farmacologicas
reconhecidas, o cacto Opuntia ficus indica que ¢ referido possuir constituintes anti-

oxidantes e anti-inflamatdrios na forma de fenolicos, esterdis e glicoproteinas.

Sinénimos: Opuntia, Prickly Pear (Péra Espinhosa), Nopal, Tuna Blanca, Nochtli,

Penca, Tabaibeira, Figueira-da-india, Tuna e Figueira Tuna.

2.1 - Origem

Esta planta ¢ originaria dos solos das altas montanhas vulcanicas do México
(Centro e Sul). Opuntia ficus indica segundo (Griftith, 2004), foi conhecida no inicio
do século XVI e este acredita que esta espécie acompanhou Colombo no seu primeiro
regresso a Lisboa em 1493. Actualmente ¢ economicamente tdo importante como o
milho e a tequilha. Como a planta origina hibridos facilmente, ¢ dificil determinar a
altura do seu aparecimento, mas ¢ sabido que o consumo humano remota pelo menos
a 9 mil anos. A popularidade do fruto aumentou desde 1990 até hoje, devido ao
aumento do fluxo de imigrantes mexicanos. As dreas com cultivo significante incluem
0 México, a Sicilia, as costas do Sul da Italia, a Argélia, o Egipto, a Arabia Saudita, o

Chile, o Brasil, a Africa do norte ¢ a Etiopia (Griffith, 2004).

2.2 - Caracteristicas

Tabela 1.2: Classificagdo cientifica da planta Opuntia ficus indica (Griffith, 2004).

Classificacio cientifica

Reino: Plantae

E uma espécie de cacto, suculento, ramificado, de

Subreino Tracheobionta

porte arbustivo, com altura entre 1,5-3 m, ramos [Sroavisao | Spermatopmy

clorofilados achatados, de coloragdao verde-acinzentada, Divisdo: | Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

mais compridos (30-60 cm) do que largos (6-15 cm), — —
ubclasse aryophllidae

variando de muito espinhosos até desprovidos de espinhos. Orderm: Carvophyllales
As flores sdo vistosas e de cor amarelo ou laranja brilhantes. Familia: Cactaceae
. - . , Género: Opuntia
A classificagdo cientifica desta planta encontra-se na tabela
Subgénero: Opuntia
1.2. Espécie: O. ficus-indica
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Os seus frutos sao amarelo-avermelhados, suculentos e com aproximadamente
8 cm de comprimento. A sua reproducdo, faz-se por semente ou vegetativamente. Esta
planta é cultivada principalmente para colheita do fruto que ¢ designado de figo da
india, mas também pelos Nopales que sdo os troncos da planta com a forma de
almofadas (figura 1.6) (Griffith, 2004). O cultivo do cacto necessita s que este seja
plantado e deixado a crescer sozinho, sem fertilizantes e sem regas. Depois de um ano
ou dois, os frutos estdo prontos para serem colhidos (Janick et al., 2008).

Os frutos s@o comidos sem a pele exterior, depois de estarem no frigorifico
durante algumas horas, t€m um gosto semelhante a uma melancia extremamente doce
e suculenta. O interior do fruto contém muitas sementes muito pequenas que sao
normalmente engolidas, mas que devem ser evitadas por pessoas que tenham

problemas gastrointestinais por serem dificeis de digerir (Griffith, 2004).

Figura 1.6: Planta Opuntia ficus Indica (http://luirig.altervista.org/photos-ni/opuntia-ficus-indica.htm).

Os Nopales (tronco dos cactos) sdo muito ricos em fibra dietética insoluvel
mas especialmente na soluvel. Também apresentam quantidades elevadas de
vitaminas (especialmente vitamina A, vitamina C e vitamina K, mas também contém
riboflavina e vitamina B6) e minerais (especialmente magnésio, potassio € manganés,
mas também ferro e cobre). Os Nopales tém um alto conteudo de calcio, mas este nao
esta biologicamente disponivel porque estd presente na forma de oxalato de calcio,
que ¢ pouco soluvel e ¢ dificil de ser absorvido pela parede intestinal (Mcconn et al.,
2004). Na zona Mediterranea esta planta tem sido considerada uma espécie infestante
devido a sua capacidade de se propagar rapidamente para além das zonas onde foi
originalmente cultivada. A flor dos frutos pode apresentar trés cores distintas: branca,

amarela e vermelha, surgindo no inicio de Maio e os frutos estdo maduros de Agosto a

Outubro (Griffith, 2004).
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2.3 - Composic¢ao

O Nopal ¢ uma planta muito rica em agua, fibras, carbohidratos, minerais e
outros compostos de baixo peso molecular, tais como vitaminas, carotendides,
compostos fendlicos, aminoacidos (alguns essenciais ao homem), lipidos, entre outros
(Liu, 2004). Desses compostos o0s mais interessantes sdo os fitonutrientes
antioxidantes e anti-inflamatorios que se encontram na forma de polifenois
(nomeadamente flavondides), esterois e glicoproteinas. Os antioxidantes encontrados
nas plantas com maior frequéncia sdo especialmente os flavonodides e outros
compostos fenolicos, sendo também os mais activos, a bioactividade dos compostos
fenodlicos pode estar relacionada com a sua capacidade de quelar metais, inibir as
lipoxigenases e eliminar os radicais livres (Ebadi (b), 2007). Estes compostos
possuem: actividade antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatoria e podem reduzir a
aterosclerose e tumores através da irradicacdo de radicais livres, que se ndo forem
eliminados podem causar danos celulares e provocar consequentemente diabetes,
cancro, doengas de coragdo, artrites e outras desordens (Stintzing et al., 2005;
Ramadan et al., 2003)

Neste trabalho identificou-se flavondides com propriedades muito
importantes, a rutina, também conhecida como vitamina P, possui forte actividade de
resgate de radicais livres (capacidade antioxidante elevada), inibigdo de agregacao de
plaquetas sanguineas, actividade anti-inflamatoria, anticancerigena e inibe a proteina
de baixa densidade (LDL) responsavel pelo transporte de colesterol e triglicéridos do
figado para os tecidos periféricos (Yang et al., 2008; Yusuke et al., 2000). Contudo,
todos os estudos associados a rutina, apenas foram avaliados in vitro. A quercetina ¢
dos flavonoides mais abundantes, possuindo actividade antiproliferativa, anti-
inflamatoria, anti-alérgica e antimicrobiana, que esta associado 4 sua forte capacidade
antioxidante. Em estudos realizados por (Yang et al., 2008) relatam que a quercetina
possui uma capacidade antioxidante maior que a da rutina, também estd associada a
diminui¢do de risco de certas doencas respiratorias como a asma e a bronquite € como
muitos outros flavondides também previne a oxidagdo da LDL (Yusuke et al., 2000).
Como visto para os outros flavondides mencionados anteriormente, o canferol

também ¢ conhecido por possuir uma forte actividade antioxidante, prevencao de
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aterosclerose por inibicdo da LDL e da agregacdo de plaquetas sanguineas e inibi¢ao

da formacao de cancro (Yusuke et al., 2000).

2.3.1 - Fibra

O Nopal possui um perfil unico com um alto contetido de fibras soluveis
(pectina e mucilagem) e insoluveis (celulose, hemicelulose e linhina) (figura 1.7). O
polissacarideo insoluvel tem actividade hipoglicémica porque afecta a absor¢do
intestinal da glucose, enquanto a pectina juntamente com os esterois encontrados no
Nopal parece inibir a absor¢do de gorduras dos alimentos, o que pode ajudar a reduzir
o colesterol do tipo LDL e os niveis de triglicerideos no sangue. Estudos efectuados
em animais revelaram que a pectina pode também alterar o metabolismo do colesterol
no figado (Gutierrez, 1998; Ayadi et al., 2009).

E alegado que, depois do consumo excessivo de alcool, a mucilagem de
polissacarideos de Nopal acalma o tracto gastrointestinal, elimina o efeito de boca
seca e alivia as nduseas ou dores de cabec¢a devido & re-hidratagdo, enquanto a fibra
dietéctica absorve as toxinas e acelera a limpeza da corrente sanguinea (Ramulu et al.,
2003; Spiller, 1994).

A fibra também ¢ responsavel por ajudar a prevenir a obstipagdo, aliviar
sintomas de hemorroidas, reduzir o risco de cancro do colon ¢ os niveis de colesterol

no sangue e ¢ util como um meio para controlar o peso corporal (Ebadi (c), 2007).
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Figura 1.7: Esquema dos tipos de fibra presentes no Nopal.
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2.3.2 — Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo o grupo de compostos mais abundantes nas
plantas, sdo conhecidos por serem responsaveis pela cor e sabor das plantas. Sdo
compostos biologicamente activos, possuem poder antioxidante, propriedades
antibacterianas, anti-inflamatorias e anti-alergénicas e estdo associados a redugdo do
risco de doengas cardiovasculares, cancerigenas e outras doengas degenerativas. Estes
compostos caracterizam-se por possuirem um fenol ligado a um anel aromatico e por
vezes varios grupos -OH (figura 1.8) que sao facilmente oxidados (Galati et al., 2003,
Liu, 2004).

Os flavondides sdo o grupo mais importante dos compostos fenolicos,
possuem baixa massa molecular e sdo encontrados em diversas plantas, frutas,
vegetais, bem como alimentos processados como cha e vinho. E-lhes atribuido um
vasto leque de efeitos biologicos nomeadamente ac¢ao anti-inflamatoria, anti-alérgica

e anti-cancerigena devido as suas propriedades antioxidantes (Tian et al., 2009).

Figura 1.8: Estrutura bésica dos flavonéides (Liu, 2004).

Constituem mais de 5 mil compostos € podem ser agrupados em flavonas (ex.:
luteolina), flavonois (ex.: quercetina), flavanonas (ex.: naringina), isoflavonas e
antocianinas. Os flavonois sd3o um grupo abundante e ocorrem geralmente
esterificados com glicosideos e/ou glucurénideos. Normalmente, o glicosideo
encontra-se na posi¢do 3, podendo também surgir na posi¢do 7 (figura 1.8). A glicose
¢ o glicosideo mais comum, mas também ocorre a rutinose, galactose, arabinose ou a
xilose. Por exemplo, a rutina (quercetina-3-o -rutinose) também conhecida por
vitamina P, ¢ um dos flavonoides mais bioactivos como referido anteriormente e €

descrita como um factor activador para a vitamina C (Ghica, 2005; Bloor, 2001).
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2.3.3 — Fitoesterois

Os fitoesterdis, também conhecidos como esterdis das plantas, sdo uma
importante classe de moléculas organicas, que pertence ao grupo de alcoois esterois.
Sao substancias encontradas apenas nos vegetais € ndo sdo produzidas pelo corpo
humano. Sao similares a estrutura quimica do colesterol, desempenhando fungdes
semelhantes nos tecidos animais. Por essa razdo, os fitoester6is bloqueiam a absor¢do
de colesterol, competindo com ele e retirando-o da célula. Os principais fitoesterois
encontrados nas plantas sdo o beta-sitosterol, campesterol e stigmasterol estando a sua
formula representada na figura 1.9 evidenciando as vérias diferencas através de
circunferéncias de vérias cores. O grupo hidroxilo no carbono 3 do anel A ¢ polar e o
resto da cadeia alifatica ¢ ndo polar (figura 1.9) (Hovenkamp et al., 2008; Patel et al.,
2006).

Figura 1.9: Estrutura quimica dos esterois (Hovenkamp et al., 2008 adaptado).

Estes compostos ocorrem naturalmente nas plantas, tém um odor
caracteristico, sdo insoliveis em agua e soluveis em alcool. Tém aplicagdes na

medicina, cosmética e em aditivos alimentares (Patel et al., 2006).
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2.4 — Aplicacoes e beneficios alegados para a saude

Industrialmente, o Nopal ¢ utilizado como um espessante para utilizagdo na
industria de preparacdo de cosméticos, alimentos e suplementos alimentares. Em
algumas partes do mundo o Nopal seco também ¢ utilizado como ragdo para animais
(Stintzing et al., 2005). Em varios locais da Europa, mesmo em Portugal, o fruto ¢é
usado para fazer licor.

Em geral, o Nopal ¢ referido como capaz de inibir a produg¢do de mediadores
inflamatorios o que reduz a inflamacdo, ser util no tratamento de diarreia e outras
doengas associadas com a infec¢do bacteriana. Externamente, aplicado na pele em
forma de pomada, ¢ usado para sarar doengas reumaticas, sintomas asmaticos, feridas,
borbulhas, queimaduras, hemorrdidas, mordidas de insecto e escalddes e a sua polpa

também ¢ usada em shampoo (Fragoso, 2008).

Vérios sdo os beneficios alegados para o organismo humano, nomeadamente:

1. Reducio, para niveis normais, do alto nivel de acucar no sangue: estudos clinicos

revelaram que o Nopal tem um efeito hipoglicémico em pacientes diabéticos devido &
pectina (fibra soltivel), que contribui muito para a inibi¢do da absor¢do de glicose
(Ennouri et al., 2006; Gonzalez et al., 1995; Fragoso et al., 2008). Contudo autores
defendem que o mecanismo de ac¢do das plantas hipoglicémicas ainda nao ¢ certo,
uma vez que as plantas podem aumentar a quantidade de insulina lancada no sangue
ou podem aumentar a utilizacdo periférica da glicose. O lancamento da insulina esta
estreitamente ligado com o nivel de glicose e a hipoglicemia resulta num baixo nivel

de insulina (Ebadi (d), 2007).

2. E altamente nutritivo porque possui 18 aminodcidos (alguns essenciais), vitaminas

A (B-caroteno), E (tocoferol), C (acido ascorbico e dihidroascorbico) e vitaminas B
que atuam como antioxidantes, baixam o teor de colesterol, protegem contra a
ateroesclerose e impedem as células de se tornarem malignas. Possui diversos
minerais (potéssio, calcio, magnésio, ferro, manganés, zinco e cobre) que t€m como
papel facilitar muitos tipos de metabolismo que sdo necessarios ao funcionamento de

todos os sistemas do organismo (Stintzing et al., 2005; Kaliora et al., 2006).
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3. Melhoramento da digestdo uma vez que a fibra insoluvel absorve a agua e

juntamente com a solivel arrasta suavemente os alimentos no aparelho digestivo
contribuindo para movimentos intestinais regulares, além disso protege a mucosa
intestinal dos sucos gastrointestinais, do consumo de comida muito condimentada,
alcool, aspirina e outros produtos farmacéuticos. Ensaios clinicos demonstraram que o
Nopal contribui para a cura de ulceras gastricas e reduz significativamente a
inflamacdo gastrointestinal (Saenz et al., 2004).

Os flavonoides também sao responsaveis pelo efeito protector gastrointestinal
e varios mecanismos tém sido propostos tais como: aumento do conteudo de
prostaglandina, diminui¢do da secre¢do de histamina e inibicdo do crescimento da

bacteria Helicobacter pylori (Ebadi (e), 2007).

4. Reducdo do risco de doenca cardiovascular por diferentes mecanismos:

- As fibras comportam-se como resinas que se ligam aos acidos biliares, causando
remo¢dao de 4cidos biliares nos intestinos. Em resposta o figado converte mais
colesterol LDL em 4cidos biliares diminuindo assim o nivel de colesterol no sangue

(figura 1.10) (Staprans. et al., 2005).
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Figura 1.10: Mecanismo representativo da conversao do colesterol em acidos biliares

(http://z.about.com/f/p/440/graphics/images/en/19277 jpg).

- A vitamina B3 (niacina) converte o colesterol LDL em colesterol HDL (proteina de

alta densidade) (Ganji et al., 2003).
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- Os aminoacidos e a fibra, em conjunto com a vitamina C e a vitamina ([-caroteno)
ajudam a remover e a prevenir a formacao de placas de ateromas formadas por lipidos
e tecido fibroso, que se formam na parede dos vasos sanguineos originando

aterosclerose (Enouri et al., 2005; Wang, 1999; Kaliora et al., 2006) (figura 1.11).
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reguiates LDL storage and (LD acsumulation)
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Figura 1.11: Lipoproteinas de baixa (LDL) e alta densidade (HDL) (http://z.hubpages.com/u/276475_f496.jpg).

5. Fortalece o Sistema Urinario através do efeito diurético e anti-inflamatorio

(Stintzing et al., 2005; Galati et al., 2002).

6. Ajuda a perder peso através do contetido de fibras soltuveis, incluindo pectinas,

gomas e mucilagens que aumentam a viscosidade da comida no tracto intestinal e
reduzem a velocidade de absor¢do de agucar (Fragoso et al., 2008). Sendo assim o

corpo vai utilizar as reservas energéticas contribuindo para a perda de peso.

