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RESUMO

Varios estudos tém mostrado que os processos oxidativos e inflamatdrios estdo
fortemente implicados na etiologia das doencas cronicas.

A ingestdo de frutos e produtos horticolas, fontes de vitaminas e compostos
fendlicos (CF) com acdes antioxidantes e outras, podem ter um papel primordial na
protecdo da saude e prevencdo da doenca.

O didspiro (Diospyros kaki L) é um fruto rico em CF especialmente
proantocianidinas.

O objetivo deste trabalho é caracterizar quimicamente o extrato de didspiro,
em especial a sua composicao fendlica, averiguar as suas atividades antioxidante, anti-
inflamatdria e antiproliferativa e ainda preparar uma formulacdo farmacéutica oral
deste extrato.

A caracterizagdo quimica do extrato por HPLC-DAD-MS/MS mostrou a sua
rigueza em glucose e frutose, L-triptofano e acidos malico e citrico. Foram ainda
identificados acidos fendlicos benzdéicos e derivados do acido galhico e do acido
vanilico bem como procianidinas e flavandis, derivados glicosilados de flavonas e
derivado de flavonol.

A atividade antioxidante do extrato avaliada por ensaios de ORAC e HORAC é
menor que a de alguns frutos vermelhos mas superiores a de macas e morangos. Os
ensaios de CAA e burst oxidativo dos neutréfilos mostraram atividade antioxidante
superior a das laranjas, peras ou magas.

A dose oral de extrato de 15mg EAG/Kg mostrou atividade anti-inflamatdria em
modelo animal de inflamag¢do aguda (edema da pata induzido pela carragenina) e nos
modelos animais de inflamacdo cronica de artrite reumatdide e de colite ulcerosa.

O extrato fendlico de didspiro reduziu a invasao e proliferacdo de células de
adenocarcinoma do célon HT-29 e inibiu ligeiramente as atividades de MMPs com
efeito dependente da dose.

Os fitossomas com extrato, de dimensdo inferior a 300nm, conseguem
encapsular 97,4% do total de CF e sdo monodispersos e com potencial zeta negativo e
apresentam maior atividade antioxidante durante 6 meses sob condigdes de
armazenamento de T e RH estabelecidas do que o extrato livre.

Assim, o extrato fendlico de didspiro mostrou propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias e efeito anti-proliferativo nas células de cancro de célon. A incorporagao
em fitossomas é uma alternativa para produc¢do de suplemento alimentar.

Palavras-chave: Diospyros kaki L., atividade anti-inflamatéria, atividade anti-
proliferativa, atividade antioxidante, fitossomas



ABSTRACT

Several studies have shown that oxidative and inflammatory processes are
strongly implicated in the etiology of chronic diseases.

Ingestion of fruits and vegetables, sources of vitamins and phenolic compounds
(PC) with antioxidant and other actions, may play a primary role in protecting health
and preventing disease.

The persimmon (Diospyros kaki L.) is a fruit rich in PC, especially
proanthocyanidins.

The aim of this work is to chemically characterize the persimmon extract, in
particular its phenolic composition, ascertain its antioxidant, anti-inflammatory and
antiproliferative activities and to prepare an oral pharmaceutical formulation of this
extract.

The chemical characterization of the extract by HPLC-DAD-MS/MS showed its
richness in glucose and fructose, L-tryptophan and malic and citric acids. Also
identified were benzoic phenolic acids and derivatives of gallic acid and vanillic acid as
well as procyanidins and flavanols, glycosylated derivatives of flavones and flavonol
derivative.

The antioxidant activity of the extract evaluated by ORAC and HORAC assays is
lower than that of some red fruits but higher than that of apples and strawberries. The
CAA and oxidative burst assays of neutrophils showed antioxidant activity superior to
that of oranges, pears or apples.

The oral dose of 15mg GAE/kg extract showed anti-inflammatory activity in an
animal model of acute inflammation (carrageenan-induced paw edema) and in animal
models of chronic inflammation of rheumatoid arthritis and ulcerative colitis.

The phenolic persimmon extract reduced the invasion and proliferation of HT-
29 colon adenocarcinoma cells and slightly inhibited MMPs activities with dose-
dependent effect.

Phytosomes with a size smaller than 300nm can encapsulate 97.4% of total PC
and are monodisperse and with negative zeta potential and present higher antioxidant
activity for 6 months under established T and RH storage conditions than the free
extract.

Thus, the persimmon phenolic extract showed antioxidant, anti-inflammatory
and anti-proliferative effect in colon cancer cells. The incorporation in phytosomes is
an alternative for food supplement production.

Keywords: Diospyros kaki L., anti-inflammatory activity, anti-proliferative activity,
antioxidant activity, phytosomes
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INTRODUCAO

As doencas crénicas (DC) como a diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e
cancro, sao a principal causa de morte na atualidade, especialmente nos paises mais
industrializados. Estas doencas tém aumentado de forma exponencial em
consequéncia da adocdo de certos estilos de vida, em especial pelo consumo de dietas
muito caldricas ricas em gordura e acgucar, pelo stresse e pelo sedentarismo, entre
outros fatores.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estas mortes prematuras
podem ser prevenidas (Organization 2013) com a adocdo de habitos alimentares
saudaveis nomeadamente aumentando a ingestdo de frutos e produtos horticolas,
principais fontes de algumas vitaminas e compostos fendlicos, que pelas suas ac¢des
antioxidantes e outras, podem ter um papel primordial na protecdo da saude das
populacdes (OCDE 2014).

Varios estudos tém mostrado que os processos oxidativos e inflamatorios estdo
fortemente implicados na etiologia das doencas crénicas. E consensual que o stresse
oxidativo pode desencadear inflamacdo e que a resposta inflamatdria (aguda e
cronica) gera uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de azoto (RNS) (Dalle-Donne et al. 2006; Pan et al. 2009),
perpetuando-se assim os stresses oxidativo e inflamatério.

O stresse oxidativo é consequéncia da elevada producdo de radicais livres que
ndo sendo totalmente neutralizados e removidos pelo sistema antioxidante endégeno
podem provocar danos em macromoléculas bioldgicas, contribuindo para o
desenvolvimento de patologias tais como por exemplo o cancro, doengas autoimunes
e diabetes tipo 2 (Yoshihara et al. 2014).

A inflamagdo aguda é um mecanismo de defesa do organismo muito
importante mas necessita ser autorregulada pois quando descontrolada transforma-se
em inflamagdo créonica havendo uma libertagdao persistente de mediadores que
destroem tecidos tendo consequéncias patoldgicas para o organismo (Roda et al.
2012; Roy et al. 2012).

Diversos estudos epidemiolégicos e experimentais (tanto in vitro quanto in
vivo) sugerem que dietas muito caldricas ricas em acguUcares e gorduras estdo
associadas a um maior risco de doengas cardiovasculares, diabetes e certos tipos de
cancro (Willett 1994; Ferrari et al. 2001), sendo que os principais mecanismos
fisiopatoldgicos apontados sdo as reagbes de peroxidacdo de lipidos e de acido
desoxirribonucleico (DNA), provocadas por espécies reativas de oxigénio e de azoto,
embora existam outros mecanismos para além dos oxidantes como por exemplo o
estado pré-inflamatério associado diretamente a estes alimentos ou a oxidagdo por
eles provocada (Halliwell 1999; Michels et al. 2000; Ferrari et al. 2001).



Por outro lado, estdo descritas correlagbes negativas entre o consumo de
alguns alimentos, nomeadamente frutos e legumes, e o risco de desenvolvimento
destas doencas (Halliwell 1999; Weisburger 2000; Ferrari et al. 2001). O papel benéfico
das frutas e vegetais tem sido atribuido a grande variedade de
antioxidantes/compostos fendlicos nestes alimentos e a presenca de algumas
vitaminas (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006).

1.  Diospyros kaki L. (Diéspiro)

A cultura do diéspiro é nativa da China onde foi cultivado durante séculos antes
de Cristo. Depois espalhou-se para o Japdo (c. VII) e para a Coreia (c. XIV) na ldade
Média, e posteriormente para outros continentes. Durante os Uultimos anos, a
popularidade do diéspiro (Fig. i. 1) cresceu fora das dareas tradicionais de producdo
(China, Japdo e Coreia), tornando-se numa cultura promissora no Brasil e em alguns
paises do Mediterraneo como Espanha, Itdlia e Portugal. Na Europa, o cultivo de
didspiro é limitada a proximidade do mar Mediterraneo (Del Bubba et al. 2009).

O nome «didspiro» (Diospyros) tem origem no grego didspuron, que significa
«alimento de Zeus», enquanto «caqui» vem do japonés kaki (#) (Vieites 2012).

A arvore de didspiro pertence ao género Diospyros, familia Ebenaceae, tem
quatro espécies comercialmente importantes, sendo que entre elas a mais
representativa é Diospyros kaki (didspiro japonés) havendo, no entanto, outras
igualmente relevantes como Diospyros virginiana, Diospyros oleifera e Diospyros lotus,
(Bibi et al. 2007; Vieites 2012).
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Figura i. 1 — Diéspiros. Adaptado de (https://www.shutterstock.com/pt/search/persimmon)

Em Portugal existem alguns pomares na regido do Algarve, embora a maioria
do didspiro seja proveniente de drvores dispersas ou em bordadura, espalhadas por
todo o pais. A drea ocupada por esta cultura é de 231 hectares, dando origem a uma
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producdo de cerca de 2 900 toneladas por ano. A China continua a ser o maior
produtor, produzindo cerca de 2,5 milhdes de toneladas, seguido pela Coreia do Sul
com 530 000 toneladas e Japdao com 266 000 toneladas, enquanto o Brasil aparece em
quarto lugar no ranking mundial com 173 300 toneladas. O diéspiro tem uma
producdo mundial da ordem dos 5 milhdes de toneladas correspondendo a 0,75% do
total da producdo de fruta (FAO 2016).

As cultivares de didspiro podem ser divididas em dois grupos distintos:
adstringente (Rojo brillante, Triumph, etc.) e ndo adstringente (Fuyu, Hana-Fuyu, Jiro,
etc.). A adstringéncia estd ligada a estrutura quimica dos taninos que o fruto contem,
sendo que os taninos sdo insoluveis na variedade ndao adstringente e soluveis nas
adstringentes. Os taninos sollUveis podem interagir com as proteinas da saliva
originando um gosto amargo na boca.

A medida que avanca a maturac3o, o teor de taninos diminui e o risco de sabor
amargo das variedades adstringentes também (Akagi et al. 2010). No entanto, a
adstringéncia maior ou menor de todas as cultivares vai decrescendo durante o
amadurecimento ndo so por diminuicdo do conteldo em taninos mas porgue o tanino
solivel se transforma em formas insolliveis (Pei et al. 2013). As cultivares
adstringentes continuam a ter uma quantidade significativa de taninos solUveis mesmo
guando maduras (Yaqub et al. 2016).