2.5 — Interaccoes e efeitos secundarios

O Nopal quando misturado com agua ou outros fluidos incha muito mais que o
seu tamanho normal e forma um gel pegajoso e escorregadio, que pode causar uma
obstrucdo ou bloqueio potencialmente perigoso no estdmago ou intestinos. Para evitar
este risco, recomenda-se que as doses orais de Nopal sejam tomadas com pelo menos
8 copos de agua. Quando tomado oralmente e em conjunto, o Nopal pode bloquear a
absor¢ao de farmacos, nutrientes dos alimentos e outros suplementos, devido &
presenga das fibras soluveis, por esse motivo ndo se deve comer refeicdes ou tomar

farmacos num espaco de 2 horas (Bush et al., 2007).
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Os efeitos secundarios atribuidos ao Nopal sdo: inchago, diarreia, dores de
cabeca, dores abdominais, nduseas e dermatite (Fragoso et al., 2008; Shane-

McWhorter, 2001).

Teoricamente, uma vez que ainda ndo foi documentado, o Nopal pode causar
hipoglicemia (teor de aguicar no sangue demasiado baixo) em pacientes que estejam a
ser tratados com agentes hipoglicémicos bem como aumentar a diurese em pacientes

que estejam a ser tratados com agentes diuréticos.

A co-administragdo com “‘chlorpropamide” levou ao aumento de glucose no
sangue e niveis de insulina. Aumento de hipoglicemia com segregadores ¢ ainda

suspeito nao havendo estudos reportados (Shane-McWhorter, 2001).

3 - Objectivo de trabalho

Tendo em conta a auséncia de controlo e de especificagdes para os
suplementos alimentares, ¢ espectavel que se encontrem diferencas significativas
entre produtos da mesma planta mas comercializados por diferentes produtores.

Este trabalho teve como objectivo comparar diferentes amostras de
suplementos alimentares derivados da mesma planta (Opuntia ficus indica) 4 venda no
mercado, relaciona-las com as alegagdes descritas nas embalagens e caracterizar os
extractos das amostras com base na composicao descrita na literatura para a planta em
estudo.

Focou-se fundamentalmente o teor de fenolicos, o perfil cromatografico de
flavonoides, o teor de fibra e o conteudo relativo em fitoesterois. Determinou-se ainda
a capacidade antioxidante dos extractos com origem nos diferentes produtos. Todos os
produtos foram comparados por comprimido e em termos das doses didrias

estabelecidas pelo produtor.
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CAPITULO 2:
MATERIAIS E METODOS
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1 — Escolha das amostras (suplementos alimentares)

Escolheu-se quatro suplementos alimentares 4 venda no mercado derivados da
planta Opuntia ficus indica, que, como referido anteriormente, possui propriedades
farmacoldgicas reconhecidas, nomeadamente constituintes antioxidantes e anti-
inflamatérios na forma de compostos fendlicos, esterdis e glicoproteinas. A escolha
desta planta prendeu-se com o facto de ser espontanea no Alentejo e com potencial de

aproveitamento.

Amostras (ver caracteristicas no anexo 1-A):

- Nopal Cactus Full Spectrum (N.C.); Planetary Herbals; Soquel; Califérnia (E.U.A)
- Diapal, Bioceutica; Newbury; UK
- Nopaldia, Farmodietéctica, Cacém; Portugal

- Nopasvelt, dietactiv; Laboratérios Carrare; Franga

2 — Preparacao dos extractos das amostras

Preparou-se os extractos por dois métodos como indicado na Farmacopeia
Americana (561 Articles of Botanical Origin). O primeiro método consistiu numa
extraccdo a quente com agua em refluxo e o segundo numa extrac¢do a frio com
etanol. Os extractos aquosos foram também hidrolisados com solugdo de acido

hidrocloridrico (HCI).

2.1 - Extracc¢ao a quente com H,O

Para cada amostra:

- Esmagou-se 3 comprimidos num almofariz.

- Colocou-se 1,5 g de comprimido em pd num erlenmeyer de 50 ml e adiciou-se 30 ml
de 4gua destilada.

- Tapou-se o erlenmeyer com parafilm.

- Agitou-se 2 a 3 minutos no ultra sons (Bransonic 1200, U.S.A.) e deixou-se em

repouso durante 1 hora.
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- Colocou-se a amostra num baldo de fundo redondo e ferveu-se a amostra em banho
de 4gua, em refluxo durante aproximadamente 1 hora. Foi usada a montagem
representada na figura 2.12 constituida por uma coluna de refrigeragdo e uma placa de

aquecimento (Heidolph MR 2002, Alemanha).

Figura 2.12: Montagem de refluxo usada na extracgao.

- Centrifugou-se (VWR Galaxy 14 D, Bélgica) durante 8 minutos a 13000 r.p.m..
- Filtrou-se o sobrenadante por filtro 0,45 um PVDF (Whatman, U.S.A.). Armazenou-

se no frigorifico para posterior analise.

2.2 - Hidrolise

- A partir de 3 ml da amostra extraida em 2.1 adicionou-se 1 ml de HCI (Riedel-de
Haén, Germany, 37%) e 4 ml de Metanol (LAB-SCAN, Poland, 99,9%).

- Agitou-se e procedeu-se a reac¢do de hidrélise na montagem da figura 2.12 a uma
temperatura de 60°C durante 1 hora e sob refluxo.

- De seguida retirou-se a amostra e centrifugou-se durante 10 minutos a 13000 r.p.m..
- Retirou-se o sobrenadante e filtrou-se usando um filtro 0,45 um PVDF (Whatman,

U.S.A.). Armazenou-se no frigorifico a 4°C para posterior analise.

2.3 - Extrac¢ao a frio com etanol

Para cada amostra:
- Esmagou-se 3 comprimidos com a ajuda de um almofariz.
- Pesou-se rigorosamente aproximadamente 1,5 g de comprimido em pd para um

erlenmeyer de 50 ml e adiciou-se 30 ml de etanol (Panreac, Espanha, 99,5%).
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- Tapou-se o erlenmeyer com parafilm e agitou-se no aparelho ultra-sons durante

aproximadamente 2 horas (figura 2.13).

Figura 2.13: Agitagdo das amostras no aparelho ultra-sons.

- Deixou-se as amostras em repouso durante aproximadamente 23 horas (figura 2.14).
- Filtrou-se a amostra por gravidade usando um filtro de papel de diametro 70 mm
(Machery-Nagel MN713; Germany).

- Evaporou-se o filtrado com uma corrente de azoto comprimido.

- Adicionou-se ao residuo, 3 ml de etanol e 3 ml de agua.

- Voltou-se a filtrar através de um filtro 0,45 um PVDF e armazenou-se no frigorifico

a 4°C para posterior analise.

Figura 2.14: Extractos etanolicos em repouso.

3 — Determinacao dos perfis e teor relativo de compostos

fenolicos, flavondides glicosilados e nao glicosilados

Para este fim utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta resolucao
com detec¢do por vector de diodos (HPLC-DAD), o equipamento consiste
fundamentalmente em quatro partes distintas, sendo elas: o amostrador (autosampler),

a bomba, a coluna (contendo a fase estacionaria) e o detector (figura 2.15).
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Figura 2.15: Esquema de funcionamento do HPLC

(http://www.waters.com/webassets/cms/category/media/other_images/primer_e_lcsystem.jpg).

O solvente (fase movel) ¢ bombeado através da fase estacionaria com pressao.
Os componentes da amostra injectada na coluna sdo separados com base nas
interac¢des que terdo com a fase estacionaria. Depois da separagdo, estes passam pelo
detector que envia um sinal para o sistema de aquisi¢do de dados que desenhard o

cromatograma.

3.1 Perfis cromatofraficos

Optou-se pelo método optimizado por (Bravo et al., 2006) e utilizando o
mesmo equipamento Surveyor (Thermo Finnigan—Surveyor, San Jose, CA, USA).
As andlises foram realizadas a 35°C com uma coluna LiChrospher C18 (Merck) e com
dimensdes Sum, 250mmx*4mm i.d.. Injectou-se 20 pL de amostra e utilizou-se uma
taxa de fluxo de 700 puL/ min. A fase moével foi constituida por uma mistura de dois
eluentes: A (4cido fosforico a 0.1%) e B (acido fosforico-acetonitrilo-agua 5:400:595

v/v/v) e com o seguinte gradiente de mistura (figura 2.16):
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Figura 2.16: Gradiente de mistura dos dois eluentes da fase movel (método longo de HPLC).

3.2 Determinacio do teor relativo de compostos fenolicos por HPLC

Com base no método descrito na Farmacopeia Europeia (monographs
01/2005:1828), as analises em HPLC para avaliagao do teor de compostos fenolicos
totais e identificacdo de alguns compostos, foram executadas num sistema (Merck
Hitachi DAD, L-2455, LaChrom Elite) e controlado através do software EZ Chrom
Elite. Foi usada uma coluna (Phenomenex/ Gemini-NX, U.S.A.) de fase reversa C18,
com um tamanho de particula de 5 pm e de poro 110 A, estavel a pH entre 1 ¢ 12 ¢
com dimensoes de 150 mm x 4,6 mm.

Usou-se um gradiente de solventes sendo a fase mével A uma solugdo de acido
fosforico a 0,3 g/l com pH=2,6 ¢ a fase mdével B metanol (Lab-SCAN, Poland,
99,9%).

O aparelho operou com um fluxo de 0,7 ml/ min., com volume de injeccdo de
10 puL, com o detector de vector de diodos ajustado para aquisicao de dados entre 200
a 400 nm e durante 30 minutos para cada andlise. O gradiente de elui¢do de fases esta

descrito na figura 2.17.
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Figura 2.17: Programa do gradiente de elui¢cdo do método curto de HPLC-DAD.

Determinou-se:

A - Area total do cromatograma obtido a 280 nm, que se correlaciona com o teor de

compostos fenolicos totais.

B — Area dos picos detectados a 370 nm na zona do cromatograma compreendida
entre a quercetina (tr= 25 min) e a isorhamnetina (tr= 26,5 min), que se correlaciona

com o teor de flavonodides ndo glicosilados

C — Area dos picos detectados a 370 nm e eluidos antes da quercetina (tr=~ 25 min) que

se correlaciona com o teor de flavonoides glicosilados.
Para identificacdo da rutina (tr= 19,85 min), quercetina (tr= 25 min) e canferol (tr=
25,85 min.) com base nas areas e tempos de retengao dos picos detectados a 370 nm,

usou-se as solucdes a seguir descritas:

Solucdo de quercetina (Sigma Aldrich, Germany, 95%) com a concentracdo de 204

ppm em metanol.

Solugdo de isorhamnetina (Sigma, Extrasynthese, >99%) com a concentragdo de 160

ppm em metanol.

44



Solu¢do de rutina (Sigma, Extrasynthese) com a concentragdo de 1000 ppm em

etanol.

Solu¢do de canferol (Sigma, Extrasyntese) com a concentragdo de 1200 ppm em

etanol.

3.3 - Determinac¢ao do teor de compostos fenodlicos totais pelo

método de Folin-Ciocalteu

O teor de compostos fenolicos foi determinado utilizando uma versdo
modificada do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por (Singleton et al.,
1965). Este método baseia-se na capacidade dos compostos fendlicos presentes na
amostra reduzirem o reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) em condigdes bésicas,
durante 30 min a 40 °C. O RFC ¢ uma solugdo de ides complexos poliméricos
formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse
reagente oxida os fenolatos, reduzindo os 4cidos a um complexo azul (Halliwell,

2004).
Procedimento experimental:

- Em tubos de Falcon de 15 ml, um para cada amostra, colocou-se 1580 pL de dgua
destilada.

- Adicionou-se de seguida 20 pL de amostra a analisar. No caso dos ensaios em
branco, adicionou-se 20 puL do solvente da amostra.

- Adicionou-se 100 pL de RFC (Merck, Germany) e agitou-se bem no aparelho
vortex.

- Aguardou-se entre 30 segundos a 8§ minutos.

- Adicionou-se 300 pL da solugdo saturada de carbonato de sddio (ver anexo 2-A) e
agitou-se as solugdes no vortex.

- Colocou-se os baldes numa estufa (Binder, Germany) a 40 °C durante 30 minutos.
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- Mediu-se a absorvancia de cada amostra no espectrofotdémetro (Termo Spectronic,
Model Genesys 10 UV, U.S.A) a 765 nm contra o branco, utilizando cuvetes
descartaveis.

- Determinou-se a concentracdo em fendlicos através da equacdo determinada a partir
da recta de calibracdo realizada (anexo 2-B). Para a recta de calibragdo utilizou-se
solucdes aquosas de acido galico com as seguintes concentracgdes: 12,5; 25; 50; 100;
200; 400; 500; 750 e 1000 mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por litro de extracto analisado

(Serra et al., 2008; Tarozzi et al.).

4 — Avaliacao da actividade antioxidante

A avaliagdo da capacidade antioxidante dos extractos foi efectuada por trés

métodos distintos como a seguir se descreve.

4.1 — Capacidade de resgate do radical peroxilo (ORAC)

O método de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mede a
capacidade antioxidante de resgate do radical peroxilo produzido pelo cloreto de a, o
— azodiisobutiramidina 2,2-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) a 37 °C. Recorrendo a
um fluordfero que se oxida na presenca do AAPH (figura 2.18) e acompanhando a
cinética da reac¢do mede-se a reducdo da fluorescéncia da solugdo e monitoriza-se a

capacidade protectora dos antioxidantes testados (Ou et al., 2001).

AH
AAPH
ROO" + AH —» ROOH + A

ROO + FLH

'
ROOH + FL-

A"+ ROO - ROOA

Figura 2.18: Esquema de reacgdes elementares ocorridas no ensaio de ORAC. O AAPH, por termodegradacéo, produz os
radicais peroxilo que reagem com a Fluoresceina (FLH). Na presenca de um antioxidante, AH, este resgata o radical, dando

origem a compostos ndo reactivos, ROOH e ROOA (Matias, 2008).
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Optou-se por calcular a actividade antioxidante através do método optimizado
e descrito (Ou et al., 2001; Huang et al., 2002), em que se calcula a actividade
antioxidante a partir da perda de fluorescéncia da fluoresceina (fluor6fero utilizado)
ao longo de 30 minutos relativamente a um antioxidante padrdo - Trolox (analogo
hidrofilico da vitamina E) através do fluorimetro (FL x 800, Biotek Instruments,
U.S.A.). O resultado final ¢ expresso em termos de capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (uM CAET).

Procedimento experimental:

Preparou-se as seguintes solugdes:

Solugdo de AAPH.:
- Dissolveu-se 0,414 g de AAPH (Fluka, Germany, 98%) em 10 ml de solu¢do salina

de fosfato (PBS) (anexo 4-C). Esta solugao de AAPH foi sempre preparada no dia de

ensaio ¢ armazenada no frio (em gelo ou a 4°C).

Solucdo de Fluoresceina (FL):

- Preparou-se uma solucao stock de Fluoresceina dissodica (TCI Europe, Bélgica) a
4x10~ mM, (1:20000) em PBS (75 mM e pH=7.4) e armazenou-se a 5°C.
- No dia do ensaio, diluiu-se a solugdo stock de 1:1000 em PBS (75mM e pH=7,4).

Ao longo do ensaio esta solucao permaneceu num banho a 37°C.

Solucdo de Trolox:

- Preparou-se solugdes de Trolox (Sigma, Germany) em PBS (75mM, pH=7,4) com as
seguintes concentragdes (5, 10, 20, 40 e 50) (uM) para tragar a recta de calibragdo
(anexo 2-C).
Numa placa de 96 pogos adicionou-se as seguintes quantidades das solucdes descritas
anteriormente:

FL — 150 pL

PBS (corresponde ao branco) ou amostra — 25 pL.

AAPH - 25 uL

Analisou-se a fluorescéncia no fluorimetro com o c.d.o. de emissdao = 538 nm e de

excitacdo = 490 nm e procedeu-se a recolha dos dados através do software Gene5
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(Biotek). O resultado final ¢ expresso em termos de capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (CAET).

4.2 — Capacidade de resgate do radical hidroxilo (HORAC)

O ensaio HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity) ¢ um método directo
baseado na oxida¢do da fluoresceina por radicais hidroxilos pela via classica de
transferéncia do 4&tomo de hidrogénio (figura 2.19). Os radicais livres sdo gerados pelo
peroxido de hidrogénio que provocam a fluorescéncia da fluoresceina ao longo do
tempo e os antioxidantes presentes nas amostras bloqueiam a oxidagdo da
fluoresceina. A 4rea abaixo da curva de decadéncia da fluorescéncia ¢ usada para
quantificar a actividade antioxidante total do grupo hidroxilo numa amostra em

comparac¢ao com a curva padrao (&cido cafeico).

HaDz + M)

1
HO- _ R-H

’Y\-‘_ Hz O

O3 :
o Rook

S ROO — - RH

Figura 2.19: Esquema da reac¢io do peroxido de hidrogénio (H,O,) em presenca de ides metélicos (M). A reacgdo gera o radical
hidroxilo HO". Este radical ¢ bastante reactivo e ao reagir com espécies antioxidantes (R-H) capta um hidrogénio originando uma
espécie com um electrdo desemparelhado (R™). Por sua vez esta espécie reage com o O, molecular formando o radical peroxilo

ROO" (Matias, 2008).

O método utilizado foi desenvolvido de acordo com trabalhos prévios (Ou et
al., 2002), utilizando como fluorofero a fluoresceina, que na sua forma oxidada se
torna incolor. Tal como no método ORAC, ¢ possivel acompanhar a cinética da
reaccdo medindo a redugdo da fluorescéncia da solu¢ao e dessa forma, quantificar a
capacidade protectora dos antioxidantes testados.

Por optimizagdo do método (Matias, 2008), seleccionou-se, o acido cafeico
como composto fendlico padrao, pelo que, em cada ensaio, € necessario efectuar uma
recta de calibracao com solugdes deste composto. Os resultados finais de HORAC sao

calculados através da regressdo linear entre os valores de concentragdo de &cido
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cafeico e a area abaixo da curva de decaimento da fluoresceina, sendo expressos em

equivalentes de acido cafeico (CAEAC).

Procedimento experimental:

Preparou-se as seguintes solugdes:

Solucdo de peroxido de hidrogénio (H,O» ) (Sigma, Germany, 30%):
-1,1 M em PBS a 75 mM (anexo 4-C).

Solucdo de fluoreto de cobalto (CoF») e 4cido picolinico:

- Dissolveu-se 15,7 mg de fluoreto de cobalto (II) tetra-hidratado (CoF;) (Sigma,
U.S.A., 99,99%) e 20 mg de acido picolinico (Sigma, Germany, 99%) em 10 mL de

agua destilada (para facilitar a dissolugdo, levou-se ao ultra-sons).

Solucdo de acido cafeico:

- Preparou-se solugdes de acido cafeico (Sigma, Germany, 99%) em PBS nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 600 uM para posteriormente tragar a recta de

calibragdo (anexo 2-D).

Numa placa de 96 pogos transparente, adicionou-se as seguintes quantidades das

solugdes descritas anteriormente:

FL - 180 puL

PBS, 4cido cafeico ou amostra — 10 pL

- Incubou-se a placa a 37°C dentro do fluorimetro durante 10 min.

- Adicionou-se 5 pL de H,O; a cada um dos pogos

- Adicionou-se 5 pL de CoF, a cada um dos pocos (através do injector do
fluorimetro).

- Colocou-se a placa no fluorimetro ¢ mediu-se a fluorecéncia, procedendo-se a
analise dos dados através do software Gene5 e usando os mesmos c.d.o. referidos no

ensio ORAC.
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4.3 — Ensaios de bioactividade dos extractos (determinacio da

capacidade antioxidante intracelular)

Antes de proceder a avaliagdo da capacidade antioxidante intracelular,
verificou-se a toxicidade de cada extracto em células Caco-2, de modo a estabelecer
as concentragdes de extracto a aplicar.

A andlise da viabilidade celular realizou-se por meio de um indicador
bioquimico de toxicidade, a reducao do MTT (Sigma, U.S.A.) e aplicou-se o método
colorimétrico optimizado e descrito por (Frade et al., 2007), utilizando as células de
adenocarcinoma do cdlon Caco-2. O modelo celular de avaliacdo da citotoxicidade
Caco-2 ¢ bastante utilizado pois a camada de células diferenciadas e cultivadas in
vitro mimetiza o epitélio intestinal (Pinto et al., 1983, Feliciano et al., 2009).

O principio do método baseia-se em pré-incubar as células com diferentes
dilui¢des dos extractos em simultineo com diacetato de diclorofluoresceina (DCF-
DA), a DCF-DA permeia a membrana celular permanecendo no interior das células
(por accao de esterases) na sua forma mais polar (DCF), os antioxidantes adicionados
podem permanecer ligados @ membrana celular ou por difusdo membranar passar para
o interior da célula, de seguida, as células sdo tratadas com um dos dois indutores de
stress: o perdxido de ter-# butil hidroxido (--BHP) ou o perdxido de hidrogénio
(H203), que se decompde em espécies reactivas de oxigénio (ROS), nomeadamente os
radicais ROO® e OHe respectivamente que se difundem para o meio intracelular, estas
espécies reactivas podem entdo ser resgatadas ainda no exterior da célula pelos
compostos antioxidantes ligados as membranas celulares ou no interior das células

antes que estas espécies oxidem a DCF (figura 2.20) (Yokomizo et al., 2006).

Figura 2.20: Mecanismo do método proposto para a quantificagdo da capacidade antioxidante intracelular (Wolfe et al., 2007).
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4.3.1 — Avaliacao da toxicidade celular

- Inoculou-se as células (1-2x10* células/pogo) (método de contagem de células no
anexo 4-B) em placas de 96 pogos de modo a crescerem até atingirem o seu estado
confluente (3-4 dias), mudando-se o meio de dois em dois dias.

- Atingido o seu estado de confluéncia, removeu-se o meio com cuidado para nao
afectar a camada celular e adicionaram-se solugdes dos extractos em estudo
(previamente esterilizadas através de filtros 0,2 um de celulose (VWR, U.S.A)))
diluidos em meio RPMI 1640 fresco com 0,5% de soro bovino fetal (FBS) e L-
glutamina (Invitrogen) de forma a obter diferentes concentragdes de compostos
fendlicos. Efectuaram-se triplicados para cada concentracdo e varios controlos, neste
ultimo caso sé se adicionou o meio ndo estando as células expostas a accdo dos
extractos. No caso dos extractos hidrolisados, devido ao pH ser bastante baixo,
adicionou-se cerca de 2 ml de solugdo saturada de Na,COj; por cada 4 ml de extracto
de maneira a tornar o pH = 7, evaporou-se a secura ¢ diluiu-se em 2 ml de agua
destilada. Também se efectuaram ensaios em branco para este caso. Efectuou-se
ensaios com um tempo de contacto entre os extractos € as células de 4 e 24 horas.

- Retirou-se o meio e adicionou-se 100 pL do reagente colorimétrico MTT com uma
concentragdo de 0,5 g/L em cada poco e voltou-se a incubar durante um periodo de
aproximadamente 4 horas. Neste passo o “tetrazolium” presente na solu¢do de MTT,
de cor amarelada, ¢ reduzido ao produto “formazan” (figura 2.21), de cor purpura,
através da enzima reductase mitocondrial que sO esta activa em células viaveis. Sendo
assim, a quantidade de produto “formazan” é proporcional ao niimero de células

viaveis (Gentile et al., 2004).

N Reduction Ry —N
R, - R M
R R
! \// > Hf Y
N=N N=N
r
R R
Tetrazolium Formazan

Figura 2.21: Redugdo do “tetrazolium” a “formazan”. Os varios R’s sdo os varios grupos organicos que definem os sais

“tetrazolium” possuindo assim caracteristicas quimicas tnicas (http://en.wikipedia.org/wiki/Formazan).
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- Depois do tempo de incubagdo, adicionou-se 150 pL. de DMSO (Dimetilsulfoxido
LAB-SCAN, Ireland, 99,5%) em cada poco para parar a reac¢do e para dissolver os
cristais de “formazan” formados.

- Agitaram-se as placas num agitador de placas durante 2 minutos.

- Leu-se a absorvancia no espectofotometro (Molecular Device Spectramax 340
Microplate) a dois comprimentos de onda: 570 nm que corresponde ao comprimento
de onda maximo do produto “formazan” (cor purpura) (figura 2.22) e 690 nm que

corresponde a absorvancia da placa.

Figura 2.22: Espectofotometro lendo placa do ensaio MTT (http://www.greatlifeintl.com/images/invitromachine.jpg).

- Calculou-se a percentagem de viabilidade celular através da equagdo 2.1:

Viabilidade celular (%) = M¢édia da absorvancia da amostra x 100 Equacio 2.1

Média da absorvancia do controlo

Sendo, a média da absorvancia (amostra ou controlo) igual a absorvancia a 570 nm
(absorvancia do “formazan” mais a placa) menos a absorvancia a 690 nm

(absorvancia da placa).

4.3.2 — Avaliagdo da capacidade antioxidante intracelular
- Comegou-se por inocular em placas de 96 pocos 1x10* células/poco em meio RPMI

1640 + 10% de FBS e L-glutamina.

- Incubou-se as placas a 37 °C numa atmosfera com 5% de CO,.
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- Depois de atingirem a confluéncia, preparou-se varias diluigdes dos extractos com
meio fresco, adicionaram-se as células e incubou-se durante 24 horas.

- Removeu-se o meio, lavou-se as células com PBS (2 vezes) e adicionou-se DCF-DA
(Fluka, Germany, 95%) diluido em PBS com uma concentragdo de 0,1 mM.

- Incubou-se as células durante 30 minutos.

- Removeu-se o meio, lavou-se as células com PBS e adicionou-se o indutor de stress,
peroxido de tert-butil (t-BPH) a 2 mM (Sigma, Germany) ou peroxido de hidrogénio
(H,0;) a 28 mM (Sigma, Germany, 30%).

- Fez-se imediatamente a leitura da placa com o fluorimetro (Biotek Instruments, FL x
800, U.S.A.) (Fo).

- Incubou-se novamente as placas durante 45 minutos.

- Fez-se nova leitura da placa (F4s min.).

A quantificacdo das ROS foi obtida através da medicao da fluorescéncia ( A
emissio = 938 M € A excitagio = 490 nm) ao tempo zero (Fo) e apos 45 minutos de indugdo

de stress oxidativo (F4s min.) e calculou-se através da equacao 2.2:
Fre = (F45-Fo) / Fo Equacio 2.2

Os resultados sdo expressos em termos de % de ROS relativamente ao
controlo (células sujeitas ao indutor de stress oxidativo mas sem a accdo dos

extractos) e ¢ calculado através da equacao 2.3:

% de ROS = (F,,; amostra / F; controlo) x 100 Equacio 2.3

5 - Determinacao do teor em fibra

As fibras alimentares ndo fornecem nutrientes para o organismo mas sao um
elemento essencial na dieta. Elas ajudam a prevenir doengas graves e a perder peso.
Dietas com quantidades suficientes de fibras regularizam o funcionamento do
intestino e evitam obstipagdo e outros problemas associados, contudo o consumo
exagerado de fibras pode dificultar a absorcao de alguns minerais (Ramulu et al.,

2003).
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Para a determinacgdo da percentagem de fibras nas amostras, optou-se por um
método descrito na Farmacopeia Americana (561 Articles of Botanical Origin, 2003)
que tem como principio base, a fibra corresponder 4 perda do residuo durante a
queima da amostra a elevadas temperaturas e apos ter sido sujeita a uma digestdo
sequéncial acida e basica em condi¢des especificas. Os compostos retirados sdo
predominantemente proteinas, agucares, amido, lipidos e por¢des de carboidratos
estruturais como a linhina. Esses residuos (contendo celulose, hemicelulose, linhina,
cinza e tanino) sao substancias indigeriveis, muitas vezes designadas de carbohidratos
estruturais e sao caracterizados por baixo ou nenhum valor nutritivo (Ramulu et al.,

2003).

Procedimento experimental:

- Moeu-se os comprimidos de cada amostra com a ajuda de um almofariz.

- Tomou-se cerca de 2 g de cada amostra e extraiu-se com 200 ml de éter dimetilico
(Sigma-Aldrich, France, 99,5%) usando o aparelho de Soxhlet durante
aproximadamente 1 hora e conforme ilustra a montagem da figura 2.23. Esta etapa

teve como objectivo extrair as gorduras presentes na amostra.

Figura 2.23: Montagem usada no ensaio da fibra.

- Adicionou-se 4 amostra, livre de solvente, 200 ml de solugdo de acido sulfurico a
1,27% a ferver.
- Voltou-se a ferver essa mistura durante 30 minutos sob refluxo na mesma

montagem.

54



- Filtrou-se a mistura através de um filtro resistente ao acido (Hardened Ashless
Whatman 541, England) com 9 cm de diametro.

- Lavou-se o residuo com agua destilada a ferver até o efluente “lavado” ndo ter acido
(pH=7).

- Deixou-se secar o residuo e de seguida voltou-se a colocar o residuo no baldao de
fundo redondo com 200 ml de solu¢do de hidréxido de sodio (Panreac, Espanha, 98%)
a 0,313N a ferver.

- Ferveu-se novamente essa mistura na mesma montagem durante 30 minutos.

- Filtrou-se através de um filtro pesado anteriormente.

- Lavou-se o residuo com agua a ferver até a ultima lavagem apresentar pH=7.

- Secou-se na estufa (WTB Binder, Germany) a 85°C até peso constante.

- Incinerou-se na mufla (Heraeus Instruments; Germany), o residuo seco dentro de um
cadinho pesado anteriormente durante aproximadamente 5 horas e 4 temperatura de
500°C.

-Refrescou-se o cadinho com as cinzas no excicador e pesou-se.

- Calculou-se o peso de fibra através da equacdo 2.4:

Peso da fibra = peso obtido depois de seco a 85°C - peso das cinzas Equacio 2.4
! !
subtrair peso do filtro subtrair peso do cadinho

6 - Identificacdo e quantificacao dos fitoesterois

Tendo em conta, os reagentes e os aparelhos disponiveis, optou-se por criar
um método com base em varias publicagdes e com analise por cromatografia gasosa
(GC).

A técnica de GC ¢ um método simples, sensivel, muito eficaz para separar
componentes de misturas, sendo uma das ferramentas mais importantes em quimica,
também ¢ util na analise de contaminantes do ar, alcool no sangue, dleos essenciais ¢
produtos alimenticios. Para este ensaio optou-se por uma modificagdo do método
(Verleyen et al.; 2001), no qual o sistema de injec¢ao da amostra foi “on-colunm”, em
que a amostra liquida ¢ injectada na sua totalidade, sem aquecimento, directamente na
coluna com uma seringa, deixa-se entdo que o solvente se evapore para produzir a

concentracdo dos componentes da amostra. O fluxo de gas passa pela coluna através
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da qual os componentes da amostra se deslocam a velocidades diferentes, dependendo
do seu grau de interac¢do com a coluna, componentes com maior interaccdo sao
retidos por mais tempo e & medida que vao eluindo da coluna, sdo quantificados por
um detector de ionizagdo de chama (FID ou DIC) (figura 2.24). Este detector consiste
numa chama de hidrogénio (H,) e ar, que mede a corrente eléctrica gerada por

electrdes das particulas da amostra (Barwick, 1999).

Sample
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Figura 2.24: Mecanismo de funcionamento de aparelho de GC (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gas_chromatograph.png).

O método para determinagdo dos fitoesterois consiste na extrac¢ao prévia dos
lipidos contidos nas amostras, seleccdo do material insaponificavel, derivatizagdo e

andlise por GC, como a seguir se descreve.

Procedimento experimental:

1 - Extrac¢do dos lipidos totais (Ramadan et al., 2003):

- Pesou-se cerca de 2 g de amostra.

- Adicionou-se 100 pL de solucao do padrao interno da extracgdo, colesterol (Sigma,
U.S.A., 95%) a 3mg/ml diluido em etanol (Panreac, Espanha, 98%).

- Adicionou-se 30 mL de uma mistura de cloroféormio (Lab-SCAN, Poland, 99,5%) e
metanol (Lab-SCAN, Poland, 99,9%) com a propor¢dao de 2:1 (v/v) e sonicou-se
durante 1 hora a 35°C.

- Filtrou-se para um balao de fundo redondo pesado anteriormente.

- Evaporou-se o filtrado a secura com um banho a 40°C e sob uma ligeira corrente de
nitrogénio.

- Pesou-se o residuo.
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2 — Saponifica¢do (Toivo et al., 2001):

- Adicionou-se 5 ml de uma solu¢do de hidroxido de potassio (KOH) (Panreac,
Espanha, 85%) a 6% (m/v) diluido em etanol (Panreac, Espanha, 98%).