As variedades Coroa de Rei, tipo Kaki e Roxo Brilhante sdo consideradas
“adstringentes” e necessitam de uma maturacdo adequada. Fuyo, Hana Fuyo, Giro e
outras incluem-se nas variedades ndo adstringentes, podendo ser consumidas
imediatamente apods a colheita.

O didspiro é um fruto esférico com uma coloragdao que vai de avermelhada a
amarela de acordo com o contelddo em carotenos, a polpa é viscosa vermelho-
alaranjada e mais ou menos “dspera”, consoante o teor em taninos. A polpa,
independentemente da variedade, é constituida principalmente por mucilagem e
pectina, que lhe conferem a sua aparéncia caracteristica (OMAIAA 2011).

O didspiro é uma fruta de época e sé esta disponivel na forma fresca por um
curto periodo do ano. Na Europa, o diéspiro pode ser comprado no final do Outono e
no inicio do Inverno, de Novembro a Fevereiro.

O didspiro (Diospyros kaki L.), para além do seu valor nutritivo, tem sido usado
pela medicina tradicional chinesa pelos seus efeitos benéficos na saude humana,
nomeadamente contra a hipertensdo, hemorragias (Uchida et al. 1995), na
manutencdo da temperatura corporal e processos oxidativos em geral (Hibino et al.
2003; Gu et al. 2008), pelo seu efeito diurético, na diabetes e aterosclerose (Briand
2005). Tem sido igualmente utilizado para melhorar a fun¢do dos pulmdes, do



estdmago, do baco e dos intestinos e usado na prevencao e tratamento de doencas
como garganta inflamada, aftas e insdnias (Chen et al. 2008).

Alguns estudos demostraram também que o didspiro possui propriedades anti-
tumorais (Kawase et al. 2003), efeitos de prevencdo da dislipidémia (Matsumoto et al.
2006), efeitos antihipocolesterolémicos e antioxidantes (Gorinstein et al. 1998) e
efeitos antidiabéticos (Lee et al. 2006).

Os efeitos benéficos na saude tém sido associadas com a sua riqueza em
antioxidantes onde se incluem as vitaminas, os compostos fendlicos e os carotendides
(Chen et al. 2008).

1.1 Composi¢ao do didspiro
1.1.1 Caracterizagao nutricional

O didéspiro é um fruto nutritivo sendo a recomendacdo de ingestdo diaria de
diéspiro fresco de 100-150g (Giordani et al. 2011).

A sua composicao quimica é variada e compreende, entre outros componentes,
diferentes acucares, amido, acidos organicos e aminoacidos, proantocianidinas (PAs),
flavonodides, carotendides, triterpendides e acidos gordos (Inaba et al. 1971; Ayaz et al.
1999; Veberic et al. 2010; Zhou et al. 2010; Santos et al. 2018), proteinas e vitaminas
A, B6, B12, D e C (Kim et al. 2013). Deve ser tomada em consideracdo a grande
guantidade de hidratos de carbono que o didspiro contém, em especial, no caso dos
diabéticos.

A Tabela i. 1 apresenta a composi¢do nutricional do diéspiro.



Tabela i. 1- Composi¢do nutricional genérica do didspiro. Adaptada de (Barea-Alvarez
et al. 2016; INSA et al. 2018).

100g da parte edivel
Energia (Kcal) 71,50
Proteinas (g) 0,64
Lipidos totais (g) 0,25
Hidratos de carbono (g) 17,30
Fibras (g) 2,60
Agua (g) 80,86
Calcio (mg) 8,00
Ferro (mg) 0,20
Magnésio (mg) 9,25
Zinco (mg) 0,11
Sodio (mg) 2,50
Potdssio (mg) 230,00
Fésforo (mg) 19,50
Selénio (ug) 0,60
Tiamina (mg) 0,03
Riboflavina (mg) 0,03
Niacina equivalentes (mg) 0,20
Vitamina B¢ (mg) 0,10
Vitamina C (mg) 11,75
Vitamina A total (equivalentes de retinol) (ug) 177,00
Folato (ug) 7,00




O diéspiro possui cerca de 12,5g de acgucar por 100g de fruto, sendo a frutose, a
glucose e a sacarose, os mais abundantes (Piretti 1991; Veberic et al. 2010) e contendo
menores quantidades de maltose, xilose, arabinose e acido glucurénico (Maulidiani et
al. 2018).

Nos extratos de didspiro foram encontrados acidos organicos como malico,
oxoglutdmico, citrico, succinico e aspartico, aminoacidos como 4&cido gama-
aminobutirico (GABA), alanina, arginina, valina, leucina e isoleucina, acidos gordos
(acido palmitoleico metil éster, acido miristico e acido linoleico (Hitaka et al. 2013;
Maulidiani et al. 2018) e vitaminas (trigonelina e acido ascdrbico). O a-tocoferol, acido
oleandlico, acido betulinico, B-sitosterol e uridina também foram identificados
(Maulidiani et al. 2018).

Tendo uma composi¢do mineral importante, o consumo de uma pecga deste
fruto (200-400g) pode fornecer 1-10% da dose diaria recomendada (DDR) para calcio,
1-30% para cobre e potassio, 1-15% de ferro e magnésio, até 1% de sddio e até 4% de
zinco (Mir-Marqués et al. 2015).

O didspiro é uma boa fonte de carotendides tendo sido descritos valores de
2mg de carotendides/100g de fruto fresco (Butt et al. 2015), o que corresponde a 22%
da dose diaria recomendada (DDR) de vitamina A (INSA et al. 2018). Embora presentes
maioritariamente na pele (Bing et al. 2006), a polpa contem ainda grandes
guantidades destes compostos responsaveis pela cor dos frutos e cuja quantidade
aumenta no fruto mais maduro (Ebert et al. 1985; Veberic et al. 2010). Os principais
carotendides sdo B-criptoxantina (193ug/100g) que é maioritaria (Yaqub et al. 2016),
B,B-caroteno (113ug/100g FF) e B-caroteno (30ug/100g FF) (Giordani et al. 2011). Este
grupo de compostos tém sido implicados na reducdao de doengas degenerativas
humanas devido a sua capacidade antioxidante e propriedades de captacao de radicais
livres (Block et al. 1992; van Poppel 1993; Steinmetz et al. 1996).

Recentemente foram identificados na pele do didspiro (Diospyros kaki THUNB.),
ésteres de acidos gordos dos carotendides B-caroteno, licopeno, nomedamente éster
do acido monomiristico de B-criptoxantina, éster de acido dimiristico de zeaxantina,
bem como pequenas quantidades de acido palmitoleico e acido oleandlico. (Goto et al.
2009; Hitaka et al. 2013).

Em relagdo a vitamina C, um didspiro pode suprir cerca de 46% das
necessidades didrias desta vitamina (Rao et al. 2007). No geral os niveis de vitamina C
nas cultivares ndo adstringentes sdo significativamente maiores (10 vezes) do que nas
cultivares adstringentes (Giordani et al. 2011). A vitamina C existe no didspiro em duas
formas: acido L-ascérbico e o seu produto oxidado, acido L-desidroascdorbico. Embora
ambas as espécies quimicas sejam compostos importantes gracas as suas atividades



antioxidantes, elas ndo tém a mesma atividade, uma vez que o acido L-ascérbico é
mais ativo do que a forma oxidada (Gregory 2007). Cerca de 2/3 da vitamina C total no
didspiro esta disponivel como 4acido L-ascérbico (Giordani et al. 2011).

O didspiro também é rico em compostos fendlicos ja identificados como
bioativos (Jung et al. 2005; Jang et al. 2010; Maulidiani et al. 2018). A semelhanga dos
carotendides, estes sao também mais abundantes na pele relativamente a polpa
(Gorinstein et al. 1994).

1.1.2 Compostos Fendlicos (CF)

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas e constituem
um grupo de compostos complexo, com mais de 8 000 estruturas fendlicas conhecidas
(Bloch et al. 1995; Bravo 1998).

Sdo compostos de baixo peso molecular, amplamente disseminados na
natureza, que embora ndo tendo fung¢bes nutritivas tém associadas propriedades
benéficas para a saude humana, muitas delas consequéncia da sua atividade
antioxidante, quer por eliminacdo de radicais livres como por absor¢do de radicais de
oxigénio e ainda por quelatacdo de ides metalicos (Su et al. 2007).

Para além da capacidade antioxidante, os compostos fendlicos possuem muitos
outros efeitos, como efeito anti-inflamatdrio, antitumoral, antiaterogénico, que nao
podem ser explicados apenas com base nas suas propriedades antioxidantes (Rahman
et al. 2006).

Até ha algum tempo atrds, o interesse nutricional dos compostos fendlicos
prendia-se com a capacidade de alguns deles se ligarem e precipitarem
macromoléculas, como as proteinas dietéticas, hidratos de carbono e enzimas
digestivas, resultando na reducdo da sua digestibilidade (Bravo 1998). Mais
recentemente, o interesse destes compostos estd dirigido para a sua capacidade
antioxidante (reacdo com radicais livres e quelatacdo de metais) e possiveis
implicagbes benéficas na salde humana, como prevencdo e co-adjuvantes de
tratamento de diversos tipos de cancro, doengas cardiovasculares e outras patologias
(Wollgast et al. 2000).

Uma grande variedade de atividades bioldgicas atribuidas aos flavonoides
(compostos fendlicos abundantes na dieta) foi sendo reportada ao longo dos anos.
Exemplos disso sdao as atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antiviral, anticancerigena e antidiabética (Benavente-Garcia et al. 2008; Kumar et al.
2013; Xiao et al. 2015; Loizzo et al. 2016).



Os compostos fendlicos encontram-se numa grande variedade de alimentos
disponiveis para a dieta humana, incluindo frutos, vegetais, bebidas e especiarias,
muitos dos quais usados empiricamente pelo Homem ha milhares de anos,
nomeadamente na medicina tradicional (Yoon et al. 2005). Frutos e vegetais sdo dos
alimentos mais ricos nestes compostos.

1.1.2.1 Classifica¢oes dos Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos compreendem uma ampla variedade de moléculas que
possuem uma estrutura de polifenol (isto é, varios grupos hidroxilo em anéis
aromaticos), mas também moléculas com um anel de fenol (CgHsOH), tais como acidos
fendlicos e alcoois fendlicos (Daayf et al. 2008). Assim, incluem desde moléculas mais
simples, como dacidos fendlicos, até compostos com alto grau de polimerizacdo, como
os taninos.