- Colocou-se a mistura sob refluxo durante 60 minutos (montagem da figura 2.23).

- Com uma ampola de decantagdo separou-se a fase saponificavel da insaponificavel
com ciclohexano (Riedel-de Haén, Germany, 99,5%) + agua destilada (20 mL + 12
mL) (figura 2.25).

- Evaporou-se a secura a fase insaponificavel na qual estdo contidos os esterdis com

um banho a 40°C e sob uma ligeira corrente de nitrogénio.

Figura 2.25: Extrac¢do da fase insaponifivavel com ampola de decantag@o.

3 - Derivatizagdo das amostras (Verleyen e tal., 2001):

- Ressuspendeu-se o residuo em 200 pL de cloroférmio e agitou-se no vortex.

- Preparou-se a mistura de padrdes adicionando 50 pL de cada solucdo dos seguintes
padrdes diluidos em cloroférmio: brassicasterol (1111 ppm, Sigma-Aldrich),
stigmasterol (1089 ppm, Sigma-Aldrich), colesterol (3075 ppm, Sigma-Aldrich),
campesterol (1250 ppm, Sigma-Aldrich) e beta-sitosterol (1000 ppm, Sigma-Aldrich).
- Colocou-se as amostras e a mistura de padrdoes em tubos de digestor, adicionou-se a
cada tubo: 100 pL de N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamide (BSTFA) contendo
1% de trimethylchlotosilane (TMCS) (Fluka, Sui¢a) que actua como agente
derivatizante e 50 pL de piridina (Sigma, U.S.A., 99%) que actua como catalisador da
reaccao.

- Levou-se os tubos ao digestor (AccuBlock, Labnet International) a temperatura de

70°C durante 60 minutos para completa sililagao.
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4 - Adicdo do padrao interno e diluicoes:

- Depois de retirar os tubos do digestor adicionou-se a cada tubo 5 pL de solug¢do de
padrio interno HDS (heptadecanyl stearate) com wuma concentracdo de
aproximadamente 20 mg/ml de cloroférmio de modo a determinar os factores de
resposta dos compostos de interesse em relacdo a este padrao conforme reportado por
(Verleyen et al., 2001).

- Diluiu-se as varias amostras e a mistura de padrdes com cloroférmio até perfazer o
volume de 1 ml.

- Agitou-se os tubos, transferiu-se os conteudos para vials de GC e procedeu-se &

analise.

5 - Anélise cromatografica:

Para analise dos fitoesterdis utilizou-se o equipamento de GC (Chrompack CP
9001 GAS Chromatography) e trabalhou-se com uma coluna (figura 2.26) Zebron
ZB-5MS (Phenomenex, U.S.A.) com 15 m de comprimento, 0,25 pm de espessura de
filme e 0,25 mm de didmetro interno. Utilizou-se como gas de transporte o hélio &
pressdo de 150 kPa, um detector FID, injec¢cdo on-column & temperatura de 60°C e

volume de amostra 1pL.

Figura 2.26: Representagdo da coluna utilizada no ensaio dos fitoesterdis

(http://www.phenomenex.com/products/brands/viewzb.aspx?id=8003).

Utilizou-se durante a andlise o programa de temperaturas apresentado na figura 2.27.
O equipamento foi controlado e os resultados analisados através do programa Borwin

Chromatography Software.
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Figura 2.27: Esquema representativo do programa de temperaturas utilizado no ensaio dos fitoesterois (Verleyen, 2001).
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CAPITULO 3:
RESULTADOS E DISCUSSAO

60



Os comprimidos das amostras analisadas possuiam diferentes massas como
mencionado na tabela 3.3. Como se pode verificar, a massa de cada comprimido nao
estd relacionada com o conteido em planta nem este com a toma didria recomendada
pelo fabricante e as diferentes amostras possuem diferentes excipientes como indicado
na tabela do anexo 1-A.

Os resultados apresentados para os diversos testes (excepto em testes celulares
e na determinagao dos perfis de compostos fenodlicos) correspondem ao peso médio de
cada comprimido de amostra (tabela 3.3). Foram testados extractos aquosos,
etanolicos e hidrolisados dos extractos aquosos, para simular varios ambientes que
ocorrem durante a digestdo. Os extractos aquosos devem permitir concentrar
preferencialmente os compostos mais polares, nomeademente acidos e compostos
fenolicos glicosilados; os extractos etandlicos permitem concentrar compostos mais
lipofilicos, nomeadamente agliconas de flavonoides. Com a hidrélise quimica
pretendeu-se simular o metabolismo pela microflora intestinal que leva a

desglicosilagao.

Tabela 3.3: Caracteristicas de cada amostra.

toma teor de Nopal
massa do
Amostra recomendada declarado por
comprimido (g)
(comprimidos) comprimido
Nopal cactus 1,42 1-2 1 grama (folha)
. Extracto seco
Diapal 0,50 6 .
equivalente a 500 mg
. Extracto equivalente a
Nopaldia 0,50 6
500 mg
Nopasvelt 0,65 6 500 mg em po

1 — Perfis cromatograficos

Para a determinacdo dos perfis usou-se o método mais longo descrito em 3.1
da sec¢ao dos materiais € métodos, uma vez que este método estd optimizado para
melhor separagao dos picos de modo a facilitar a sua identificacdo. Com este método,
os compostos mais hidrofobicos, nomeadamente os flavondides ndo glicosilados
eluem a comprimentos de onda acima dos 70 minutos enquanto os flavondides
glicosilados eluem em geral a tempos de retencdo compreendidos entre os 50 e os 70
minutos. A menores tempos de retencao eluem os acidos fenolicos e outros compostos

fendlicos que ndo sao flavonodides.
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1.1 - Compostos fenolicos totais

Para avaliacdo comparativa do contetido em compostos fendlicos utilizou-se a
absor¢ao ao comprimento de onda 280 nm, por este ser adequado para detectar uma

grande quantidade deste tipo de compostos (Bravo et al., 2006).
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Figura 3.28: Perfis de absor¢do a 280 nm com o método mais longo para a extracgdo a quente com agua (rosa) e extrac¢ao a frio
com etanol (preto/azul).

Na maior parte dos cromatogramas (figura 3.28) os picos maiores
(principalmente a partir dos 45 min em diante) sdo detectados nos extractos etandlicos
demonstrando que estes extractos estdo mais concentrados em relagdo aos restantes.
Tendo em conta a escala dos cromatogramas verifica-se que a amostra Nopasvelt ¢ a
mais rica neste tipo de compostos comparadamente com as restantes, seguindo-se pela
amostra N.C., Nopaldia e por ultimo o Diapal.

Os extractos aquosos demonstraram, como seria de esperar, uma maior
concentragdo de compostos mais polares (a tempos de retencdo menores),

nomeadamente o pico com o tempo de retengdo 15,4 minutos que por comparacao dos
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tempos de retengdo e de espectros de absor¢do muito provavelmente correspondera ao

composto S-hidroximetilfurfural (5-HMF) (figura 3.28).
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Figura 3.29: Perfis das amostras (extrac¢do em agua e hidrolisadas) no HPLC (280 nm) com o método mais longo.

Em relacdo aos extractos aquosos hidrolisados (figura 3.29) verificou-se o

aparecimento de novos picos, nomeadamente ao

tempo de retencdo de

aproximadamente 22 minutos que por comparacdo dos tempos de retengdo podera

corresponder ao tirosol ou ao acido p-hidroxibenzoico, verificando-se também o

aumento de um pico com tempo de retencdo de 14,5 minutos que também por

comparag¢do dos tempos de retencdo e espectros de absor¢ao podera corresponder ao

acido galhico (I.S.= 98,98%) ou ao 5-HMF (1.S.=99,67%) (figura 3.30).

63



2000

Eiooo

-0

mALl

Figura 3.30: Comparagdo dos espectros de absor¢ao do extracto etanolico N.C. com o 5-HMF (a esquerda) e o acido galhico (a
direita) e correspondentes indices de semelhanga.

1.2 — Flavonoides glicosilados e nao glicosilados

Muitos dos flavonodides encontram-se na natureza sobre a forma de
glicosideos, o que promove uma melhor absor¢do intestinal e uma maior
biodisponibilidade destes compostos. No entanto o glicosideo apresenta menor
reactividade na neutralizagdo de radicais que o flavondide correspondente, bem como
uma maior hidrossolubilidade (Martinez-Flores et al., 2002).

Segundo (Oganesyan et al., 1972), os flavondides t€ém uma absor¢cao maxima
entre 350 e 370 nm, dai ter sido escolhido o comprimento de onda de 360 nm para

avaliar o perfil dos flavonoéides (figura 3.31).
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Figura 3.31: Perfis das amostras (extrac¢do em agua e etanol) no HPLC (360 nm) com o método mais longo.

Através do cromatograma (figura 3.31), verifica-se que das amostras em

estudo representadas, estas possuem uma grande variedade de flavonoides, sendo a

amostra Nopasvelt (preto e rosa) a mais rica, contudo, olhando para a zona dos

flavonodides ndo glicosilados (agliconas) a amostra Nopal Cactus (azul escuro) ¢ a

mais rica.

Por comparagdo entre o tempo de retengao e os espectros de absorcdo dos

compostos padrdo ¢ provavel que o pico com um tempo de retengdo 71 minutos

corresponda a quercetina (I.S.= 99,48%), aos 74,5 minutos a luteolina (I.S.= 97,99%),

aos 82 minutos o canferol (I.S.= 99,15%) e aos 85 minutos a isorhamnetina (I.S.=

80,07%) (figura 3.32).
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Figura 3.32: Perfil a 360 nm do extracto etanolico (azul) e aquoso (verde) da amostra N.C. com possiveis

indentifica¢des de alguns flavondides.

2- Determinacao do teor de compostos fenolicos

A determinacao do teor de compostos fendlicos por HPLC foi efectuada
usando um método cromatografico mais curto (30 min) do que o usado na
determinagdo dos perfis cromatograficos (100 min) uma vez que, neste caso, apenas
se pretendia determinar a area total dos cromatogramas e como tal, a resolug¢do entre
os picos era menos relevante. A utilizacdo de um método curto facilita a analise de
replicados. A absor¢do a 280 nm, caracteristica dos compostos contendo aneis
benzénicos, ¢ habitualmente usada como indicativa do teor total de compostos
fenolicos. Neste trabalho esta avaliagdo foi apenas relativa na medida em que ndo se
correlacionaram as areas totais com compostos padrao. Ja o teor de flavondides foi
obtido a partir dos cromatogramas a 370 nm por correlacio com a area do pico de
quercetina em solugdes padrdo a varias concentragdes para os flavondides ndo
glicosilados e por correlagdo com a area do pico da rutina em solucdes padrdo a varias
concentracdes para os flavonoides glicosilados.

O teor em compostos fendlicos totais pode ser determinado também por

métodos quimicos, em equivalentes de um composto padrdo, tais como o método de
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Folin-Ciocalteu. Neste ponto apresenta-se os resultados obtidos pelos diferentes

métodos.

2.1 — Teor relativo de compostos fenolicos por HPLC-DAD a 280 nm

Através da determinagdo dos perfis cromatograficos a 280 nm, pretendeu-se
caracterizar os extractos em termos da quantidade relativa e do tipo de compostos
fendlicos que existem em cada uma das amostras, bem como da eficiéncia de cada um
dos processos de extracgao ultilizados e da precisao do método de extraccao, pelo que

se efectuarm trés replicados de cada andlise (ver cromatogramas no anexo 3-A).

Tabela 3.4: Fenolicos totais (HPLC-DAD).

Fenolicos totais HPLC-DAD (280 nm _
Area Média (mAU 'ﬁ:;"
Amostra / comprim.) pacrao
1,0E+11 (n=3) relativo
< 9,0E+10 (%)
Nopal cactus
g 8,0E+10 @ agua I()é a) 4,0E+10 6,7
S 70E+10 = Do
S 60E+10 - etanol (élapaa) 1LIE+10 44
= S50E+I0 - B hidrolisado [ e
2 40E+10 opaldia 1,6E+10 18,1
< ™ (4gua) ’ ’
g  3,0E+10 T No I
= B pasvelt
S 2,0E+10 A (3gua) 7,5E+10 1.6
< 1,0E+10 1.3E+10 50
0,0E+00 -~
Nopal Diapal Nopaldia ~ Nopasvelt 1,8E+09 18,4
cactus
3,9E+09 23,9
Amostras 2,5E+10 15,5
5,8E+10 1,4
+
Figura 3.33: Teor relativo em compostos fenélicos totais determinado por HPLC-DAD LIEHO 18,5
(280 nm). 22E+10 46,2
9,5E+10 1,3

Sobre a quantidade relativa de compostos fenolicos, avaliada pela area total do
cromatograma (figura 3.33 e tabela 3.4), pode-se verificar que a amostra Nopasvelt ¢
a que possui maior teor, pelo que esta serd a amostra com mais quantidade de extracto
de planta ou com uma origem de planta com condi¢des mais propicias & produgdo
deste tipo de compostos. Apesar disso, a toma recomendada para este produto (6
comprimidos) ¢ maior que a recomendada para o Nopal Cactus (1 a 2 comprimidos),

que apresenta um teor de compostos fendlicos menor. Sendo assim o Nopasvelt serd a

67




amostra que eventualmente provocarda uma maior resposta no organismo.
Relativamente ao Diapal e ao Nopaldia, estes apresentam aproximadamente a mesma
quantidade de compostos fendlicos, quantidade essa que ¢ significativamente menor
que nas restantes amostras. Possuem também a mesma massa por comprimido e ¢
sugerida a mesma toma didria (6 comprimidos). Em comparacdo com o Nopasvelt a
toma diaria de Diapal ou Nopaldia, tera um teor em compostos fendlicos até 7 vezes
menor enquanto a toma de Nopal Cactus terd um teor até 10 vezes menor.

O método mais eficiente para a extraccdo dos compostos fenolicos totais € o
método de extracdo a quente com dagua, conseguindo-se cerca de 3 vezes a
quantidade de compostos fenolicos que se consegue extrair com etanol. Apos a
hidrélise, verifica-se um ligeiro aumento no teor calculado de compostos fenolicos
totais em relagdo aos extractos aquosos. E de relembrar que os extractos hidrolisados
foram obtidos a partir dos extractos em agua e que a hidrolise conduz a quebra da
ligacdo dos agucares e libertacdo das agliconas (compostos nao glicosilados). Esta
variagdo pode ser devida ao facto de se alterar o coeficiente de extingdo de cada
composto por hidrdlise com consequente alteracao na absorvancia total a 280 nm.

Na precisao de resultados também se obteve diferengas verificando-se para

algumas amostras um desvio padrdo relativo superior a 10%.

2.2 - Teor de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu

Utilizando o método Folin-Ciocalteu (Singleton, 1965), determinou-se a
quantidade de compostos fenolicos presentes nas amostras em equivalentes de acido
galico (figura 3.34 e tabela 3.5), este método permitiu quantificar de forma objectiva

os compostos nos diferentes extractos.
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Tabela 3.5: Fenolicos totais (método Folin-Ciocalteu).

Teste de Folin-Ciocalteu (determinagdo da

Fenolicos totais concentragdo de fendlicos totais EAG - equivalentes de
acido galico) (mg de fenodlicos EAG / comprimido)
= Desvio
=16 Média padrio
o
14 Amostra (n=3) relativo
g 12 4 @ dgua (%)
< 10 B etanol Nopal cactus (dgua) 12,0 2,1
par N Diapal (agua) 32 5.6
2 8 @ hidrolisada pal (agu: : :
2 6 Nopaldia (dgua) 4,9 1,3
2 4 Nopasvelt (dgua 13,8 8,1
L
o 27 2,3 13,9
S 0- 0,3 35,1
8 Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt 0,6 19.2
1,8 21,3
Amostras 12,7 3.1
33 6,5
4,9 12,4
14,0 12,1

Figura 3.34: Compostos fendlicos totais (método Folin-Ciocalteu).

Ao contrario do observado por HPLC, verificou-se que a amostra Nopasvelt
apresenta aproximadamente o mesmo teor de compostos fendlicos que a amostra
Nopal Cactus apesar de os comprimidos desta Gltima possuirem aproximadamente
duas vezes a massa dos comprimidos de Nopasvelt. Sendo assim, a massa em excesso
serd principalmente devida a excipientes. Sobre as outras duas amostras, tendo em
conta que possuem a mesma massa de comprimido e ¢ recomendada a mesma toma
diaria, verfica-se que a amostra Nopaldia possui uma concentragdo de compostos
fenolicos ligeiramente maior que a amostra Diapal.