Os compostos fendlicos sdo divididos em varias classes de acordo com o
numero de anéis fenol que contém e os elementos estruturais que ligam esses anéis
entre si (D'Archivio et al. 2007). Segundo a Fig. i. 2 os compostos fendlicos dividem-se
em cinco familias: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos, coumarinas e taninos. Os
flavonodides sdo o grupo maior e melhor estudado de compostos fendlicos (Ferguson
2001).

Fitoquimicos
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" " . . . Flavandis P -
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galhato

Figura i. 2 — Classificagdo compostos fendlicos. Adaptado de (Liu 2004)



Estes compostos ocorrem sob a forma conjugada, com um ou mais residuos de
hidratos de carbono ligados a grupos hidroxilo, embora também existam ligacdes
diretas da unidade do hidrato de carbono com um 3atomo de carbono do anel
aromatico. Os hidratos de carbono ligados podem ser monossacarideos, dissacarideos,
ou oligossacarideos. A glicose é o residuo de hidrato de carbono mais comum, embora
também se possa encontrar galactose, ramnose, xilose e arabinose, para além de
acidos glucurdénico e galacturdnico entre muitos outros. Também podem ser
encontradas ligacdes com outros compostos, como acidos organicos, aminas e lipidos
ou ainda outras moléculas de fendis. (Bravo 1998).

N3o havendo consenso quanto a nomenclatura e classificacdo dos compostos
fendlicos, habitualmente dividem-se em duas grandes classes: flavondides e ndo-
flavondides (Wildman 2006).

A) Flavonoides

Os flavondides, amplamente distribuidos nas frutas e nos vegetais, podem ser
divididos em diferentes subclasses tais como: flavonol, flavonas, flavanois, flavanonas,
chalconas, auronas, antocianinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas e isoflavonas
(Dornas et al. 2009).

Os fendis simples e os flavondides representam a vasta maioria dos fendis das
plantas. S3o compostos com pesos moleculares baixos cuja solubilidade depende da
estrutura quimica (grau de hidroxilagao, glicosilagao, acilagdo — conversao de fenol em
ésteres, por exemplo). Podem ligar-se a componentes da parede celular como aos
polissacarideos e ligninas (Bravo 1998).

B) Ndo-flavonoides

Neste grupo estdo incluidos os derivados do acido hidroxicinamico, como os
ésteres dos acidos cafeico, cumarico e fellrico e os derivados do acido hidroxibenzdico
como os acidos siringico, galhico, elagico e vanilico e protacatechuico (Fig. i. 3) (Crozier
et al. 2009) e também estilbenos (ex: resveratrol) e lignanos, entre outras sub-classes
(Saxena et al. 2013).
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Figura i. 3 - Estruturas quimicas de acidos fendlicos. Acidos hodroxibenzéicos sdo
acido benzoico (1), acido salicilico (2), acido vanilico (3), acido galhico (4) e acidos
hidoxicinamicos acido cinamico (5), acido ferulico (6), acido sindptico (7) e acido
cafeico (8). Adaptado de (Saxena et al. 2013)

1.1.2.2 Compostos fendlicos presentes no Diospyros kaki

O didspiro é rico em flavondides e taninos condensados (Mallavadhani et al.
1998). Na parte comestivel de didspiro existem acidos fendlicos como acido galhico e
seus derivados glicosideos e acilo, glicosideos de acido p-cumarico e vanilico, acidos
cafeico, clorogénico e varias flavonas di-C-hexdxidos (Sentandreu et al. 2014). Os
resultados de Chen et al. estdo de acordo com os estudos de Suzuki et al., que tinham
j@ mostrado que o acido galhico é o composto fendlico em maior quantidade no
diéspiro japonés (Suzuki et al. 2005; Chen et al. 2008).

Foram detetados no didspiro, os seguintes mondédmeros de flavan-3-dis:
catequina, epicatequina, epigalhocatequina (Suzuki et al. 2005). A conjugacao de varias
técnicas analiticas permitiu identificar a miricetina como unidade terminal dos flavan-
3-6is mais comuns (catequina e epigalocatequina-3-0-galhato) (Li et al. 2010).

O didéspiro acumula uma grande quantidade de taninos condensados em
vacuolos de células especificas denominadas “células de tanino” durante o
desenvolvimento do fruto, que sdo os responsdveis pela adstringéncia, que é uma
sensacado de secura devido a reacgdo com as proteinas da saliva (Taira 1995).

As proantocianidinas resultam de reac¢des de polimerizacdo (condensac¢do) de
mondmeros de flavondides. Consistem em oligdmeros e polimeros de flavandis ligados
por carbonos (C4-C8). Existem 2 tipos de proantocianidinas, as proantocianidinas B que
sdo constituidas por unidades de catequina e epicatequina ligadas pelo C4 e C6 ou C8 e
as proantocianidinas A, que para além do ja referido, possuem também ligacées C2-C7.
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As proantocianidinas constituidas por apenas epicatequina s3do chamadas de
procianidinas (de la Iglesia et al. 2010).

No estudo da estrutura das proantocianidinas presentes no didspiro, verificou-
se que estas consistem essencialmente em epigalhocatequina-3-0O-galhato, galhato de
epicatequina e epicatequina (Fig. i. 4) (Gu et al. 2008; Li et al. 2010).
Experimentalmente a separacdo e determinacdo estrutural dos taninos é muito dificil
devido a agregacdo intermolecular e a forte adsorcdo a varios adsorventes e a outros
materiais usados para separacdao cromatografica, porque os taninos do didspiro
possuem um grande numero de grupos hidroxilo fendlicos (Gu et al. 2008). A
distribuicdo dos pesos moleculares dos taninos condensados de elevado peso
molecular foi determinada, estando num intervalo entre 1,16 x 10* Da e 1,54 x 10* Da
(Gu et al. 2008).

" OH
HO 0 =
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o P on 190
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Ho = /ﬂk../(‘: . e OH
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L hY O __—0OH
. )
T o Cﬂ{_}‘r—ml
OH o 7
OH
gallocatechin gallocatechin-3-O-gaflate

Figura i. 4 - Estruturas quimicas dos taninos condensados do didspiro e catequinas
relacionadas. [Adaptado de (Matsuo 1978; Ozen et al. 2004; Gu et al. 2008)].

Suzuki et al. reportam que o conteudo de fendis totais nos extratos metandlicos
de didspiros japoneses adstringentes é superior a 84,6mg/100g de peso seco (Suzuki et
al. 2005). Chen et al. em 2008 encontraram valores duas vezes superiores de
compostos fendlicos totais na cultivar Diospyros kaki L. cv. Mopan (adstringente)
comparativamente com os valores descrito no estudo de Suzuki et al.

O didspiro Mopan é a cultivar de didspiro adstringente mais cultivado no norte
da China, especialmente em Pequim. Um unico fruto pode pesar cerca de 250g até
cerca de 610g, muito nutritivo e com uma polpa com sumo doce. Chen et al.
determinaram o contetudo em fendis totais e individuais (catequina, epicatequina,
epigalhocatequina, acido clorogénico, acido cafeico e acido galhico) e compararam-nos
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com os de outros frutos, como a mac¢d, a uva e o tomate. Assim concluiram que o
didspiro era o fruto com um conteudo em compostos fendlicos totais mais elevado
(cerca de 170mg/100g peso seco) quando comparado com uvas (cerca 100mg/100g
peso seco), maca (cerca 40mg/100g peso seco) e tomate (cerca 20mg/100g peso seco)
(Chen et al. 2008).

No entanto, a diversidade de pequenos fendis nos extratos da polpa do
didspiro relatados até a data é surpreendentemente escassa, sendo normalmente
restrito de trés a dez componentes (derivados principalmente do acido cinamico),
dependendo da variedade em estudo (Giordani et al. 2011). Assim, pode-se concluir
qgue o perfil de fendis de baixo peso molecular, por exemplo, na polpa do didspiro
ainda estd por esclarecer (Sentandreu et al. 2014)

1.1.2.4 Detegdo e Quantificagéio dos Compostos Fendlicos

Tem sido descrito que o contelddo em compostos fendlicos totais pode variar
entre as varias variedades de didspiro. Para além da variabilidade no fruto o facto de
ndo existirem métodos standardizados para extrac¢ao destes compostos faz com que
seja dificil a comparacdo de resultados obtidos entre diferentes autores (Gorinstein et
al. 1998; Suzuki et al. 2005).

A extracdo é assim um passo determinante para a identificacdo e quantificacdo
de compostos fendlicos e comparacao dos resultados obtidos pelos diferentes autores.
Apds a extraccdo poderd ser feita uma concentracdo e purificacdo da amostra de
modo a facilitar a analise dos compostos fendlicos na amostra (Ignat et al. 2011).

Na literatura tém sido reportados diferentes métodos, que variam no tipo de
solvente utilizado, tempo de extragdo, temperatura e nimero de extragdes a realizar
(Giordani et al. 2011).

Os solventes de extracdo mais usados sao metanol, dgua, acetona, solugao
metanol-agua, solucdo etanol-agua, etanol e cloroférmio (Giordani et al. 2011).

Enquanto Suzuki et al utilizaram agua destilada, a 80°C durante 90 minutos,
como solvente de extracao, com posterior reconstituicdo do extrato em solu¢ao de
agua-cloroférmio (Suzuki et al. 2005) outros autores fizeram extracao sob refluxo a
90°C com metanol acidificado com HCI (Gu et al. 2008; Li et al. 2010) e outros ainda
realizaram o método de extragcdo assistida por ultrassons, utilizando etanol com
solvente (Chen et al. 2008) e extracdo com etanol-acetona a temperatura de 37°C
durante 1 hora (Li et al. 2010).

Como processo adicional para a eliminagdo de interferentes quer para
separacdo de fracdes com diferente peso molecular foram ja referidas metodologias
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de preparacdo de amostra que usam resinas macroporosas e membranas de filtracdo
na purificacdo de extratos (Gu et al. 2008).

Também a identificacdo e quantificacdo dos diferentes compostos fendlicos
presentes no didspiro, apresenta dificuldades analiticas, dada a complexidade da
matriz (Giordani et al. 2011).

A quantificacdo espectrométrica de compostos fendlicos é realizada por meio
de uma variedade de técnicas, como pelo método Folin-Denis (Suzuki et al. 2005; Gu et
al. 2008), pelo método Folin-Ciocalteu (Gorinstein et al. 2001; Jung et al. 2005; Chen et
al. 2008; Veberic et al. 2010; Li et al. 2011) e pelo método de Gutfinger (Jang et al.
2010). Estes ensaios baseiam-se em principios diferentes e sdo utilizados para
determinar diferentes grupos estruturais presentes em compostos fendlicos, todavia, a
técnica que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as mais extensivamente
utilizadas (Asgari et al. 2003; Lapornik et al. 2005) para a determinacdo de compostos
fendlicos totais (Naczk et al. 2006).