Conclui-se de facto, que a extraccdo a quente com agua ¢ a mais eficaz na
extrac¢ao de compostos fendlicos. No caso do método Folin-Ciocalteu ao contrario do
que se verificou por HPLC a 280 nm, os extractos hidrolisados ndo mostraram

diferencas significativas em relacdo aos nao hidrolisados.

2.3 — Comparacao entre os métodos de Folin-Ciocalteu e HPLC-DAD
(280 nm)

Correlacionara-se as areas totais obtidas as 280 nm para os diferentes extractos
com o respectivo teor equivalente em acido galico determinado pelo método de Folin-

Ciocalteu (figura 3.35).
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Figura 3.35: Correlagdo Folin versus HPLC-DAD.

Através desta correlagdo pode-se verificar que existe uma relagdo
aproximadamente linear entre os dois métodos usados neste trabalho para a avaliagao
de compostos fendlicos no entanto, como referido anteriormente sao detectadas
diferengas entre amostras hidrolizadas e nao hidrolizadas quando se usa o método de
HPLC, que apresenta em geral dreas maiores quando as amostras apresentam maior
teor em agliconas.

O mesmo nao ¢ verificado com o método de Folin-Ciocalteu, pelo que este

facto deve ser considerado caso se pretenda optar por apenas um dos métodos.

2.4 — Determinacio do teor relativo de flavonoides glicosilados e nao

glicosilados

Como referido na introdugdo, a actividade antioxidante ¢ atribuida aos
flavonodides. Para a sua avaliacdo utilizou-se o mesmo método de HPLC-DAD usado

para a quantificagdo de compostos fenolicos totais mas com um comprimento de onda

de 370 nm, uma vez que os compostos que absorvem a 370 nm s3o maioritariamente
flavonoides (ver cromatogramas no anexo 3-B). A selec¢do da area correspondente
aos flavonoides nao glicosilados foi efectuada por selec¢dao dos picos que eluem entre
0s compostos quercetina e a isorhamnetina, ou seja, entre os 25 e 0s 26,5 minutos. E a
selec¢do da drea correspondente aos flavondides glicosilados foi efectuada por
seleccdo dos picos que eluem antes do pico de quercetina, ou seja, antes dos 25
minutos. Correlacionamos a area obtida com os padrdes utilizados (rectas de

calibracao no anexo 3-C), apresentando os resultados (figura 3.36 e tabela 3.6) dos
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(mg /comprim.) equivalentes ¢

quercetina

flavonoides glicosilados em equivalentes de rutina (flavonodide glicosilado) e os nao

glicosilados em equivalentes de quercetina (flavonodide nao glicosilado).

Flavonoides ndo glicosilados Flavonoides glicosilados
L1 w 40
10 £ 3 T
0,9 s 3 @agua
08 R
071 5 M etanol
06 g2 X1 7
0,5 = 20 @hidrolisada
04 1 £2 16
0,31 & 12
) g
0,2 T 8 8
0,1 w41
0,0 = & 0
Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
Amostras Amostras

Figura 3.36: Quantidade em mg por comprimido de flavondides glicosilados equivalentes a rutina (4 direita) e ndo glicosilados

equivalentes a quercetina (a esquerda) obtidos por HPLC-DAD (370 nm) representando as barras de erro o desvio padrdo.

Tabela 3.6: Quantidade de flavonoides obtidos por HPLC-DAD a 370 nm.

Flavondides nio glicosilados Flavonoides glicosilados eq. a
eq- a quercetina, HPLC-DAD | oo "Hpp C-DAD (370nm)
(370nm >
Amostra Desvio Desvio
mg/comprimido padrio mg/comprimido padrio
(média, n=>3) relativo (média, n>3) relativo
(%) (%)
0,3 4,8 18,7 21,0
1,3E-02 3,5 3,0 5,0
7,0E-02 21,0 6,5 8,5
5,9E-02 32,0 27,2 9,3
1,0 7.9 18,7 8,5
6,4E-02 11,1 2,1 2,4
0,1 11,3 2,5 13,0
5,5E-02 34 33,7 12,1
7,1E-03 9,3 0,6 8,7
3,5E-03 12,2 0,1 16,6
6,3E-03 18,6 0,2 24,7
1,9E-02 5.4 0,7 8,7

Comparando os diferentes extractos e olhando para a quantidade de agliconas
(flavondides nao glicosilados), verifica-se que o N.C. possui uma grande percentagem
no extracto etanolico comparadamente com as amostras restantes. Tendo em conta
esta amostra possuir a mesma quantidade de compostos fenolicos que o Nopasvelt,
determinada anteriormente, isto revela que o tipo de flavondides presentes em cada
um dos extractos ¢ diferente e consequentemente a origem das plantas ou o método
usado para as processar também devera ser diferente. Conclui-se também que os

flavonodides nao glicosilados sao mais facilmente extraidos em etanol, como seria de
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esperar, uma vez que os flavonodides nao glicosilados sdo menos polares que os
glicosilados, porque possuem menor nimero de grupos — OH (figura 3.37).

No caso dos flavondides glicosilados, verifica-se que estdo em maior
quantidade que os ndo glicosilados, que a amostra Nopasvelt possui a maior parte dos
seus flavonoides na forma glicosilada e que os flavonoides glicosilados sdo soluveis
tanto em agua como em etanol. Nos extractos hidrolisados, os flavondides
glicosilados estdo em muito menor quantidade que nos extractos nao hidrolisados uma
vez que ao efectuar-se a hidrolise acida quebrou-se os agucares das moléculas
tornando-se em favonoides ndo glicosilados (agliconas) (ver exemplo da figura 3.37).
Contudo um aumento significante dos flavondides nao glicosilados nos extractos
hidrolisados ndo se verificou. Pensa-se que a hidrélise 4cida foi tdo agressiva que
quebrou outras ligagdes além dos agucares transformando-se os flavonodides noutros

compostos fendlicos além dos flavonoides e que ndo sdo detectados a 370 nm.

hidrolise HO

OH HO O

OH OH OH

rcetina
OH Querce

Rutina (quercetina 3-O-rutin6sideo)

Figura 3.37: Transformagdo da quercetina glicosilada (rutina) em quercetina ndo glicosilada (http://pt.wikipedia.org) (adaptado).

2.5 — Identificacdo e quantificacio relativa de alguns flavonoides

Identificou-se e quantificou-se (figura 3.38) trés flavondides, baseando-se nos
tempos de retencdo, a partir dos extractos etandlicos uma vez que estes extractos sao
os mais concentrados. Este método nao ¢ muito rigoroso uma vez que devido a ser um
método mais curto de HPLC-DAD nao se consegue uma total separagao de todos os

picos (ver cromatogramas no anexo 3-C).
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Extractos etandlicos
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— |
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Figura 3.38: Quantificacdo de alguns flavonoides nos extractos etanolicos por HPLC-DAD (370 nm).

Tabela 3.7: Quantificacdo de alguns flavonodides nos extractos etanolicos por HPLC-DAD (370 nm).

HPLC-DAD (370 nm) extractos etanolicos
Rutina Quercetina Canferol
Amostra | Méia(me/ | RO | Média me/ | AR | Mediame/ | DORO
comprimido) . comprimido) . comprimido) .
(n=3) relativo (n=3) relativo (n=3) relativo
%) ) (%)
Nopal Cactus 2,2E-01 4,8 6,2E-02 7,6 3,5E-02 2,7
Diapal 5,0E-02 1,8 1,5E-03 14,8 2,0E-03 4,1
Nopaldia 1,6E-01 0,9 5,8E-03 11,4 4,4E-03 2,9
Nopasvelt 1,7 1,2 2,0E-03 15,8 1,0E-03 12,4

Escolheu-se estes 3 flavondides por serem reportados fazerem parte da
constitui¢do da planta em estudo e possuirem propriedades benéficas ao organismo
descritas no ponto 2.3 da introdugdo. Verifica-se que a amostra N.C. ¢ a que possui
maior quantidade de quercetina por comprimdo comparadamente com as restantes
amostras, o que era de esperar uma vez que a massa de comprimido N.C. corresponde
a cerca de 3 vezes as restantes, contudo, se imaginarmos os resultados para a mesma
massa de comprimido (ver tabela 3.7), a amostra N.C. continua a possuir uma enorme
quantidade a mais. O canferol € o que estd em menor quantidade em todas as amostras
excepto no Diapal e verifica-se que a a amostra Nopasvelt possui uma enorme
quantidade de rutina por comprimido comparadamente com as outras amostras. A
rutina ¢ uma das formas glicosiladas da quercetina (quercetina 3-rutindsideo), como
referido anteriormente (figura 3.37). Estes resultados leva-nos a pensar que a origem

das plantas usadas para o processamento dos varios suplementos ¢ diferente ou o
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proprio processamento das amostras ¢ diferente, o que pode transformar a rutina em

quercetina ou vice-versa.

3 - Avaliacao da actividade antioxidante

Todos os organismos aerdbios para o processo de respiracdo celular,
necessitam de oxigénio molecular como aceitador de electrdes para uma producao

eficiente de energia, como se pode ver na equagdao quimica 3.5:
CsH 1204 + 60, — 6CO, + 6H,0 + energia Equacio 3.5

Contudo, o oxigénio ¢ um forte oxidante que pode ter consequéncias graves se
os seus produtos ndo forem neutralizados por um sistema antioxidante eficiente. E ai,
que surge a importancia dos flavondides porque possuem uma enorme capacidade
antioxidante através da neutralizagdo das ROS, embora também desempenhem uma

funcdo preventiva na oxidacao da LDL (Sorg, 2004).

Como referido anteriormente, determinou-se a capacidade antioxidante dos

diferentes extractos das diferentes amostras através de 3 ensaios diferentes.

3.1 — Capacidade de resgate do radical peroxilo (ORAC)

Primeiramente, utilizou-se o ensaio ORAC em que a capacidade antioxidante
corresponde a capacidade de resgate do radical peroxilo e ¢ medida em termos do
padrao Trolox, sendo o resultado final expresso em termos de capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (CAET) (figura 3.39 e tabela 3.8).
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Tabela 3.8: Resultados do ensaio ORAC.

Conc. (uM Desvio
Amostra CAET/comp padrio
Actividade antioxidante de resgate do radical peroxilo rimido) relativo
(média, n>3) (%)
o 12E+07 - 6,9E+06 2,0
=]
g 2,3E+06 4,1
="
g 2,6E+06 4,7
L E 4gua
e  ctanol 1OE+07 1,0
5 ® hidrolisada
= 2,0E+06 6,5
g
é 4,6E+05 0,2
4,7E+05 30,0
Nopal cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt 1,5E+06 2,1
Amostras
9,4E+06 1,2
3,1E+06 53
Figura 3.39: Resultados do ensaio ORAC para as diferentes amostras.
2,5E+06 27,4
9,4E+06 83

Tanto o comprimido Nopasvelt como N.C. apresentam maior capacidade de
resgate do radical peroxilo comparativamente com as amostras restantes e verifica-se
que Diapal e Nopaldia sao muito semelhantes. Estes resultados estdo de acordo com a
quantidade de compostos fenolicos determinada anteriormente. Verifica-se algumas
diferengas entre os extractos aquosos e hidrolisados, principalmente uma diferenca
mais acentuada no N.C., possivelmente porque nesta amostra os compostos fendlicos

nos diferentes extractos sao mais distintos.

3.2 — Capacidade de resgate do radical hidroxilo (HORAC)

De seguida optou-se por avaliar também a capacidade antioxidante através do
ensaio HORAC, em que a capacidade antioxidante determinada corresponde a
capacidade de resgate do radical hidroxilo, utilizando como padrao o acido cafeico e o
resultado final expresso em termos de capacidade antioxidante equivalente ao acido

cafeico (CAEAC) (figura 3.40 e tabela 3.9).
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Tabela 3.9: Resultados do ensaio HORAC.

Conc. (microM Desvio
Amostra CAE.A(.J/comp padr.ao
rimido) relativo
(média, n>3) (%)
Capacidade antioxidante de resgate do radical hidroxilo (HORAC) 1.2E+07 49
< 25E107 4,4E+06 72
<
S L 20E407 54E+06 32
£ i @ dgua
E 'E1,5E+07 B ctanol 1,6E+07 0,1
. &
e 3 .
£ 2108407 | @ hidrolisada 2,5E4+06 5.6
g a
- 5,0E+06 3,1E+05 24
3
< 0,0E+00 8,0E+05 8,2
Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
Amostras 2,8E+06 7,0
Figura 3.40: Resultados do ensaio HORAC para as diferentes amostras. 2,0E+07 4.3
5,3E+06 7,1
5,7E+06 7,0
9,0E+06 9,2

Comparando com os valores obtidos no ensaio ORAC, verificou-se valores
mais elevados na capacidade de resgate do radical hidroxilo, verificando-se também
maior diferenca entre os extractos aquosos e hidrolisados nas amostras N.C. e
Nopasvelt. Este facto ¢ devido aos diferentes compostos fenolicos dos diferentes
extractos serem mais distintos nestas amostras e alguns compostos possuirem maior
accdo na capacidade de resgate do radical hidroxilo, notando-se assim uma diferenca
mais acentuada nos valores.

Comparando a capacidade de resgate do radical peroxilo com a do hidroxilo,
verifica-se a existéncia de uma correlac¢ao linear entre estes dois ensaios na avaliagao
da actividade antioxidante (figura 3.41). Contudo a capacidade antioxidante dos
extractos naturais depende das sinergias existentes entre os diferentes compostos
presentes na mistura pelo que podem existir diferentes mecanismos de actuagdo sobre
os radicais livres, num mesmo extracto. Desta forma, ¢ relevante a combinacao de
mais do que um método para conseguir reunir dados suficientes que definem a

capacidade antioxidante total de uma amostra (Pérez-Jiménez, 2008).
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Figura 3.41: Correlagio HORAC versus ORAC.

3.3 — Correlacao do tipo de compostos com a actividade antioxidante

Tendo em conta que a actividade antioxidante dos extractos de plantas ¢
frequentemente atribuida aos compostos fenolicos nela existentes, correlacionou-se a
capacidade de resgate radicalar com o teor de compostos fenolicos e com os dois tipos

de flavondides, com o objectivo de tentar identificar as classes de compostos que mais

afectam os resultados da actividade antioxidante.

3.3.1 — Fenolicos totais versus actividade antioxidante

Correlacionou-se os resultados da quantificagdo de compostos fenolicos totais
através do método Folin-Ciocalteu com os resultados obtidos para os dois ensaios de

capacidade de resgate radicalar verificando-se que existe de facto uma relagao entre

os dois parametros (figura 3.42).
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Figura 3.42: Correlagdo dos compostos fenolicos (Folin-Ciocalteu) com a actividade antioxidante ORAC e HORAC.
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Correlacionou-se os resultados da quantificacdo de compostos fenolicos totais
determinados pelo método HPLC-DAD com os resultados obtidos para os dois

ensaios de capacidade de resgate radicalar (figura 3.43).

HPLC-DAD versus OFAC

HPLC-DAD wersus HORAC

= g

B E | 407 y=0,0001x + E

g oo L4E 550633 E4

23 :3?33 += 088 2E y = 0,0002x +

5’3 OE+ & 25 2E+06

g F 60 53

3 2 40E08 &5 n

2 £ 20E+06 . = - - ' ' !

g3 00E0 . . . . . B OEH0 2EH0 4EHD 6EHO ZEHD LEHI
OE+00 2E+l0 4E+l0 6E+10 BE+l0 1E+l * izea Al  camnprivico

drea Al conprando

Figura 3.43: Correlagdo dos fenodlicos totais (HPLC-DAD) com a actividade antioxidante ORAC e HORAC.

Na determinagdo de compostos fenodlicos, tanto os resultados obtidos pelo
método de Folin-Ciocalteu como pelo método HPLC-DAD (280 nm), apresentam
uma boa correlacdo com a actividade antioxidante medida através da capacidade de
resgate do radical peroxilo (ORAC), ndo se verificando um valor de correlagao tao
elevado com os resultados obtidos pelo ensaio HORAC. E os resultados determinados
através do método Folin-Ciocalteu correlacionam-se melhor com a actividade

antioxidante que os resultados obtidos por HPLC-DAD (280 nm).

3.3.2 - Flavondides versus actividade antioxidante

Correlacionou-se os resultados obtidos por HPLC-DAD (370 nm) para os dois
tipos de flavonoides (glicosilados e nao glicosilados (dados ndo exibidos)) com os
resultados da actividade antioxidante dos diferentes extractos obtidos com o ensaio
ORAC e HORAC, verificando-se apenas, uma correlagdo positiva com a actividade
antioxidante nos resultados de quantificacdo de flavonoides glicosilados dos extractos
aquosos (figura 3.44). A explicagdo deste facto ¢ devido aos flavondides glicosilados
serem mais soliveis em agua porque possuem maior numero de grupos hidroxilo e
sdo apontados por possuirem uma maior actividade antioxidante que os ndo

glicosilados.
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Figura 3.44: Correlagdo dos flavonoides glicosilados com a actividade antioxidante ORAC e HORAC nos extractos aquosos.

Verificou-se uma excelente correlagdo entre a area dos flavonodides
glicosilados nos extractos aquosos com a sua actividade antioxidante. Isto leva-nos a
crer que estes compostos sdo de facto os responsaveis pela actividade antioxidante
exibida nos extractos. Contudo, os compostos glicosilados possuem uma estrutura
molecular maior, devido as ligagdes com os agucares, o que conduz a problemas na
permeabildade da membrana celular das células, como relatou (Tian et al., 2009),
transformando-se muitas vezes nos seus correspondentes ndo glicosilados para
poderem entrar nas células. Para avaliar melhor este efeito, testes de permebilidade

deveriam ser executados com os extractos.

3.4 - Ensaios de bioactividade dos extractos (determinacao da

capacidade antioxidante intracelular)

ApoOs a caracterizacdo da capacidade antioxidante dos extractos através de
ensaios quimicos, determinou-se as suas capacidades antioxidantes in vitro perante
diferentes radicais indutores de stress oxidativo, de modo a avaliar o comportamento e
actuacao dos mesmos perante sistemas bioldgicos, nomeadamente, avaliar a possivel
toxicidade associada aos extractos naturais e estudar a potencial capacidade
preventiva dos extractos sobre o sistema celular utilizado. Tanto os ensaios de
toxicidade como de avaliagdo da potencial actividade bioldgica dos extractos foram

realizados in vitro e recorrendo a linha celular humana de adenocarcinoma do cdélon
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(Caco-2), escolheu-se esta linha celular devido ao método implementado estar
optimizado para esta linha celular.

Comegou-se por preparar varias diluigdes dos diferentes extractos, com meio
RPMI 1640 fresco com 0,5% FBS e L-glutamina, de forma a normalizar a quantidade

de fenodlicos presente nos diferentes extractos para posterior comparagao.

3.4.1 — Avaliacio da toxicidade celular

Verificou-se a toxicidade dos diferentes extractos com diferentes

concentragdes de fenodlicos e com um periodo de contacto com as células de 4 e 24
horas. Considerou-se apresentar toxicidade o extracto que revelar uma percentagem

de células viaveis inferior a 80%.
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Figura 3.45: Toxicidade celular dos extractos aquosos com tempo de contacto de 4 ¢ 24 horas com as células Caco-2 (ver anexo
2-E).

No caso dos extractos aquosos (figura 3.45), o Diapal revelou alguma
toxicidade com o tempo de contacto de 4 horas, que nao se verificou com o tempo de
contacto de 24 horas, sendo assim conclui-se que a toxicidade anteriormente
observada ¢ devido a um choque inicial e que posteriormente as células adaptam-se ao

meio e recuperam.
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Pode-se dizer, que nenhum dos extractos aquosos das amostras revelou

toxicidade relevante até ao limite de concentragdes testadas, uma vez que a

viabiliadade celular ¢ mais ou menos constante com o aumento da concentracao de

extracto.

Também nao se verficou toxicidade relevante nos extractos preparados em

etanol para esta linha celular até ao limite de concentracdes testadas (figura 3.46).
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Figura 3.46: Toxicidade celular dos extractos etanodlicos com tempo de contacto de 4 e 24 horas com as células Caco-2 (ver

anexo 2-E).

Comparando com os resultados dos extractos aquosos, verificou-se menor

variabiliadade de resultados com os extractos etanolicos.
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Figura 3.47: Toxicidade celular dos extractos hidrolisados, te;np()) de contacto de 4 ¢ 24 horas com as células Caco-2 (ver anexo
-E).

Ja no caso dos extractos hidrolizados (figura 3.47), foi detectada toxicidade em
alguns casos, nomeadamente com um tempo de contacto de 4h no extracto Diapal e
com um tempo de contacto de 24 h em todos os extractos excepto no Nopasvelt. Mas
como estes extractos foram neutralizados com uma solu¢ao concentrada de carbonato
de sodio testou-se esta solugdo de carbonato de so6dio nas mesmas condigdes e
verificou-se que a toxicidade revelada nos extractos ¢ devido a esta solugdao. Optou-se
pela solucdo de carbonato de soédio devido a disponibilidade de solugdes no
laboratério mas devido a sua toxicidade esta ndo foi a melhor escolha e recomenda-se
a ndo utilizagdo da mesma em ensaios celulares in vitro.

Também se conclui que a toxicidade de carbonato de sodio ¢ directamente
proporcional 4 sua quantidade, uma vez que nao se viu toxicidade no extracto

Nopasvelt que possuia uma concentracdo de fenolicos mais elevada, logo foi
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necessario menor quantidade de extracto e consequentemente menor quantidade de
Na,COs, conforme indicado na figura 3.47. A toxicidade de carbonato de sddio
também depende do tempo de contacto com as células uma vez que para as mesmas
concentragdes so se verifica toxicidade com um tempo de contacto entre as células e

os extractos de 24 horas.

3.4.2 — Avaliacao da capacidade antioxidante intracelular

As ROS sdo produzidas essencialmente a nivel celular, surgindo durante o
proprio metabolismo da célula (respiragdo aerobia). Também a exposi¢do a
determinados agentes agressores externos, como € o caso da polui¢do ambiental, o
fumo do tabaco, toxinas, radiag¢des, etc, podem conduzir a acumulagdo de radicais
livres no organismo (Fit6, 2007). O organismo possui um sistema de defesa
antioxidante que permite eliminar as ROS, através da SOD (enzima superoxido
dismutase) e Catalase que convertem, respectivamente, os radicais O2¢- ¢ H,O,, em
espécies ndo reactivas. No entanto, este sistema nao ¢ 100 % eficiente e o consumo de
antioxidantes naturais, provenientes de uma dieta rica em frutos e legumes, t€ém sido
relancionado com a prevenc¢do de doencas relacionadas com o stress oxidativo celular

(Pérez-Jiménez et al., 2009).

Os resultados da capacidade antioxidante exibida pelos extractos sao expressos
em termos de percentagem de ROS produzidas relativamente ao controlo (células
sujeitas ao indutor de stress oxidativo mas sem a ac¢do dos extractos). E para
discussdao dos resultados considerou-se relevante uma inibi¢do de produg¢ao de ROS

de 10%.
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Figura 3.48: Toxicidade intracelular dos extractos aquosos cozm Ft)empo de contacto de 24 horas com as células Caco2 (ver anexo

Sendo assim, nos extractos aquosos (figura 3.48), Nopasvelt ¢ o unico que
apresenta uma percentagem de resgate de ROS significativa, 13,3% 4 concentragdo de
12,5 mg de compostos fenolicos/L com o indutor de stress peroxido tert-butil
hidréxido (consultar tabelas do anexo 2-F). O aumento da concentragdo de extracto,
ndo aumentou em geral a capacidade de resgate e ndo se notaram diferencas

significativas estatisticamente entre as concentragcdes € amostras.
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Figura 3.49: Toxicidade intracelular dos extractos etanolicos, tempo de contacto de 24 horas com as células Caco-2 (ver anexo
2-F).

Com os extractos etandlicos (figura 3.49), verificou-se resgate de ROS
significativo, no Diapal, 10,1% & concentracdo de 5,6 mg de fenolicos/L com o
indutor de stress ter-t butil; no Nopaldia 13,3% & concentracdo de 157,3 mg de
fenolicos/L com o indutor de stress H,O,, enquanto no Nopasvelt verificou-se 11,8%
4 concentracgao de 48,3 mg de fendlicos/L com o indutor de stress ter-t butil e 10,8% a
concentracdo de 193 mg de fenolicos/L com o indutor de stress H,O,.

Olhando de forma geral para todas as concentracdes, pode-se dizer que em
geral a amostra Nopasvelt ¢ a que apresenta maior potencial no resgate de ROS,

verificando-se este facto mais no extracto etanolico do que no aquoso.
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Figura 3.50: Toxicidade intracelular dos extractos hidrolisado;, gmpo de contacto de 24 horas com as células Caco-2 (ver anexo

Nos extractos hidrolisados (figura 3.50 e anexo 2-F), com o indutor peréxido
de hidrogénio, conseguiu-se um resgate maximo de ROS de 23,7% para a amostra
N.C. e 19,4% para o Diapal & concentracao de 6,3 mg de fenodlicos /L. As altas
percentagens de producdao de ROS observadas principalmente com o indutor de
peroxido de hidrogénio e a altas concentragdes revela condigdes de stress oxidativo
excessivo e morte celular causadas pela quantidade de carbonato de sédio presente
nos extractos, ou porque os antioxidantes sdo retirados do meio celular e as ROS
danificam os componentes celulares interferindo com a actividade das células e
causando consequentemente morte celular (Ebadi (b), 2007).

Para o indutor de perdxido tert-butil hidroxido (figura 3.50), conseguiu-se um
resgate maximo de 18,6% de ROS para a amostra N.C. 4 concentracdo de 25 mg de
fenolicos/L e 11,6 % para a concentragao de 6,3 mg de fenodlicos/L, verificou-se
10,9% de resgate maximo para o Diapal e 14,5% para o Nopasvelt. Olhando para as
varias concentragdes testadas, de forma geral o Nopasvelt (cor rosa) € o extracto com
mais actividade antioxidante uma vez que possui maior capacidade de resgate de
ROS, nomeadamente com o indutor peroxido tert-butil hidroxido.

A capacidade de resgate de ROS dos diferentes extractos avaliada neste
trabalho pode ser devido aos flavonoides anteriormente identificados no ponto 2.5,
através do aparelho HPLC-DAD (370 nm), bem como devido a outros flavondides
nao identificados. Contudo, trabalhos experimentais realizados por (Tian et al, 2009)
sobre a permeabilidade de varios flavondides, usando o modelo celular Caco-2,

demonstraram diferencas nos mecanismos de transporte por difusdo passiva. Para os
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flavonoides identificados no ponto 2.5, os trabalhos de (Tian et al., 2009), revelaram
que o canferol possui uma permeabilidade cerca de 2 vezes superior a da quercetina e
ndo detectaram permeabilidade relevante da rutina. Sendo assim e segundo (Tian et
al., 2009), o canferol terd mais actividade antioxidante intracelular comparadamente
com os outros dois flavonoides identificados (quercetina e rutina), ja que possui
também maior permeabilidade. Contudo a permeabilidade instestinal passiva depende
de véarios factores tais como: lipofilicidade, capacidade de ligagdo ao hidrogénio,
tamanho da molécula, entre outros, verificando-se também diferencas de mecanismos
de efluxo entre os diferentes flavonoides glicosilados e ndo glicosilados (Tian et al.,
2009).

Sendo assim a capacidade antioxidante de um composto depende muito da sua
natureza, se esta glicosilado ou ndo, bem como o seu mecanismo de efluxo que afecta

a sua permeabilidade intestinal.

4 — Determinacao do teor de fibra

A fibra dietética encontrada principalmente em frutos, verduras e legumes,
constitui todas as partes da planta que o nosso organismo ndo pode digerir ou
absorver. A fibra ¢ classificada em duas categorias, a solivel e a ndo soluvel em agua,
como descrito anteriormente. A quantidade de cada tipo de fibra presente nas plantas
varia com as diferentes espécies. A fibra tem como beneficios o alivio da obstipacao
bem como a diminui¢do do risco de diabetes, doengas de coracdo e ajuda a perder
peso. O contetido de fibra presente nas plantas depende da sua idade, dos fertilizantes
usados bem como das praticas de armazenamento aplicadas (Stintzing et al., 2005).
Pretendeu-se entdo avaliar o conteudo de fibra presente em cada amostra,

apresentando os resultados em percentagem por comprimido (figura 3.51).

Tabela 3.10: Resultados do ensaio da fibra e teor de planta alegado na embalagem por comprimido.

% de planta em cada comprimido Ensaio
Amostra lesad bal
(alegado na embalagem) % massica de fibra Desvio padrio
média (n=3) relativo (%)
Nopal Cactus =70 % 15,6 13,5
Diapal 25% 53 13,0
Nopaldia 25% 9,3 5,0
Nopasvelt =TT % 16,9 11,0
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Figura 3.51: Percentagem do teor de fibra nas amostras por comprimido.

Através do ensaio da fibra observa-se que a amostra N.C. e Nopasvelt sdo
muito semelhantes, contudo, tendo em conta a massa de cada comprimido e a toma
diaria recomendada, a amostra Nopasvelt ¢ a que apresenta uma melhor fonte de
fibras enquanto o Diapal apresenta o teor mais pobre.

Relacionando com a percentagem de planta alegada na embalagem (tabela
3.10) para as diferentes amostras verifica-se uma concordancia de valores entre a
quantidade de planta alegada na embalagem e a quantidade de fibra determinada,
excepto os valores de Diapal e Nopaldia que deveriam ser mais semelhantes uma vez
que a alegacdo ¢ a mesma (25 % de planta por comprimido). De acordo com a
percentagem de fibra determinada para as outras amostras (N.C. e Nopasvelt), os 25
% de planta supostamente presentes na amostra Diapal e Nopaldia deveriam
apresentar uma percentagem de fibra de cerca de 5,5. Desta forma conclui-se que a
amostra Diapal roda esse valor e que a amostra Nopaldia possui um valor acima o que
pode ser explicado por uma ma interpretagdo da rotulagem ou o teor de planta desta
amostra nao corresponder ao alegado na embalagem.

No entanto este método envolve muitos passos que podera levar a perda de
amostra e pode ser verificado através dos coeficientes de variagdo obtidos das réplicas

da mesma amostra.
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5 - Identificacdo e quantificacao dos fitoesterois

Efectuou-se a extraccao dos fitoesterdis nas amostras a partir do processo de
extrac¢do indicado nos materiais € métodos, usando o colesterol como um controlo da
eficiéncia do processo de extrac¢cdo e usando o HDS como padrio interno da analise
em GC. O padrao interno HDS, além de permitir o cédlculo dos factores de resposta
permite verificar se a analise foi bem sucedida. Depois da andlise no aparelho GC,
pretendeu-se identificar nas amostras os seguintes fitoesterdis: brassicasterol,
stigmasterol, campesterol e beta-sitosterol, uma vez que, segundo a literatura, estes
sdo os fitoesterdis mais encontrados na planta em estudo. Identificou-se os fitoesterdis
de interesse por comparagao dos tempos de retencdo das amostras com a mistura de
padrdes, retirou-se as respectivas areas e procedeu-se a quantificacdo dos mesmos

usando os factores de resposta.

Para o calculo dos factores resposta (FR) usou-se a integracao das areas dos

picos da mistura de padrdes e aplicou-se a equacdo 3.6:

FR = Area do padrio interno x Concentragio do padrio a determinar Equacio 3.6
Area do padrio a determinar x Concentragdo do padrao interno)

Tabela 3.11: Factores resposta obtidos no ensaio dos fitoesterois.

< Concentracio Factor
Padrio: N
inicial (ppm): resposta:
Colesterol 3075 0,78
Brassicasterol 1111 0,83
Stigmasterol 1089 0,94
Campesterol 1250 0,88
Beta-sitosterol 1000 0,82
HDS (padrio interno) 19900 -

Verifica-se que os factores de resposta, obtidos no ensaio (tabela 3.11), sdo
semelhantes o que € caracteristico de cada familia de compostos.

Para a determinagdo da concentragdo de padrao em cada amostra utilizou-se os
factores resposta calculados em cima e utilizou-se a férmula anterior mas com a
integracao das areas dos picos das amostras.

Como referido antes, utilizou-se o colesterol como padrao interno do processo

de extraccao de maneira a determinar a eficiéncia deste mesmo método, através da
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equagao 3.7, uma vez que o método de extraccdo usado nao estava optimizado para

este tipo de amostras.