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste numa mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio se encontram
no estado de oxidacdo 6° porém, em presenca de certos agentes redutores, como 0s
compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos
guais a média do estado de oxidacdo dos metais estd entre 5 e 6 e cuja coloragdo
permite a determinacdo da concentracdo das substdncias redutoras, que ndo
necessariamente precisam ter natureza fendlica (Singleton et al. 1965).

Como referido anteriormente, os compostos fendlicos compreendem uma
ampla variedade de moléculas que vao de moléculas mais simples como os acidos
fendlicos e alcoois fendlicos até estruturas complexas com varios anéis fenol.

Os flavondides constituem um aclasse de compostos fendlicos que pode
também ser determinada utilizando um método colorimétrico baseado na
complexacdo com Al (lll) (Naczk et al. 2006; Huang et al. 2009).

A principal desvantagem dos ensaios espectrofotométricos é que sdo métodos
globais e que carecem por vezes de especificidade pelo que aos valores obtidos pode
estar associado algum erro (Ignat et al. 2011), dai a vantagem na utilizagdo de métodos
separativos como a cromatografia em fase liquida, actualmente a técnica mais usada
para o estudo da composicdao dos alimentos, nomeadamnete a composicao fendlica,
sendo associada a utilizacdao de detetores especificos, permitindo um maior rigor nos
resultados obtidos. Na separacdo dos componenetes s3ao habitualmente usadas
colunas de fase reversa. Entre os detetores a espectrometria de massa tandem
(Sakakibara et al. 2003), apresenta inumeras vantagens, nomeadamnete a capacidade
de identificacdo e de quantificacdo. A evolugdo que tem ocorrido no desenvolvimento
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deste tipo de equipamentos (diferentes fontes idnicas, diferentes analisadores) tem
permitido nestes ultimos anos um grande avanco no que se refere ao conhecimento
sobre matrizes complexas como os alimentos e também a identificacdo de metabolitos
em matrizes biologicas que permitem conhecer melhor o mecanismo de atuagao dos
compostos. No que se refere a identificacdo os equipamentos denominados de alta
resolugdo como o ORBITRAP e FTICR s3ao uma mais valia, enquanto que os
equipamentos baseados em analisadores do tipo triplo quadrupolo permitem uma
guantificacdo precisa e exacta dos compostos dada a sua especificidade (Ignat et al.
2011).

Assim as técnicas de cromatografia liquida associadas a espectrometria de
massa, sdao hoje em dia a melhor abordagem analitica para estudar os compostos
fendlicos em amostras complexas (Bureau et al. 2009; Ignat et al. 2011).

1.2 Atividade Biolégica do Didspiro

O diéspiro (Diospyros kaki L.) é um fruto nutritivo e com forte atividade
antioxidante (Jung et al. 2005) especialmente pela sua rigueza em compostos
fendlicos, vitamina C e carotenoides (Jang et al. 2010; Veberic et al. 2010; Gorinstein et
al. 2011; Hitaka et al. 2013; Butt et al. 2015; Pérez-Burillo et al. 2018) responsaveis
pela reducdo de danos oxidativos e, consequentemente, com atividade nas doencas
associadas a eles como as doencas cardiovasculares e a diabetes mellitus. Para além
disso, ha provas em como os didspiros ou os seus constituintes funcionais, como as
proantocianidinas podem ajudar em casos de hiperlipidémia e hiperglicemia (Matsuo
1978; Gorinstein et al. 1998; Matsumoto et al. 2010; Butt et al. 2015). Diversos estudos
tém demonstrado que o didspiro apresenta fungdes farmacolégicas na promogdo do
sistema imunitario e atividade anti-tumoral (Achiwa et al. 1997; Kawase et al. 2003).

O conteddo em compostos fendlicos do didspiro, incluindo as
proantocianidinas e outros, tém sido igualmente relacionados com efeitos ao nivel da
reducdo de doencgas degenerativas humanas (Steinmetz et al. 1996) e também estao
na base da sua utilizagdo como antissépticos na medicina popular (Serrano et al. 2009;
Ueda et al. 2013).

De acordo com muitos autores, este fruto tem efeitos preventivos do processo
arteriosclerético (Gorinstein et al. 2001; Chahoud et al. 2004; Jung et al. 2005; Park et
al. 2006; Park et al. 2008) e previne a sindrome metabdlica (Matsumoto et al. 2011).

No estudo de Tian et al. as proantocianidinas de elevado peso molecular do
didspiro mostraram atenuar a perda da memdria e melhorar o desempenho
comportamental quando testadas num modelo de envelhecimento em ratos (Tian et
al. 2011).
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As proantocianidinas, tém sido descritas como compostos com moléculas com
elevada atividade antioxidante (Dixon et al. 2005; Xie et al. 2005) e constituem os
principais antioxidantes da polpa do didspiro (Suzuki et al. 2005; Gu et al. 2008)
apresentando atividade anti-inflamatdria e de prevencdo da aterosclerose (Gorinstein
et al. 2000; Kim et al. 2013) e que a acao nas doencas cardiovasculares ocorre
diminuindo a vasoconstricdio e a oxidacdo da LDL. Atuam também na diabetes,
diminuindo a expressdo de recetores para os produtos finais de glicosilacdo avancada,
a peroxidacao lipidica no figado, a hiperglicémia, hiperlipidémia e o stresse oxidativo.
Estdo descritas acdes de diminuicdo de peso, melhorias na resisténcia a insulina, nas
nefropatias, retinopatias e neuropatias e no cancro por aumento da apoptose e
diminuicdo da proliferacdo celular e angiogénese. Parecem também actuar nas
infecdes bacterianas, melhor atividade anti-adesiva e diminuirem os mediadores
inflamatérios (de la Iglesia et al. 2010).

Muitos dados epidemiolédgicos sugerem que a ingestdo de taninos (taninos
condensados e taninos hidrolisaveis) pode prevenir o aparecimento de doencas
cronicas (Lila 2007). Os efeitos biologicos de taninos tém sido extensivamente
estudados utilizando varios modelos in vitro ou em modelos animais mas, no entanto,
os dados clinicos em seres humanos ainda sdo limitados ou escassos (Serrano et al.
2009).

Como o nosso estudo assenta nas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e na modulagcdo do cancro de coléon vamos desenvolver um pouco mais
esses aspetos nesta introducao.

1.2.1 Atividade Antioxidante

O oxigénio molecular é fundamental em condigdes aerdbias de sobrevivéncia, é
o aceitador final de eletrdes da cadeira respiratéria mitocondrial, permitindo a
obtencdo de energia na forma de ATP, a reoxidacdo do NADH e do FADH, (Pietta
2000).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) formam-se nas células aerdbias, através das
reacdes de transferéncia eletronica da cadeia respiratéria e desempenham fungdes
importantes em processos biolégicos (Halliwell et al. 1990), em respostas fisioldgicas e
patoldgicas (Schreck et al. 1991). Algumas das suas func¢des biolégicas normais e
importantes estdo relacionadas com a producao de energia, fagocitose, regulacao do
crescimento celular e sinalizagdao intercelular e sintese de compostos biologicamente
importantes (Halliwell 1997).

Exemplos destas espécies s3o os radicais superdxido (0,%), peroxilo (ROO®),
alcoxilo (RO*®), hidroxilo (*OH) e o monéxido de azoto ou 6éxido nitrico (NO®) (Pietta
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2000). O radical hidroxilo (tempo de meia-vida de 10 s) e o radical alcoxilo (tempo de
meia-vida de apenas alguns segundos) sdo espécies muito reativas que rapidamente
atacam moléculas das células préximas (Pietta 2000). Os hidroperdxidos de lipidios
(LOOH) e o mondxido de azoto sdao menos reativos que os anteriores e em conjunto
formam a classe dos ROS radicalares (Pietta 2000). O oxigénio singleto (‘0,), o
perdxido de hidrogénio (H,0,) e o acido hipocloroso (HOCI) sdo ROS nao radicalares
(Pietta 2000).

As ROS podem ter origem intracelular ou extracelular, através de diversas
fontes como mitocondrias, peroxissomas (envolvidos no metabolismo dos acidos
gordos), lipoxigenases, NADH oxidase, citocromo P450 (microssomal da cadeia
transportadora de eletrdes) entre outras (Finkel et al. 2000; Valko et al. 2004). As
células imunocompetentes libertam mondxido de azoto e varios radicais de oxigénio
durante uma resposta imunoldgica crdénica. Também existem fontes exégenas de ROS
gue incluem drogas e toxinas ambientais, fumo de cigarro, radiacdo UV, choque
térmico e poluentes do ar (Clinton 1998). Estas espécies também sdo produzidas em
determinadas situacdes fisiopatoldgicas como apds a ingestdo de dieta rica em acidos
gordos polinsaturados, inflamacdo, isquemia/reperfusdo, entre outras. (Halliwell
1994).

Em condicdes fisioldgicas normais a producdo de ROS é bem controlada (Jacob
et al. 1996). Em condi¢cOes de stresse ha um desacoplamento do fluxo de eletrdes
através da cadeia respiratéria, o que pode conduzir a formacdo de ROS de forma
desequilibrada (Pietta 2000).

O organismo tem varios mecanismos de defesa antioxidante contra ROS:

- enzimas (catalase, superdxido dismutase (SOD), glutationa dismutase,
glutationa peroxidase);

- moléculas enddgenas que podem funcionar como antioxidantes (acido urico,
glutationa, transferrina, ferritina, albumina, proteinas que tenham grupos —SH e
bilirrubina entre outras);

- algumas vitaminas (4cido L-ascérbico e a-tocoferol) e carotendides (Pietta
2000; Fernandez-Panchon et al. 2008).