Eficiéncia de extrac¢do = [colesterol obtida nas amostras] em ppm x 100 Equacio 3.7

[colesterol colocada no inicio do processo] em ppm

Efectuou-se 3 extracgdes e 3 andlises em GC para cada amostra, no entanto
obteve-se uma grande disparidade de valores no calculo da eficiéncia de extracgao.
Desta forma optou-se por das trés extracgoes efectuadas para cada amostra seleccionar
apenas os resultados da extraccdo que tiveram uma eficiéncia mais elevada (ver
cromatograma no anexo 3-D). Como os valores da eficiéncia de extrac¢ao obtidos ndo
corresponderam a 100% (situacdo ideal) de forma a tornar os resultados mais reais
correlacionou-se as concentragdes obtidas para uma eficiéncia de 100%. Sendo assim,
os resultados apresentados correspondem a uma eficiéncia de extrac¢do de 100%

(situacdo ideal) (figura 3.52 e tabela 3.12).

Tabela 3.12: Resultados da determinag@o do teor de fitoesterdis nas amostras por GC.

Brassicasterol Stigmasterol Campesterol Beta-sitosterol Esteroéis Eficiéncia
. do método
totais
Amostras (mg/ de
% dos % dos % dos % dos 4 extrac¢io
(mg/ esterois (mg./ esterois (mg/ esterois (mg./ esterois comprim.) (%)
comprim.) totais comprim.) totais comprim.) totais comprim.) totais
Nopal 0.1 ~12 0.11 ~13 1,6E-02 ~2 0,59 ~72 0.82 132
Cactus
Diapal 2,4E-02 =17 2,1E-02 15 2,8E-03 2 9,4E-02 ~67 0,14 44,5
Nopaldia 2,5E-02 ~11 3,3E-02 15 1,1E-02 5 0,15 ~68 0,22 245
Nopasvelt 1,8E-02 ~4 0,12 ~26 9,1E-03 ~8 0,26 ~62 0,42 222
Quantificacao dos esterdis
0.9 :
O Brassic.
0.8
5 071 O Stigmast.
g 0.6
g- 0.5 O Camp.
S 04-
so 0.3 O beta-
& 0.2 sitosterol
B
0.1 |—r—|_ |_ﬁ H Totais
0 T T T
Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
Amostras

Figura 3.52: Teor de fitoesterdis determinado nas amostras por GC.
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Optou-se por identificar estes quatro fitoesterdis, uma vez que segundo
(Ramadan et al., 2003), sdao os que se encontram em maior quantidade em Opuntia
Ficus Indica. Os mesmos autores relataram que o 6leo de sementes e o 6leo de polpa
desta planta possuem respectivamente 72% e 49% de beta-sitosterol em relagdo aos
esterois totais. Através dos resultados obtidos confirmou-se que o beta-sitosterol ¢ o
que estd em maior quantidade em todas as amostras, cerca de 67% (média de todas as
amostras) dos esterdis totais identificados seguindo-se o stigmasterol com cerca de
17%, o brassicasterol com 11% e por fim o campesterol com apenas 4%. De acordo
com o trabalho realizado por (Ramadan et al., 2003), o campesterol seria o fitoesterol
com maior quantidade a seguir ao beta-sitosterol, facto que ndo se observou nos
nossos resultados uma vez que este foi o que apresentou um menor teor excepto no
caso da amostra Nopasvelt em que o teor de brassicasterol foi ainda mais inferior.
Esta diferenga possivelmente serd devido as varias partes da planta possuirem
diferencas nas concentragdes de esterois.

No que respeita aos fitoesterois totais analisados a amostra N.C. ¢ a que
apresenta um maior teor cerca de duas vezes o teor da amostra Nopasvelt, este facto
esta relacionado com a massa de cada comprimido que também ¢ cerca de 2 vezes
superior. Contudo a toma diaria recomendada de N.C. consiste em 1 a 2 comprimidos
e a de Nopasvelt 6. Acabando por consumir maior quantidade de esterdis o
consumidor que optar pela amostra Nopasvelt.

E de referir que a amostra Nopasvelt comparadamente com as restantes possui
muito menor conteudo de brassicasterol mas em contrapartida possui um maior
conteudo de stigmasterol.

O interesse de identificar e quantificar estes compostos prende-se pelo facto de
muitos autores sugerirem que eles devido a serem muito similares com o colesterol
diminuem a absor¢ao deste ultimo, competindo com ele na ligacdo & lipoproteina de
baixa densidade (LDL) que transporta o colesterol e triglicerideos do figado e
intestino delgado para as células e tecidos. A reducdo da ligacdo 4 LDL ¢ importante
para a reducao do risco de doencas coronarias (Ostlund, 2007).

Segundo a FDA, um produto que reduza o risco de doenga do coracao através
dos fitoesterdis, tém que possuir pelo menos 0,8 g de fitoesterdis numa toma diaria.
Ou seja, segundo a FDA e tendo em consideracdo a toma diaria das amostras
analisadas, estas nao poderiam ser consideradas como redutoras do risco de doenga

coronaria. Nas amostras em estudo a maior quantidade de fitoesterdis obtida numa
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toma diaria ¢ de aproximadamente 2,5 mg para a amostra Nopasvelt, sendo esta a

amostra com maior probabilidade de accao contra a doenga de aterosclerose.
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CAPITULO 4:
CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
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Neste trabalho avaliou-se os constituintes fenolicos nomeadamente os
favonodides por possuirem elevada actividade antioxidante, o teor em fibra e o teor em
fitoesterdis por possuirem um enorme leque de propriedades benéficas a satide. Uma
vez que os resultados obtidos na quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais
das amostras através do método de Folin-Ciocalteu se correlacionam melhor com os
resultados obtidos na determinagdo da actividade antioxidante através do método
ORAC, optamos por representar nos dados gerais (figura 4.53) os resultados obtidos

por estes dois métodos dentro das opcdes testadas.

Extractos aquosos

Fendlicos totais (Folin) (mg
EAG/comp.)x100
30
20 Flavonoides glicosilados eq. rutina
Fitoesterois (mg/comp.) x100 / Lo~
10 (HPLC) (mg/comp.) x 10

%
A
Flavonoides ndo glicosilados eq.

Fibra (% no comp.) x10 quercetina (HPLC) (mg/comp.) x

1000 . . ) Extractos aquosos e hidrolisados
Fenolicos totais (Folin) (mg

EAG/comp.)x100
20

Actividade antioxidante (ORAC)
(x10+5 pM CAET/comp.)
Flavonoides glicosilados eq. rutina

Fitoesterois (mg/comp.) x100 (HPLC) (mglcomp.) x 100

Flavondides ndo glicosilados eq.
quercetina (HPLC) (mg/comp.) x
10000

Fibra (% no comp.) x10

Actividade antioxidante (ORAC)
(x10+5 uM CAET/comp.)

Extractos etandlicos

Fendlicos totais (Folin) (mg
EAG/comp.)x10
0

Flavonoides glicosilados eq. rutina

Fitoesterdis (mg/comp.) x100 (HPLC) (mg/comp.) x 10

- Flavonéides ndo glicosilados eq. Nopal Cactus
Fibra (% no comp.) x10 quercetina (HPLC) (mg/comp.) x 100 Diapal
Nopaldia
Actividade antioxidante (ORAC) Nopasvelt

(x10+4 uM CAET/comp.)

Figura 4.53: Comparagao dos varios resultados obtidos para as amostras nos diferentes tipos de extractos.
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Em conclusdo desta anélise, tendo em conta os varios parametros analisados
neste trabalho para as diferentes amostras em estudo e apresentando os resultados por
comprimido (figura 4.53) verificou-se que a amostra Nopasvelt ¢ a que possui um
maior teor de fibra, contudo quanto ao teor de fitoesterdis prevalece a amostra N.C..
Em relacdo aos extractos, a amostra Nopasvelt revela maiores teores e
consequentemente melhores beneficios ao organismo em extractos aquosos € aquosos
hidrolisados, enquanto nos extractos etanolicos prevalece a amostra N.C., sendo a
amostra Diapal, a menos concentrada uma vez que apresenta um teor mais pobre dos
varios parametros em todos os tipos de extractos estudados.

Este trabalho permitiu avaliar e comparar entre si diferentes suplementos
alimentares derivados da mesma planta (Opuntia ficus indica) 4 venda no mercado
mundial, de diferentes marcas e produtores. As comparagdes foram efectuadas em
termos das indicacdes alegadas nas embalagens bem como das suas composigdes e
potenciais propriedades farmacologicas, concluindo-se de facto que existem produtos
no mercado que apesar de possuirem a mesma descricdo no rétulo, apresentam
composi¢des diferentes. Dos produtos estudados neste trabalho, alguns referem-se, no
rotulo, ao extracto seco da planta enquanto outros se referem simplesmente a planta e
outros referem as duas o que leva a interpretacdes controversas quanto a composi¢ao
dos produtos. Desta forma, no sentido de ultrapassar este problema, a legislacdo
deveria ser mais objectiva e os proprios produtores deveriam ter mais formacao e
orientagdo para saber qual a base a que devem referir-se aquando da descrigdo no
rotulo. Os produtos ndo se encontram standardizados uma vez que os critérios
técnicos, métodos, processos e praticas relativamente ao produto também ndo se
encontram padronizados. Também se verifica que as tomas recomendadas para cada
produto ndo estdo relacionadas com as suas composi¢des relativas, verificando-se uma
grande disparidade de valores. Quanto ao processo de fabrico dos produtos analisados,
o facto de umas amostras possuirem mais compostos glicosilados e outras mais nao
glicosilados, leva-nos a concluir que os processos sdo diferentes e em alguns casos o
processo de fabrico leva a desglicosilagao dos compostos.

Se estas diferencas se verificam nestas quatro amostras de produtos derivados
de Opuntia, seleccionados para este trabalho, é espectdvel que casos similares
acontecam também noutros suplementos alimentares derivados de outras plantas.
Estas diferencas podem acarretar consigo riscos para a saude tendo em conta o

aumento do poder de compra e o envelhecimento da populacao, que leva ao consumo,
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por vezes exagerado deste tipo de produtos. E entdo extremamente necessario investir
na padronizagdo e na defini¢dao de critérios de qualidade, composicao e eficacia dos
suplementos, bem como na formacao de pessoas qualificadas e aptas para a avaliagdo
rigorosa dessas regulamentagdes e critérios.

Em relagdo as perspectivas futuras, os resultados obtidos in vitro demonstram
que os extractos naturais provenientes de Opuntia ficus indica tém potenciais
aplicacdes importantes tanto na industria alimentar como em uso medicinal devido ao
alto conteudo de compostos fenolicos, nomeadamente flavonodides que possuem uma
forte actividade antioxidante demonstrada neste estudo, bem como devido ao
conteudo de fibras e fitoesterdis que possuem relevancia no combate de doencas
diabéticas e de coragdo. Desta forma sugere-se o aprofundamento da pesquisa
cientifica neste campo e posteriormente estudos in vivo com o objectivo de colocar no
mercado mais produtos naturais com aplicagdes cientificamente testadas e
comprovadas, de acordo com as regulamentagdes indicadas para esses produtos e de
acordo com as alegac¢des indicadas para o produto de forma a assegurar o consumo

dos mesmos.
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ANEXO 1

A - Caracteristicas dos suplementos alimentares escolhidos para este trabalho

Nome do Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
suplemento:
Calcio Extract. seco (4:1) de E1201 Nopal em po (500
Opuntia ficus-indica mg)
folha de Prickly Pear Ig (Nopal) (Fibras) 25% Extrac. seco concent.
(4:1) Opuntia ficus- Antiaglom.: celulose,
celulose microcristalina Geliﬁcante.: cel_lulose indica silica coloidal;
microcristalina
Nopal (Extract. eq. a Ag. volume:
Ingredientes fosfato de calcio . ) 500 mg) 25% etilcelulose.
Anti-aglom.: Amido de
por cada trigo, Fosfato tricalcio i-aol
compr-: acido estedrico Esterato de Magnésio Antllg z;g4 ;)m..
bioxido de silicio Lactose
coloidal
Anti- aglom.
goma de celulose E 553b
modificada
Regula os niveis de Acgao benéfica ao nivel Regula o nivel de Capta as gorduras
glucose do pancreas e figado aglicar no sangue afinando a silhueta
Funcio: i
Equilibra os fluidos e Regula o nivel de agucar Melhora o Desacelera o
electrolitos no sangue funcionamento processo de digestdo
digestivo e reduz o apetite
Apresentagio: 60 compr. de 1500 mg 90 compr. de 500 mg 300 compr. de 500 mg 120 compr. de 650
mg
Modo de 1 compr. 4 refeicdo ¢/ 8 | 2 compr. antes da refeicdo 2 compr. antes da 2 compr. antes da
tomar: copos de agua ¢/ 1 copo de dgua refeicéo ¢/ 2 copos de refei¢do ¢/ 1 copo de
agua agua
Dose didria: 1-2 compr. 6 compr. 6 compr. (3000 mgde | 6 comp. (3000 mg de
Nopal) Nopal)
Preco: 12,28€ 12,66€ 29.90€ 27,31€
——
& ==
Uiap, £
W 1 Diapa | =
Embalagem: h‘.m 2

=
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l"-|-|

=
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ANEXO 2

A - Preparacio da solucio de Na,CO;

- Dissolveu-se 200 g de Na,CO; anidro (PRONALAB, Portugal) em 800 ml de agua

bidestilada.

- Levou-se a solugdo a ebuli¢do ¢ deixou-se arrefecer.

- Adicionou-se mais 15,5 g de Na,COj; para saturagao.

- Deixou-se repousar 24 horas.

-Filtrou-se e adicionou-se dgua bidestilada até perfazer 1 litro de volume.

B - Recta de calibracio do acido galico (ensaio Folin-Ciocalteu)

recta de calibragdo folin

| 2

y =0,0010x+ 0,0030

R* =0,9980

/

/

Abs 765nm
o
>

/

0 T T T T T

0 200 400 600 800
conc. de acido galico (mg/L)

C - Recta de calibrac¢ao do Trolox (ensaio ORAC)

Recta de calibragdo-Trolox

1000

1200

y=0,3378x+1,2896

£ 20,00 R =0,9826

k=l Q

8 = 1500

s ©

S5 5 10,00

2.8

% é 5.00 ’/

2 ;

5 e

< 0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo de Trolox (mM)

Abs 765nm
Concent.
(mg/L) ensaio 1 ensaio 2 | ensaio 3 média
0| - - - 0
12.5 0.028 0.011 0.017 | 0.019
25 0.03 0.027 0.024 | 0.027
50 0.046 0.046 0.052 | 0.048
100 0.096 0.12 0.12 0.112
200 0.219 0.221 0.221 0.220
400 0.389 0.444 0.448 | 0.427
500 0.52 0.547 0.534 | 0.534
750 0.784 0.678 0.772 | 0.745
1000 0.997 1.204 1.004 1.068
. . Desvio
Concen. Activid. adrio
Trolox | Antioxid. fela o
mM M
(mM) M) | G

5 3,02 47

10 5,66 1,7

20 8,63 1,2

40 15,36 1,6

50 17,30 0,8
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D - Recta de calibracao do acido cafeico (ensaio HORAC)

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

Actividade antioxidante (microlv

-1,00

Recta de calibragdo- acido cafeico

concentragdo de acido cafeico (mM)

.. Desvio
e - Activid. <
Concen. acido s . padrao
p Antioxid. .
cafeico(mM) (uM) relativo
e " (%), n=3
y=0,0101x - 0,3512 100 0,00 12,0
R = 0.985 200 1,48 16,4
/ 300 2,71 22,0
400 3,71 73
pd 600 5,76 8.1
o~ ; ; ; ; ;
100 200 300 400 500 600

E - Resultados de avaliacido da toxicidade celular nos diferentes extractos

Nopal Cactus (dgua)

pré-incubacdo de 4h | pré-incubagio de 24h

Conc. Desvio Desvio

(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrdo

(n=3) viaveis | relativo viaveis relativo
(%) (%)

0 100.0 100.0
6.3 105.0 2.2 89.3 3.7
12.5 102.1 22 96.4 5.7
25.0 103.5 33 97.8 3.7
25.6 102.1 24 103.0 7.5
50.0 100.0 39 92.8 4.1
51.2 85.9 6.3 94.2 1.5
102.3 97.2 3.6 94.6 0.9
204.6 97.6 0.8 85.2 5.6
Nopaldia (4gua)

pré-incubacdo de 4h | pré-incubacio de 24h

Conc. Desvio Desvio

(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrdo

(n=3) viaveis | relativo viaveis relativo
(%) (%)

0 100.0 100.0

6.3 108.1 0.8 105.1 3.8
12.5 103.0 33 110.3 2.3
19.7 89.0 4.9 89.4 33
25.0 100.6 2.5 101.5 43
393 82.3 9.5 104.7 7.1
50.0 99.6 1.2 92.6 3.1
78.6 93.9 2.2 103.2 2.9
157.3 100.6 2.0 103.0 0.7

Diapal (agua)
pré-incubagdo de 4h | pré-incubagdo de 24h
Conc. Desvio Desvio
(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrio
(n=3) vidveis | relativo vidveis relativo
(%) (%)
0 100.0 100.0
6.3 102.0 1.8 79.6 0.6
12.5 97.8 2.6 86.3 1.2
25.0 96.9 4.8 101.8 2.1
26.8 101.0 3.9 90.4 4.7
50.0 96.8 4.6 96.5 3.2
53.6 101.8 0.4 97.8 3.6
107.2 97.5 10.4 76.7 54
214.4 82.7 7.4 74.2 33
Nopasvelt (agua)
pré-incubagdo de 4h | pré-incubagdo de 24h
Conc. Desvio Desvio
(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrio
(n=3) vidveis | relativo vidveis relativo
(%) (%)
0 100.0 100.0
6.3 89.3 5.6 94.0 3.0
12.5 104.4 3.4 105.6 3.6
24.1 103.5 12.0 105.2 0.0
25.0 98.4 4.5 100.9 10.9
48.3 84.6 5.7 104.4 34
50.0 98.9 2.0 82.5 9.8
96.5 103.0 6.5 79.8 11.5
193.0 91.0 1.8 86.7 0.0
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Nopal Cactus (etanol) Diapal (etanol)
pré-incubagdo de 4h | pré-incubagio de 24h pré-incubagdo de 4h | pré-incubagdo de 24h
Conc. Desvio Desvio Conc. Desvio Desvio
(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrio (mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrio
(n=3) viaveis relativo viaveis relativo (n=3) viaveis relativo viaveis relativo
o) o) (%) (%)
0 100.0 100.0 0 100.0 100.0
29.7 104.6 1.2 96.5 4.6 24.9 103.8 35 98.3 14
59.3 104.3 0.9 98.4 11.0 49.8 91.2 0.0 96.7 4.5
118.6 104.0 0.7 100.1 33 99.6 98.2 1.6 90.6 5.1
237.3 104.9 2.7 97.1 38 199.1 922 1.6 93.4 2.5
Nopaldia (etanol) Nopaldia (etanol) Nopasvelt (etanol) Nopasvelt (etanol)
pré-incubacio de pré-incubacio de pré-incubacio de pré-incubacio de
Conc. all - Conc. 24h - Conc. all - Conc. 24h -
(mg/L) , DeSV}o (mg/L) , DeSV}o (mg/L) , DeSV}o (mg/L) , Desv~10
(0=3) /“J,Ce-I. padr‘ao (0=3) /“J,Ce-I. padr‘ao (0=3) /“J,Ce-I. padr‘ao (0=3) /?,Cell‘ padr-ao
viaveis relativo viaveis relativo viaveis relativo viaveis relativo
) ) o) (%)
0 100.0 0 100.0 0 100.0 0 100.0
5.6 99.7 0.5 18.9 104.9 1.7 20.5 105.2 2.1 30.7 109.3 4.8
11.2 97.7 0.5 37.8 103.4 4.6 40.9 103.5 3.6 61.4 109.2 0.6
224 94.0 0.9 75.6 99.4 39 81.9 94.8 8.9 122.8 100.2 1.2
44.8 99.0 1.0 151.1 84.8 0.7 163.8 105.8 1.0 245.6 101.5 42
Nopal Cactus (hidrolise) Diapal (hidrélise)
pré-incubacdo de 4h | pré-incubagdo de 24h pré-incubacdo de 4h | pré-incubagdo de 24h
Conc. Desvio Desvio Conc. Desvio Desvio
(mg/L) | % Cel. padrio % Cel. padrio (mg/L) | % Cel. padrio % Cel. padrio
(n=3) viaveis relativo viaveis relativo (n=3) viaveis relativo viaveis relativo
() () ) )
0 100.0 100.0 0 100.0 100.0
6.3 97.5 1.1 89.6 59 6.3 6.3 87.4 3.0 91.7
12.5 88.6 3.7 80.3 1.7 12.5 12.5 83.2 2.8 83.8
25.0 91.9 14 50.4 6.0 25.0 25.0 74.9 3.0 91.9
50.0 86.9 2.1 22 1.4 50.0 50.0 59 7.7 14
Nopaldia (hidrélise) Nopasvelt (hidrolise)
pré-incubagdo de 4h | pré-incubagio de 24h pré-incubagdo de 4h | pré-incubagdo de 24h
Conc. Desvio Desvio Conc. Desvio Desvio
(mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrio (mg/L) % Cel. padrio % Cel. padrdo
(n=3) viaveis relativo viaveis relativo (n=3) viaveis relativo viaveis relativo
o) o) (%) (%)
0 100.0 100.0 0 100.0 100.0
6.3 101.1 34 93.5 4.0 6.3 922 4.9 105.2 8.6
12.5 87.1 2.0 82.6 3.6 12.5 98.4 1.2 81.2 6.5
25.0 84.3 1.2 2.1 1.5 25.0 84.5 2.9 94.1 6.2
50.0 72.6 0.7 24 7.7 50.0 76.7 2.8 80.6 33
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% de pré-incubacio de | pré-incubacio de
solucio 4h 24h
saturada Desvio Desvio
de % Cel. | padrio | % Cel. | padrio
Na2CO3 | viaveis | relativo | viaveis | relativo
(n=3) (%) (%)
0 100.0 100.0
7,8 129,2 4.2 29 10,3
15,6 73,8 21,6 24 10,0
31,3 5,5 0,6 29 5,8
7.8 129,2 42 29 10,3

F - Resultados de avaliacdo da toxicidade intracelular (ensaio stress oxidativo)
nos diferentes extractos

Nopal cactus (dgua) Diapal (dgua)
Concentracio Ter-t butil (2mM) H202 (28 mM) Concentracio Ter-t butil (2mM) H202 (28 mM)
de fenolicos Desvio Desvio de fenolicos Desvio Desvio
(mg/L) % de padrio % de padrio (mg/L) % de padrio % de padrio
(n=3) ROS relativo ROS relativo (n=3) ROS relativo ROS relativo
(%) (%) (%) (%)
6,3 105,7 0,5 116,9 1,5 6,3 95,5 1,1 113,5 4,7
12,5 110,3 7,1 108.4 5,6 12,5 98,5 34 104,2 1,8
25,0 112,2 4.4 112,9 1,6 25,0 97,5 1,9 93,1 2,7
25,6 110,5 2,2 120,5 2,1 26,8 106,8 43 121,5 4,9
50,0 124,8 4,9 94,1 3,5 50,0 106,3 1,2 106.,9 0,3
51,2 107,2 4,1 118,1 3,9 53,6 107,5 2,0 123,4 2,9
102,2 107,2 53 111,3 0,3 107,2 105,7 1,1 116,3 3,5
204,6 111,0 0,7 107,3 1,1 2144 101,8 1,4 107,0 2,0
Nopaldia (dgua) Nopasvelt (dgua)
Concentracio Ter-t butil (2mM) H202 (28 mM) Concentracio Ter-t butil 2mM) H202 (28 mM)
de fenolicos Desvio Desvio de fenolicos Desvio Desvio
(mg/L) % de padrio % de padrio (mg/L) % de padrio % de padrio
(n=3) ROS relativo ROS relativo (n=3) ROS relativo ROS relativo
(%) (%) (%) (%)
6,3 95,9 4,9 111,6 2,8E-03 6,3 92,2 3,0 107,9 5,0
12,5 108,5 3,6E-02 116,1 3,7 12,5 86,7 42 1049 42
19,7 104,8 3,7 139,3 4,5 25,0 95,8 4,6 104,0 2,7
25,0 103,2 4.8 115,0 0,2 50,0 96,9 2,8 104,0 8,1
50,0 1154 5,0 1144 1,8 193,0 100,2 3,1 122,6 8,5
78,6 107,5 3,0 133,5 4,6
157,3 122,6 8,0 137,7 0,4
Nopal Cactus (etanol) Diapal (etanol)
Concentracio Ter-t butil (2mM) H202 (28 mM) Concentracio Ter-t butil 2mM) H202 (28 mM)
de fenolicos Desvio Desvio de fenolicos Desvio Desvio
(mg/L) % de padrio % de padrio (mg/L) % de padrio % de padrio
(n=3) ROS relativo ROS relativo (n=3) ROS relativo ROS relativo
(%) (%) (%) (%)
29,7 108.,4 3,5 97,7 1,3 5,6 89,1 4,0 94,6 2,7
59,3 110,6 4,9 100,0 2,1 11,2 90,6 2,8 95,5 3,5
118,6 117,8 1,9 100,2 4.4 22,4 154,6 4.8 97,0 1,3
2373 113,0 2,1 99,9 4,8 44,8 1443 2,4 90,4 5,9
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Nopaldia (etanol) Nopasvelt (etanol)
Concentracdo Ter-t butil 2mM) H202 (28 mM) Concentracio Ter-t butil 2mM) H202 (28 mM)
de fendlicos Desvio Desvio de fendlicos Desvio Desvio
(mg/L) % de padrio % de padrio (mg/L) % de padrio % de padrio
(n=3) ROS relativo ROS relativo (n=3) ROS relativo ROS relativo
(%) (%) (%) (%)
19,7 99,0 1,2 91,9 4,7 24,1 99,7 9.4 98,6 33
39,3 100,9 43 104,5 0,7 483 88,2 3,6 97,6 3,6
78,6 105,0 2,5 94,0 1,6 96,5 94,6 4,0 93,3 2,6
1573 112,9 2,8 86,7 0,5 193,0 100,4 2,7 89,2 1,4
Amostras (dgua) hidrolisadas
Ter-t butil (2 mM)
Conc. Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
de Desvio Desvio Desvio Desvio
polif. % padrdo % padrao % padrao % padrdo
(mg/L) | ROS | relativo | ROS | relativo | ROS | relativo | ROS | relativo
%) () () %)
6,3 88,4 0,2 89,1 4,6 99,8 4,4 85,5 3,4
12,5 99,6 2,7 99,5 2511179 1,4 89,3 2,5
25 81,4 0,9 | 118,3 7,0 94,4 6,4 93,3 0,9
50 151,9 5,6 | 150,3 8,6 | 105,7 5,3 ] 107,1 3,1
Amostras (dgua) hidrolisadas
H202 (28 mM)
Conc. Nopal Cactus Diapal Nopaldia Nopasvelt
de Desvio Desvio Desvio Desvio
polif. % ROS padrio % padrio % padrio % padrio
(mg/L) 0 relativo ROS relativo ROS relativo | ROS | relativo
(%) (%) (%) (%)
6,3 76,3 1,9 80,6 1,5 105,5 4,1 98,0 3,5
12,5 854 4,5 1074 4,4 96,2 4,6 109,4 0,8
25 96,9 0,2 1048,1 2,6 116,0 1,4 103,5 4,7
50 1527,9 2,4 1040,1 4,3 1184,3 2,6 98,8 3,2
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ANEXO 3

A - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (280 nm) utilizando o método mais
curto

Legenda:

N.C. — vermelho
Diapal - verde
Nopaldia - azul
Nopasvelt - rosa

Extractos aquosos:

Extractos etanolicos:
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Extractos aquosos hidrolisados:

B - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (370 nm), utilizando o método mais
curto

Legenda:
N.C. — vermelho Nopasvelt — rosa Diapal — verde  Nopaldia - azul
Quercetina — azuldo Isorhamnetina - amarelo

Extractos aquosos:

sorhamnetina

N

quercetina
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Extractos etanolicos:

DAD-CRT 370 nm DAD-CH1 370 nm
ne hid quercotina 1:20

60 ppm

isorhamnetina

|
quercetina
l l

il
|

DACHT 370 nm DAD-CH1 370 nm DADCHIT 370 nm
iapal hid nopald hid opasvelt hid

isorhamnetina

quercetina
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C - Identificacao dos padroes nos extractos etandlicos (HPLC-DAD 370 nm)

Legenda:

N.C.- vermelho

Diapal - verde

Nopaldia - azul

Nopasvelt - rosa

Rutina - verde escuro
Quercetina - azuldo
Canferol - azul acinzentado

rutina

/

quercetina

canferol
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Rectas de calibracdo:

Quercetina y =7E+07x + 139133
R?=0.9991

4.5E+07
4.0E+07 -
3.5E+07 -
3.0E+07 -
2.5E+07 A
2.0E+07 -
1.5E+07 -
1.0E+07 -

Area (mAU)

5.0E+06
0.0E+00 / : : : : : :

0

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Concentragdo (mM)

Rutina y = TE+06x + 77591
R?=0.9996
1.2E+07
1.0E+07 4
5 8.0EH06
:E_/ 6.0E+06
s
< 4.0E+06 /
2.0E+06 /
0.0E+00 4 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.3 0.6 0.9 12 1.5 1.8
Concentragdo (mM)
Canferol y =6.2E+07x
R? = 1.0E+00
3.0E+07
2.5E+07 _—*

2.0E+07 A

=)
<
E 15B+07
3
Z 1.0E+07

/

5.0E+06 -

0.0E+00

0

0.1 0.2 0.3 0.4
Concentragdo (mM)
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D - Cromatograma obtido por GC

Legenda:

N.C. — verde

Diapal - amarelo
Nopaldia - vermelho
Nopasvelt - azul

HDS (padrao interno)

N

Beta-sitosterol

30%

Brassicasterol
Stigmasterol

Campesterol [ b
WA e ol

280 34.00 [min]
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ANEXO 4

A - Procedimento para cultura de células

- As células Caco-2 (adenocarcinoma do célon) foram adquiridas 8 DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) e cultivadas em frascos de 175 cm?
em meio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 10 % de soro bovino fetal (FBS)
(Invitrogen) e 2 mM L-glutamina (Invitrogen), sendo conservadas a 37 °C, numa
atmosfera controlada com 5 % CO2.

- O meio foi mudado de dois em dois dias até a subconfluéncia das células de
aproximadamente 75%, sendo, de seguida, removidas dos frascos utilizando tripsina
para diminuir a sua aderéncia.

- Apo6s se observarem as células destacadas da superficie, adicionou-se meio

suplementado com soro, de forma a inibir a ac¢ao continuada da tripsina.

Notas:

. Antes de comegar, a tripsina € 0 meio tem que estar a aquecer num banho a 37°C.

. Nao esquecer de um tubo estéril para ser usado como recipiente do lixo.

. Lavar o tubo da tripsina e do meio com alcool antes de colocar na bancada de fluxo
laminar (Nuaire Biological Safety cabinets class II, U.S.A.).

. No fim limpar a bancada de fluxo laminar com alcool.

. Meio muito cor de rosa corresponde a muito CO,, pH mais basico

. Meio amarelado significa falta de alimento, tem que se mudar o meio.
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B - Contagem de células através de hemacitometro

Células: Caco-2

Reagentes: Corante - azul Tripano (Invitrogen, Espanha)

1. Retirar o hemacitometro (Brand, Germany) do frasco e passar por alcool
(colocar em cima de uma bancada e de um papel absorvente);

2. Retirar também a lamela da caixa e lavar igualmente com alcool;

3. Colocar a lamela por cima da lamina e apertar os parafusos;

4. Numa placa de 96 pocos colocar em 2 pogos 20 puL de supensao celular e 180
uL de corante;

5. Ressupender bem e introduzir no hemacitdmetro com muito cuidado de modo
a nao formar bolhas;
(Nota: Cada pogo corresponde a um hemacitémetro)

6. Proceder a contagem das células vivas (mais brilhantes) no microscopio

(Olympus, CKX41, Japan) (as células azuis escuras sao mortas);

7. Determinacao do n°® de células.

° de célul, tad
n° total de células = — 2 CCMAS COMAAAT 1o dilui¢dao x 5000 (cell/mL)

n® de quadrados contados
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C - Preparacao da solucio de PBS

Reagentes:

- NaCl a 137 mM (Sodium Chloride, Sigma, U.S.A.)

- KH,POy4 al,5 mM (Potassium phosphate monobasic, Fluka, Germany, 99,5%)
- Na,HPOy4 a 8,1 mM (Sodium phosphate dibasic, Sigma, U.S.A., 96%)

- KCl a 2,7 mM (Potassium Chloride, Sigma, U.S.A., 99%)

Pesar os reagentes.

Solubilizar em agua os reagentes num gobelé até quase perfazer o volume
final, sob agitacao.

Levar ao eléctrodo de pH (Metrohm 827 pH lab, Switzerland) e ajustar com
algum KH,PO, até¢ pH=7 4.

Transferir para um baldo volumétrico e completar o volume previsto.

Fechar o baldao e homogenizar.

Armazenar a -4°C.
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