Quando os radicais livres sdao produzidos em excesso ou nao sao neutralizados
pelos enzimas antioxidantes enddgenos habituais (Jacob et al. 1996), as ROS, dada a
elevada capacidade reativa que as caracteriza, reagem com moléculas biolégicas como
o DNA, proteinas de tecidos e de enzimas, lipidos das membranas celulares e hidratos
de carbono, induzindo oxidagdes que causam dano nas membranas celulares,
modificacdes em proteinas (incluindo enzimas) e dano no DNA (Pietta 2000). Este
stresse oxidativo gerado destes desequilibrios, que vao desde a sobreproducdao de ROS
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até ao défice de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Valko et al. 2007), pode
levar ao desenvolvimento de patologias como o cancro, arteriosclerose, dano da
mucosa gastrica, processos degenerativos de envelhecimento (Halliwell et al. 1990),
inflamagdo ou a cancro (Nordberg et al. 2001). Ha ligacdo dos ROS/espécies reativas de
nitrogénio (RNS) ainda a patogéneses como doencas cardiovasculares, hipertensao,
lesdo por isquémia/reperfusdo, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas
(doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson) e a artrite reumatoide (Valko et al.
2007). Pela associacdo das espécies reativas de oxigénio ao cancro e doencas
cardiovasculares, os antioxidantes tém sido considerados uma via promissora para a
prevencdo e tratamento destas doencas, especialmente tendo em conta as liga¢Oes
observadas entre dietas ricas em frutas e vegetais (e provavelmente antioxidantes) e
diminuicdo dos riscos para o cancro (Seifried et al. 2007)

Porque os mecanismos de defesa antioxidante nos humanos podem nao ser
suficientes e eficientes, a ingestdo de antioxidantes exdgenos, por via alimentar, torna-
se indispensavel para combater o excesso de ROS (Jacob et al. 1996). Na dieta
encontram-se antioxidantes como a vitamina C, vitamina E e carotendides, que
reduzem o risco de desenvolvimento de determinadas doencas (Jacob et al. 1996), mas
também compostos fendlicos de vegetais, frutos, cha e vinho, por exemplo (Crozier et
al. 2009).

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes protegendo os tecidos
humanos contra o stresse oxidativo e patologias associadas a essa condicdo (Biesalski
2007), tendo sido reconhecidos como antioxidantes potentes através da capacidade de
captacdo e aprisionamento dos radicais livres e sequestro de agentes oxidantes,
conseguindo ter maior capacidade antioxidante que as vitamina C e E (Rice-Evans et al.
1997; Scalbert et al. 2005). Devido a sua estrutura quimica, os grupos fendlicos podem
aceitar um eletrdao ou um protao formando-se radicais fendlicos relativamente estaveis
impedindo as reagbes de oxidagdao em cadeia nos compartimentos celulares (Scalbert
et al. 2005) mas também podem alterar a expressdao dos multiplos genes que
codificam as enzimas com fungdo antioxidante e mudanga de sinalizagdo celular
(Markovic et al. 2012).

Um mecanismo de atuacdo alternativo pode ser relacionado com a
possibilidade dos compostos fendlicos presentes na dieta poderem aumentar o
potencial das defesas enddégenas antioxidantes e assim modular o estado redox
celular, tanto em condi¢gGes normais como durante processos fisiopatoldgicos (Rahman
et al. 2006).

A composi¢do quimica, em conjunto com os estudos realizados in vivo e in vitro,
sugerem um papel relevante do didspiro na protecdo contra os radicais livres e na
prevencdo de doengas em humanos (Gorinstein et al. 1998; Giordani et al. 2011;
Direito et al. 2017).
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Em resumo, a procura de antioxidantes naturais tem aumentado (Yu et al.
2002) resultado da necessidade de incrementar a capacidade antioxidante enddgena
via ingestdo de alimentos ricos em compostos antioxidantes, com o objetivo de anular
ou diminuir um dos fatores de risco no desenvolvimento de doengas cronicas.

O papel relevante do didspiro na protecdo contra os radicais livres tem sido
demonstrado em estudos in vitro e in vivo nos ultimos anos (Giordani et al. 2011;
Heras et al. 2017). O elevado potencial antioxidante dos acidos fendlicos foi verificado
por varios autores (Jung et al. 2005; Park et al. 2008).

Gu et al, utilizou o método HPLC acoplado com espectrometria de massa com
ionizacdo por electospray (ESI-MS) para determinar as fragcdes de taninos condensados
(ou proantocianidinas, PAs) de elevado peso molecular que constituem o didspiro (Gu
et al. 2008). Este autor referiu que a atividade antioxidante das fracdes de taninos de
elevado peso molecular é significativamente maior do que a da fracdo de taninos de
baixo peso molecular e do que das proantocianidinas das sementes das uvas, pelo que
considerou que os taninos condensados de elevado peso molecular sdo o antioxidante
mais importante na polpa do didspiro (Gu et al. 2008), sendo o teor mais elevado em
proantocianidinas nas variedades adstringentes estudadas por Suzuki et al. (Suzuki et
al. 2005).

Existem poucos estudos das atividades bioativas no didspiro, especialmente
dos didspiros adstringentes pelo que Chen e colaboradores pesquisaram a atividade de
captacao dos radicais livres, do didéspiro Mopan, através dos métodos de captacdo de
radicais: DPPH (1,1-diphenyl-2-picrydrazy) e ABTS (2,2"-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) (Chen et al. 2008). Determinaram também o
contributo dos compostos fendlicos totais e individuais (catequina, epicatequina,
epigalhocatequina, acido clorogénico, acido cafeico e acido galhico) na atividade
antioxidante apresentada pelo didspiro Mopan (Chen et al. 2008). Os resultados foram
comparados com os resultados obtidos para a mag3, a uva e o tomate, frutos usados
como referéncia para comparagdao pois as suas propriedades antioxidantes estdao
muito bem descritas e documentadas (Giovanelli et al. 1999; Leong et al. 2002; Matito
et al. 2003; Hagen et al. 2007; Orak 2007; Chen et al. 2008).

Os resultados obtidos neste estudo descrevem que a atividade antioxidante
medida para o didéspiro Mopan foi significativamente maior do que a dos frutos
utilizados como referéncia. O acido gdlhico mostrou a maior atividade antioxidante de
entre os 6 tipos de fendis testados e o seu conteddo é o maior de entre os 6 medidos
no diéspiro Mopan, presumivelmente sendo o responsavel pela capacidade
antioxidante superior do didspiro quando comparada com a macga, uva e tomate. O
conteudo dos 6 tipos de fendis catequina, epicatequina, epigalhocatequina, acido
clorogénico, dacido cafeico e 4cido galhico mostrou estar significativamente
correlacionado com a atividade de captacao de radicais livres dos 4 frutos, contudo o
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conteudo total dos 6 fendis ndo representa mais do 20% do total de fendis no didspiro
Mopan.

Embora muitos outros compostos naturais, incluindo carotendides, vitamina E,
e vitamina C, possam também contribuir para a atividade antioxidante dos frutos e
vegetais, os resultados apresentados por Chen et al. sugerem que os compostos
fendlicos totais sdo os principais responsaveis pelas atividades antioxidantes
observadas (Chen et al. 2008). Esta ideia estd de acordo com o j& evidenciado em
estudos prévios (Kaur et al. 2002) que mostraram que os compostos fenélicos podem
contribuir principalmente para a atividade de captacdo de radicais livres, destes
extratos de frutas e vegetais (Tabela i. 2) (Kaur et al. 2002; Chen et al. 2008).

Tabela i. 2 - O conteido de compostos fendlicos individuais e sua contribuicao
individual para a atividade antioxidante, que foram calculados com base nas
atividades de eliminagdo de radicais DPPH dos 6 tipos de compostos fendlicos nos 4
frutos testados. Adaptada de (Chen et al. 2008).

Didspiro Uvas Macgas Tomate

1) 2) 1) 2) 1) 2) 1) 2)

C 581+0,12 22,021 | 16,04+0,94 60,795 | 497+0,49 18,837 | 3,11+0,15 11,788
EC |061+£0,023 3,009 |5,79+0,230 28,56 | 3,42+0,14 16,87 ND 0
EGC | 0,28+0,02 0,883 |091+0,051 2,869 | 2,21+0,16 6,967 | 6,29+0,45 19,828
AG | 19,11+0,61 259,033 | 563+0,17 76,314 | 095+0,03 12,877 |3,01+0,18 40,8
ACH | 3,67+0,07 14,713 | 1,20+0,02 4,811 | 1454+0,71 58,291 | 1,90+0,06 7,617
AC 2,83 £0,07 28,32 ND 0 1,38+0,03 13,81 | 1,02+0,02 10,207
Total 32,31 327,979 29,57 173,35 27,47 127,651 15,33 90,27

Legenda: 1) contelido em composto(s) fendlico(s) (mg/100g peso seco); 2) atividade antioxidante (eq.
Trolox x10™® mmol/100g peso seco). Catequina (C), epicatequina (EC), epigalhocatequina (EGC), acido
clorogénico (ACH), acido cafeico (AC) e acido galhico (AG).

Estudos in vivo em que se adicionou diéspiro (o fruto total e ndo apenas uma
parte dele) a alimentacdo de ratos submetidos a uma dieta rica em colesterol
(Gorinstein et al. 2000; Park et al. 2008) mostraram que o didspiro conseguiu
contrariar, em parte, o decréscimo da atividade antioxidante do plasma promovido
pela dieta rica em colesterol (Park et al. 2008). Os compostos bioativos do didspiro
responsaveis por este efeito foram descritos como sendo os compostos fendlicos
totais (Park et al. 2008).

Os compostos fendlicos do didspiro sao 20 vezes mais potentes in vitro do que
o classico antioxidante, vitamina E (Uchida et al. 1990). O elevado potencial
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antioxidante dos acidos fendlicos foi verificado por varios autores (Jung et al. 2005;
Park et al. 2008).

Indubitavelmente, sdo indispensaveis mais estudos para o melhor
esclarecimento da acdo dos ROS nas func¢des celulares, em diferentes tipos de células,
e o impacto na patologia dos diferentes estados da doenca inflamatéria (Rahman et al.
2006), tal como devem continuar os esforcos para a identificacdo de antioxidantes
novos e mais eficazes que possam ser usados estrategicamente na prevencdo e ajuda
terapéutica (Rahman et al. 2006; Figueira et al. 2014)

Uma vez que os antioxidantes fisiologicamente eliminam espécies reativas de
oxigénio e azoto por transferéncia do atomo de hidrogénio, os métodos de
transferéncia de dtomo de hidrogénio sdo considerados como fisiologicamente mais
relevantes.

A avaliacdo da atividade antioxidante de um alimento pode basear-se na
avaliacdo de mecanismos relativos ao resgate de espécies reativas de oxigénio e de

azoto entre outos. As ROS e RNS sdo principalmente os radicais peroxilo (ROO'),
hidroxilo (OH.), singuleto de oxigénio (102), anido superoxido (02°) e de mondxido de

azoto (NO.).

Os métodos mais usados na avaliacdo da capacidade antioxidante (CAO) nos
frutos em geral, incluem ensaios capazes de avaliar a capacidade de resgate de radicais

ROO° como o ensaio ORAC (Capacidade de absorcdao do radical oxigénio) que avalia a
atividade de eliminagdo de radicais da amostra contra os radicais peroxil, que
fisiologicamente sdao os mais importantes, métodos como a técnica de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR) (do inglés electron paramagnetic resonance) que
medem a capacidade de inibicio e resgate do radical *OH, ensaios FRAP (do inglés
Ferric Reducing Antioxidant Power) que mede o poder de redugao do ido ferro, ensaios
TRAP (do inglés - Trapping Antioxidant. Parameter) que avaliam a capacidade
antioxidante de uma amostra e, ainda, técnicas que possibilitam uma avaliagdo

capacidade de inibi¢do da oxidagdao de LDL, por radicais ROO., entre outros. O método
HORAC mede a atividade de metalo-quelante de antioxidantes sob as condigdes de
reacdes Fenton-like e, consequentemente, a capacidade de proteger contra a
formacao de radicais hidroxilo. Os métodos escolhidos abarcam diferentes aspetos da
acdo antioxidante e ddao uma visdo abrangente sobre o potencial antioxidante do
extrato investigado. Isto é importante, uma vez que é recomendado o uso de mais do
gue um ensaio de atividade antioxidante para o entendimento detalhado dos
principios das propriedades antioxidantes dos antioxidantes (Ciz et al. 2010).
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A avaliacdo das propriedades antioxidantes dos compostos, nomeadamente,
dos flavondides podem ser realizados in vitro em sistemas nao celulares ou celulares.
Quando os estudos sdo realizados em sistemas celulares, isto permite a previsdo da
atividade de flavondides num ambiente que se assemelha mais as condi¢Oes
fisiolégicas, ou seja, o seu efeito na modulagao do fendmeno da explosdo oxidativa
(Ribeiro et al. 2015). Recentemente, investigadores da Universidade do Porto
estudaram a modulacdo da explosdo oxidativa em neutrdéfilos humanos por diversos
flavondides, nomeadamente a quercetina, um flavonol presente nos frutos de Rubus
idaeus L. (Ribeiro et al. 2013). Os flavondides foram estudados em presenca de
neutréfilos humanos que foram estimulados com forbol-12-miristato-13-acetato, e
para a avaliacdo das ROS libertadas foram usadas técnicas de fluorescéncia e de
guimioluminescéncia (Ribeiro et al. 2013). Segundo Ribeiro et al. (Ribeiro et al. 2013)
todos os flavondides testados evidenciaram capacidade de modular a explosdo
oxidativa dos neutrofilos.

A producdo de ROS e de RNS por neutrdfilos pode ser avaliada in vitro por
diversos métodos de detecdo, nomeadamente através de técnicas de fluorescéncia e
guimioluminescéncia (Freitas et al. 2009; Ribeiro et al. 2013). Estudos ex vivo
realizados em neutréfilos humanos com derivados da pirazolona e com paracetamol
evidenciaram a inibicdo da explosdo oxidativa nestas células e o resgate de ROS
libertados (Costa et al. 2006; Freitas et al. 2013).

1.2.2 Atividade Anti-inflamatoria

A inflamagdo é um mecanismo de defesa do sistema imunitario através do qual
o corpo combate infe¢cBes ou agressdes (traumas por agentes fisicos ou quimicos,
corpos estranhos, bactérias, virus e outros agentes patogénicos) (Yoon et al. 2005;
Serhan et al. 2010). Os sintomas clinicos que definem a inflamagdo sdao conhecidos
como rubor, calor, edema e dor (Yoon et al. 2005). O rubor e o edema que ocorrem no
local sdo resultado do aumento do diametro dos vasos sanguineos, aumentando a sua
permeabilidade, para permitir mais infiltracdo de leucécitos e de plasma a partir do
sangue para os tecidos lesionados para combaterem os agentes patogénicos. Esta
reacao é classificada como uma inflamacdo aguda que, sendo autocontrolada,
desaparece e a cura comega (Yoon et al. 2005).

Uma resposta inflamatéria é benéfica quando é autolimitada e envolve a
inibicdo da expressdao de proteinas proé-inflamatdrias, o estimulo de proteinas anti-
inflamatdrias e a inversao das alteragdes vasculares que induzem o processo inicial de
recrutamento de células imunoldgicas (Zhou et al. 2007).
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A regulacdo da resposta inflamatdria aguda é conseguida porque existem
numerosos fatores anti-inflamatdrios que sdo expressos naturalmente. No entanto se,
por qualquer razdo a inflamacdo aguda nao for auto controla, evolui para inflamacao
crénica.

Durante o processo inflamatério as células libertam radicais livres e espécies
reativas de oxigénio e de azoto podendo entrar em stresse oxidativo, provocando
danos celulares. Estes ROS e RNS estao direta e indiretamente envolvidos na
inflamacdo, pois induzem a ativacao de fatores de transcricdo levando a formacdo e
libertacdo de mediadores quimicos como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucinas, que continuam a estimular o processo inflamatério e a producdo de mais
radicais livres. Assim acontece um ciclo com amplificacdo da resposta inflamatoria
(Huang et al. 2004; Boots et al. 2008). Deste modo, de um mecanismo de defesa
benigno pode evoluir-se para doencas inflamatdrias crénicas e a ativacdo inapropriada
ou excessiva, bem como a falha na inativacdo deste mecanismo de defesa, podem ter
efeitos graves na saude humana (Yoon et al. 2005). Esses efeitos resultam em
determinadas doengas ou situagcGes, em que a resposta inflamatéria pode ser
exagerada ou inadequada e mantida sem qualquer beneficio aparente e até com
consequéncias adversas, originando uma inflamacdo crénica (Furst et al. 2007) que
estd na génese de doencas inflamatdrias crdonicas como, por exemplo, a artrite
reumatoide e a colite ulcerosa, entre outras, e pode ser progenitora de progressao dos
tumores, pois promove um microambiente em torno dos tumores que promovendo a
proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo (Coussens et al. 2002) permite a progressao
maligna de células mutadas/transformadas (Yadav et al. 2010).

Em determinadas doencgas ou situagbes, a resposta inflamatéria pode ser
exagerada ou inadequada e mantida sem qualquer beneficio aparente e até com
consequéncias adversas, originando uma inflamagao crénica (Furst et al. 2007).

Como exemplo disso temos a incidéncia e a prevaléncia mundiais das doengas
inflamatdrias intestinais (DII) como, por exemplo, a colite ulcerosa (CU) e a doencga de
Crohn (DC), doengas inflamatérias créonicas que aumentaram drasticamente ao longo
do tempo (Rogler 2009; Molodecky et al. 2012; Burisch et al. 2014), cuja evolucao,
muitas vezes, termina em cancro colorretal.

Do mesmo modo as doencas reumadticas em geral e a artrite reumatoide em
particular aumentam o risco de morte e, especialmente, em condi¢bes inflamatodrias
gue estdo implicadas em complicacdes das doencas inflamatdrias subjacentes,
(Toledano et al. 2012) e cuja prevaléncia tem vindo a aumentar e chega a atingir 1% da
populacdo mundial (Tobdn et al. 2010).

Outras doengas cronicas, como doencas pulmonares e cardiovasculares,
doencas neurolégicas, diabetes e doencas autoimunes, apresentam um mesmo quadro
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de aumento da resposta inflamatdria o qual é, frequentemente, observado numa fase
muito precoce da patologia antes mesmo de ser diagnosticada (Yoon et al. 2005;
Santangelo et al. 2007; Harikumar et al. 2008).

Alguns estilos de vida nas sociedades modernas podem ser considerados
agressivos para o organismo que responde com estados pré-inflamatérios (Esposito et
al. 2006). Habitos alimentares que incluem o consumo de dietas extremamente
caldricas e ricas em acucares, acidos gordos saturados e trans originam um estado pro-
inflamatdrio persistente (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006), em que se verifica
o aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-inflamatdrias, recrutamento de
neutrofilos e stresse oxidativo (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006).

Na resposta inflamatdria aguda hd uma complexa orquestracdo de eventos
envolvendo perda de agua, sais e proteinas do compartimento vascular, ativacdo de
células endoteliais, interacdes de adesdo entre leucécitos e a vasculatura do endotélio,
recrutamento de leucécitos, ativacdo dos macroéfagos dos tecidos, ativacdo de
plaguetas e a sua agregacao, ativacdo do sistema de complemento, sistema de
coagulacdo e fibrinolitico e libertacdo de proteases e oxidantes pelas células
fagocitarias, podendo todos em conjunto ajudar a lidar com o estado de agressao.

Qualquer que seja a agressdo, a primeira resposta in vivo, da resposta
inflamatdria aguda é a adesdo dos neutrdfilos ao endotélio vascular (“marginacdo”). A
reversao da resposta inflamatoria implica que os leucdcitos sejam removidos por meio
do sistema linfatico ou por apoptose (morte/suicidio celular programada) e que a
resposta inflamatdria aguda em curso termine.

A resposta inflamatdria aguda é exuberante nas primeiras horas ou dias e
depois vai gradualmente diminuindo, a ndo ser que o agente agressor ndao possa ser
eliminado por fagocitose.

A fim de levar a cabo o seu papel na inflama¢dao aguda, os neutrdfilos na
corrente sanguinea detetam primeiramente mediadores quimicos (quimioatratores)
através de recetores da membrana celular. Em seguida, os neutréfilos ligam-se ao
endotélio ativado através de diversas interagcdes envolvendo moléculas de adesdo e
seus recetores. Depois de passar através de vénulas pds-capilares (diapedese), os
neutréfilos migram para locais de inflamag¢dao que reconhecem como alvo, fagocitam-
no e finalmente, destroem-no. Eventualmente, os neutrdfilos que participam na
inflamacao aguda devem ser removidos do local da inflamagdo quando a inflamacgao
esta resolvida (Serhan et al. 2010).

Varios eventos intravasculares estao envolvidos no desencadeamento desta
resposta. A primeira mudancga é a ativacao de células endoteliais da zona lesada, por
mediadores inflamatdrios produzidos localmente, entre os quais as citocinas IL-1 e
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TNF-a. Ativadas, estas células expressam moléculas de adesao para leucécitos, como a
selectina-P e -E, integrinas e as VCAM-1 e as ICAM-1 e ICAM-2 (Serhan et al. 2010).
Células endoteliais ativadas também atuam na producdo e libertacdo de citocinas e
guimiocinas que vdo quimiotaticamente atrair e ativar células polimorfonucleares
(PMNs) para que estas adiram ao endotélio antes da sua transmigracdo para dentro do
compartimento extravascular (Serhan et al. 2010).

Um segundo evento é a abertura reversivel das juncdes apertadas (tight
junctions) das células endoteliais, o que permite a saida de proteinas e fluidos dos
vasos para os tecidos. (Serhan et al. 2010).

Outros mecanismos que contribuem para o processo inflamatério incluem a
producdo de uma variedade de citocinas (Hogan et al. 2008), libertacdo de mediadores
lipidicos pro-inflamatdrios, como os leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) e prostaglandinas
(PGE2) (Cruvinel et al. 2010).

Os mediadores da resposta inflamatdria sdo variados e derivam de precursores
plasmaticos e celulares, podendo ser classificados de acordo com suas propriedades
bioquimicas. Entre os varios mediadores da resposta inflamatéria, incluem-se: aminas
vasoativas, peptideos vasoativos, quimiocinas e enzimas proteoliticas, mediadores
soltveis da inflamacdo derivados de componentes plasmaticos (bradicina, sistema do
complemento, mediadores da coagulacdao), mediadores soliveis da inflamacdo
derivados de células (maioritariamente PMNSs) tais como a histamina, mondxido de
azoto, eicosandides derivados do acido araquidoénico (leucotrienos e prostaglandinas),
citocinas (TNF-a, IFN-y) e variadas interleucinas como a IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
13 e espécies reativas de oxigénio e azoto (anido superoxido, radical hidroxilo,
peréxido de hidrogénio, mondxido de azoto e peroxinitrito).

Os eicosandides estao envolvidos na modulagdo da intensidade e duragao da
resposta inflamatdria (Lewis et al. 1990; Tilley et al. 2001), sendo o seu precursor
principal o acido araquidoénico (AA) que existe em quantidade relativamente elevada
nos fosfolipidos de membrana das células envolvidas na inflamacgao (Levy et al. 2001;
Gewirtz et al. 2002; Vachier et al. 2002; Serhan et al. 2003) e ¢é libertado pela a¢do da
fosfolipase A2 e entdo metabolizado. Quando a via de metabolizacdo é a da
ciclooxigenase (COX), ha a formacao de prostandides como as prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs). Estas sao substancias muito potentes mesmo estando em
concentragcdes muito baixas, mas com uma meia-vida muito curta (menor que 1
minuto), sendo degradados rapidamente a metabolitos com fraca ou nenhuma
atividade (Konig et al. 1997). As prostaglandinas compreendem muitos subtipos, que
possuem diferentes funcGes. A prostaglandina E (PGE) tem sido amplamente
investigada, em funcdo do seu papel como imunomoduladora. Entre os tromboxanos,
apenas o tromboxano A (TXA) é ativo. Todos metabolitos formados a partir de acido
araquidonico recebem um sufixo “2” (PGE2, TXA2, PCI2) enquanto que os oriundos do
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acido eicosapentaendico (EPA) recebem o sufixo “3” (PGE3, TXA3, PCI3) (Fig. i. 5)
(Calder 2010).

Uma outra via de formagao de eicosanodides é a via da lipooxigenase, a qual
leva a sintese de leucotrienos.

Por exemplo, a PGE, aumenta a permeabilidade vascular, a vasodilatacdo, o
fluxo de sangue e pirexia do local, e potencia a dor causada por outros agentes. Além
disso, promove a producdo de certas metaloproteinases de matriz que podem causar
danos e destruicao local de tecido (p. ex., no osso na artrite reumatoide) (Tabela i. 3)
(Calder et al. 2013).

Embora seja geralmente considerado que os eicosandides derivados do AA sdo
pro-inflamatérios (Calder 2009) a PGE,, por exemplo, inibe a producdo de duas das
classicas citocinas pré-inflamatorias, o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina
(IL-1) (Calder 2009).

Resolvinas sdo uma familia de mediadores lipidicos produzidos a partir do acido
eicosapentaendico e o acido docoso-hexaendico (DHA). As protetinas sdo produzidas a
partir de DHA. A sintese de resolvinas e protetinas envolve as vias da COX e da LOX
(Serhan et al. 2000; Serhan et al. 2000; Serhan et al. 2002; Serhan et al. 2008). As
resolvinas e protetinas mostraram ser anti-inflamatdrias e ajudar na resolugdo da
inflamacdo em estudos in vitro e em modelos animais de inflamacdo nomeadamente
em artrite (Lima-Garcia et al. 2011), colite (Arita et al. 2005) e asma (Aoki et al. 2008;
Haworth et al. 2008).

Arachidonic acid .. EPA DHA
CcOoX 5-LOXN\ COX & LOX COX & LOX
2-series PGs 4-series LTs 3-series PGs 5-series LTs E-seriesresolvins D-series resolvins
& protectins
High pro-inflammatory Low pro-inflammatory Anti-inflammatory
potential potential & inflammation resolving

Figurai. 5 - Visao geral de sintese e acdes de mediadores lipidicos produzidos a partir
do acido araquiddnico, EPA e DHA. COX, ciclooxigenase; LOX, lipooxigenase; LT,
leucotrieno; PG, prostaglandina. Adaptado de (Calder 2010).
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Tabela i. 3 - Papéis dos mediadores lipidicos nos passos da inflamagdao. Adaptada de

(Serhan et al. 2010).

Accio

Mediadores lipidicos
envolvidos

Vasoconstrigio

Vasodilatagio (eritema)

Edema (inchago)

Quimiotaxia, adesio de
leucocitos

Aumento da permeabilidade
vascular

Dor e hiperalgesia
Calor local e tebre sistémica
Troca de classe de

eicosanoides

Estimulo de resolucgio

PGF2o. TxA2, LTC4. LTE4

PGI2. PGE2, PGD2. LXA4,
LXB4, LTB4

PGE,. LTB,. LTC,. LTD,.
LTE,

LTB,. HETE. LXA, LXB,

LTC,. LTD,. LTE,
PGE,. PGL. LTB,
PGE,. PGL. LXA,
PGE,. PGD,

Lipoxinas. resolvinas e

protectinas

Em contraste com as acbes anti-inflamatdrias de acidos gordos n-3, os acidos
gordos saturados parecem promover a inflamacdo, reduzindo a ativacdo do NF-kB e
aumentando a expressao dos genes inflamatérios. Estudos em humanos demonstram
que os acidos gordos trans sdo pro-inflamatérios, talvez até mais do que acidos gordos
saturados. Estas consideracOes estabelecem que os acidos gordos trans e saturados
promovem maiores respostas inflamatdrias e que os acidos gordos n-3 sdo anti-
inflamatdrios. Os multiplos mecanismos envolvidos na interagdo de acidos gordos com
células inflamatdrias criam um quadro complexo. Atualmente, estes multiplos
mecanismos de agao nao estdo completamente integrados, mas parece provavel que
as alteragdes na composicao da membrana celular seja um evento chave uma vez que
tais alteragcdes podem influenciar os perfis de mediadores lipidicos, a fun¢do do
recetor de membrana e os processos de sinalizacao celular (Calder et al. 2013).

As espécies reativas de oxigénio e azoto produzidas durante o processo
inflamatdrio conduzem a um fendmeno de stresse oxidativo, provocando lesao celular.
Estas espécies reativas estdo direta e indiretamente envolvidas na inflamagdo pois
induzem a ativacdo de fatores de transcricdo levando a formacdo e libertagdo de
mediadores quimicos como o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e interleucinas, que
continuam a estimular o processo inflamatério e a produgdo de mais espécies reativas,
levando a um ciclo com amplificacdo da resposta inflamatdria. Se a inflamagdo pode
estar na origem do stresse oxidativo, muitos estudos evidenciam que este pode
também induzir a inflamagdo, criando-se assim uma dependéncia inter-relacionada
(Huang et al. 2004; Boots et al. 2008).
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As espécies reativas de oxigénio tém um papel importante no funcionamento
adequado da resposta imune inata, na ativacdao da resposta imunitaria adaptativa, bem
como na regulacdo negativa de inflamacdo e na atividade do sistema imunitdrio. A
desregulacdo de fungdes do sistema imunoldgico pode levar a doencas caracterizadas
por inflamacdo, onde se incluem doencas crénicas. As acdes dos ROS foram implicadas
em doencgas, incluindo diabetes, doenca de Alzheimer e outras doencas
neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, cancro, particularmente num ambiente
em que a geracdo de ROS ou a destoxificacdo se tornou desequilibrada (Seifried et al.
2007).

Durante a resposta inicial a invasdo por um agente patogénico, a ativacao da
resposta imune inata, caracterizada pela geracdo de ROS dentro de células fagociticas,
tais como macréfagos e neutréfilos, € um acontecimento critico na iniciacdo de
fagocitose e subsequente destruicdo desses microrganismos (Bogdan et al. 2000;
Droge 2002). Na producdo de niveis elevados de anides superdxido e de perdxido de
hidrogénio por NADPH-oxidase, a explosdo oxidativa (burst oxidativo) é necessario
para a destruicao de agentes patogénicos (Segal et al. 2000).

A explosdo oxidativa dos neutréfilos é caracterizada pela producdo macica de
ROS num ambiente inflamatdrio e desempenha um papel fundamental na defesa
contra agentes patogénicos ambientais. Num ambiente inflamatdrio, os neutrdfilos e
macrofagos ativados produzem grandes quantidades de radical superdxido e outros
ROS através da isoforma fagocitica de NAD(P)H oxidase (Keisari et al. 1983).
Neutrofilos e macréfagos ativados produzem também oxigénio singleto através de
reacOes envolvendo a NAD(P)H oxidase ou a mieloperoxidase (Valko et al. 2007).

A explosdo oxidativa é uma das maiores armas do nosso organismo contra
microrganismos invasores. Existem evidéncias que sugerem que determinados
compostos podem regular a producdao de espécies reativas de oxigénio pelas células
humanas (Bochkov et al. 2017). A modulagao da explosdo oxidativa dos neutrofilos
pode revelar-se util a prevenir ou minimizar os efeitos nefastos de processos
inflamatdrios ndo controlados ou sustentados (Ribeiro et al. 2013).

Também foram desenvolvidos mecanismos de sinalizagcdo que utilizam ROS
para iniciar os processos que permitem que as células sobrevivam a exposicdo ao
stresse oxidativo dentro de certos limites de tolerancia, mas também quando o stresse
e dano se tornam muito grandes, para garantir a morte celular. Como estas vias sao
iniciadas e controladas por ROS s3ao consideradas o cerne da sinalizagao redox e da
resposta oxidativa (Soberman 2003).

Um grande numero de fungdes fisioldgicas é controlado por vias de sinalizagao
redox, como por exemplo: i) producao redox regulada de NO; (ii) a producdo de ROS
pela NAD(P)H oxidase fagocitica (burst oxidativo); (iii) produ¢cdo de ROS por NAD(P)H
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oxidases nas células ndo fagociticas; (iv) regulacdo do ténus vascular e outras func¢des
reguladoras de NO; (v) a producdo de ROS como um sensor para alteracles da
concentracdo de oxigénio; (vi) a regulacdo redox de adesdo celular; (vii) a regulacado
redox de respostas imunitarias; (viii) apoptose induzida por ROS e outros mecanismos.
O NO é gerado em tecidos bioldgicos por sintases especificas de mondxido de azoto
(NOSs) que existem em trés isoformas, NOS neuronal (nNOS), NOS indutivel (iNOS) e
NOS endotelial (eNOS) (Bredt et al. 1991; Lamas et al. 1992; Xie et al. 1992). Muitos
tecidos expressam uma ou mais destas isoformas. Enquanto que a nNOS e eNOS estdo
constitutivamente expressas e a sua atividade é regulada pela concentracdo de calcio
intracelular (Levy et al. 2001; Gewirtz et al. 2002; Vachier et al. 2002; Serhan et al.
2003). A iNOS é indutivamente expressa em macrofagos apds estimulacdo por
lipopolissacarideos, citocinas e outras substancias. A expressdo de iNOS é regulada ao
nivel da transcricdo e pds-transcricdo por vias de sinalizacdo envolvendo a transcricdo
do fator de transcricdo NF-kB (nuclear factor-kappa B), ou proteinas cinase ativadas
por mitogénios (MAPKs) (Valko et al. 2007).

Os ROS produzidos durante um processo inflamatério desempenham um papel
chave no reforco da inflamacgdo através da ativacdo de fatores de transcricdo como o
NF-kB e a AP-1 (activator protein 1) e da acetilacdo e desacetilacdo das histonas
nucleares, factores de transcricdo ja identificados como tendo uma importancia crucial
no desenvolvimento de varias doencas inflamatdrias (Rahman et al. 2006).

A ativacdo do NF-kB é um elemento central na imunidade levando a expressao
de variados tipos de células e expressdo de genes que respondem a estimulos
especificos. Para além disso, a ativacdo e proliferacdo dos linfécitos T é fortemente
dependente do potencial redox do microambiente extracelular. A diferenciacdo de
linfécitos T para Thl, Th2 e linfécitos T reguladores parece depender também da
ativacdo de cascatas de sinalizagdao redox-sensiveis (Gostner et al. 2013).

Os neutrofilos constituem a primeira linha da imunidade inata nos seres
humanos. Utilizam vdrias estratégias para isolar e eliminar os microrganismos, tais
como fagocitose, desgranulacdo, e a formacdo de armadilhas extracelulares (NETs).
Tem sido bem documentado, que a producdo de espécies reativas de oxigénio e azoto
(ROS e RNS) é essencial no ciclo de vida de um fagécito polimorfonuclear. Estes
compostos, devido a elevada reatividade atuam como poderosos fatores
antimicrobianos no processo de eliminagao de patogénios e podem também modular
a resposta imunoldgica. Por outro lado, a quantidade excessiva de espécies reativas
pode ter um efeito prejudicial sobre os tecidos do hospedeiro e sendo que varios
marcadores de stresse oxidativo sdao detetdveis em muitas doengas, mostrando a
importancia da manutengdo do equilibrio entre a formacdo e a remogdo de ROS/RNS
(Manda-Handzlik et al. 2015). Em condicGes patoldgicas, grandes concentragcbes de
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ROS/RNS podem levar a mudancgas permanentes na transdugdo de sinal e expressdo
genética (Valko et al. 2007).

A maioria das células tem demonstrado potencial para desenvolvimento de
uma pequena explosao oxidativa produzindo baixas concentragdes de ROS quando sao
estimuladas por variadas citocinas, fatores de crescimento e hormonas (Thannickal et
al. 2000) sendo que as citocinas sdo dos fatores mais diretamente envolvidos na
inducdo da producdo de ROS em células nao fagociticas (Chapple 1997).

Isto levou a hipdtese de que a iniciacdo e/ou funcionamento de vdrias vias de
transducdo de sinal dependem da acdo de ROS como moléculas de sinalizacdo que
podem atuar em diferentes niveis da cascata de transducdo de sinal. Provavelmente, o
efeito mais significativo dos ROS em vias de sinalizacdo foi observado nas vias das
proteinas cinase ativadas por mitogénio (MAPK) (Sun et al. 1996). Os ROS podem,
portanto, desempenhar um papel fisioldgico muito importante como mensageiros
secundarios (Lowenstein et al. 1994), regulando importantes fungdes celulares tais
como a proliferacdo e a morte celular programada (Valko et al. 2007).

Muitos trabalhos suportam a evidéncia de que os antioxidantes alimentares
desempenham um papel importante na prevencdo de muitas doencas humanas
nomeadamente as que tém na sua génese fendmenos oxidativos e ou inflamatérios
(p.ex., cancro, arteriosclerose, acidente vascular cerebral, a artrite reumatoide,
neurodegeneracdo e diabetes) (Fang et al. 2002).

Dado que as espécies reativas estdo implicadas na patogénese de doencas
inflamatdrias crénicas, as interven¢Oes terapéuticas baseadas nos efeitos
antioxidantes dos compostos fendlicos podem ser uma alternativa para o tratamento
ou prevencgao dessas doengas (Rahman et al. 2006).

Os compostos fendlicos medeiam a modulagao da sinalizagao celular sendo por
isso capazes de influenciar varios processos celulares como a sinalizagao, proliferacgao,
apoptose, balanco redox, diferenciagcdo, etc. (Rahman et al. 2006). Entre outros
processos, regulam a ativacdao do NF-kB, a estrutura da cromatina, a biossintese de
glutationa, a ativacdo do fator redox nuclear (NrF2), a captura de ROS diretamente ou
por via da atividade da glutationa peroxidase, e como consequéncia regulam os genes
envolvidos no processo inflamatério (Rahman et al. 2006). Consequentemente, dados
sugerem que os compostos fendlicos da dieta podem funcionar como modificadores
das vias de transduc¢do de sinal para exercer os seus efeitos bioldgicos benéficos
(Rahman et al. 2006; Yokozawa et al. 2014).

A investigacdo sobre os mecanismos de acao destas moléculas elucidaram o
facto de os compostos fendlicos ndao exercerem os seus efeitos apenas como
captadores de radicais livres, mas como podendo modular os processos de sinalizacao
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celular durante a inflamacdo ou podendo eles prdprios servir de agentes sinalizadores
(Aggarwal et al. 2004; Yokozawa et al. 2007).

Um grande numero de estudos entre 2000 e 2016, entre ensaios clinicos e
investigacao experimental elucidaram o potencial anti-inflamatério de flavondides,
atribuindo a sua capacidade de atenuar a inflamacdo ndo sé aos efeitos antioxidantes,
mas também a capacidade de modular vdérias vias de sinalizacdo intracelular como as
do NF-kB, JAK-STATs, AP-1, PPAR, Nrf2 e MAPKs. Apenas entre 2011 e 2015 foram
publicados 126 estudos sobre o potencial anti-inflamatério dos flavondides da dieta e
seus efeitos de modulacdo sobre o processo inflamatério e as vias de sinalizacdo
intracelulares (Chen et al. 2017).

Dados epidemiolégicos e experimentais evidenciam que 0s compostos
fendlicos ingeridos na dieta podem ter atividade anti-inflamatéria, pois mostraram que
as populacdes que consomem alimentos ricos em compostos fendlicos especificos tém
menor incidéncia de doencas inflamatdrias cronicas (Yoon et al. 2005). Estudos in vivo
em modelos animais demonstraram a inibicdo de alguns dos mecanismos de
inflamacdo bem como efeito sobre os mecanismos de iniciagdo tumoral por parte de
varios destes compostos (Yoon et al. 2005). Mesmo o consumo alimentar de pequenas
guantidades de compostos fendlicos teve um efeito significativo na reducdo do
impacto de doencas inflamatdrias cronicas em modelos animais, bem como nas
populagdes que consomem alimentos ricos nesses compostos (Yoon et al. 2005).

Nestes estudos os flavondides da alimentacdo que modulam as vias de
sinalizacdo associadas a inflamagdo, regulando a expressio de mediadores pro-
inflamatdrios. A relacdo entre a estrutura dos flavondides e sua atividade anti-
inflamatdria também é evidenciada, na esperanca de oferecer informagdes Uteis para
o desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatérios baseados em fontes
naturais (Chen et al. 2017).

A investigagGes dos mecanismos de ag¢ao destas moléculas elucidaram o facto
dos compostos fendlicos ndo exercerem, meramente, os seus efeitos como captadores
de radicais livres, mas como podendo modular os processos de sinalizacao celular
durante a inflamacdo ou podendo eles préprios servir de agentes sinalizadores
(Aggarwal et al. 2004).

Os flavondides da dieta tém a capacidade de atenuar a inflamacgao, visando
diferentes vias de sinalizagdo intracelular desencadeadas por NF-kB, AP-1, PPAR, Nrf2 e
MAPKs. A identificacdo das principais caracteristicas estruturais necessarias para a
modulacdo dessas vias relacionadas a inflamacdo (padrdao de hidroxilagdo, dupla
ligacdo C2=C3) tem um papel importante a desempenhar no desenvolvimento de
novos farmacos anti-inflamatérios (Chen et al. 2017).
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Os compostos fendlicos apresentam desta forma um potencial elevado para
utilizacdo farmacolégica no contexto dos seus efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios (Rahman et al. 2006; Figueira et al. 2014). A catequina, por exemplo, foi
identificada como um composto ativo do extrato aquoso do fruto, didspiro, com
atividade anti-inflamatoria alérgica num modelo de inflamagdo alérgica (Kim et al.
2013).

Em termos terapéuticos o acido acetilsalicilico e outros farmacos anti-
inflamatdrios ndo-esteroides (AINEs), hd muito que sdo usados como terapéutica da
inflamacdo (Yoon et al. 2005). Os inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2)
foram desenvolvidos e recomendados para o tratamento da artrite reumatoide (AR) e
da osteoartrite (OA) (Yoon et al. 2005), no entanto podem ter efeitos adversos graves
em determinados doentes (Yoon et al. 2005). Assim, é necessario aparecerem novas
moléculas com efeito terapéutico semelhante mas com menores efeitos secundarios.

Dado que que as abordagens terapéuticas e cirurgicas convencionais ndo foram
capazes de controlar totalmente a incidéncia e a progressdo de muitas doencas
inflamatérias, existe uma necessidade urgente de descobrir substancias mais seguras
como alternativa para a gestao terapéutica dessas doencas (Yoon et al. 2005),

No entanto para além de se pensar em novos tratamentos é de toda a utilidade
usar uma estratégia de prevencdo do desenvolvimento e progressao destas doencas.
Uma das medidas preventivas amplamente recomendada a populacdo prende-se com
o aumento do consumo de frutas e vegetais, naturalmente ricos em compostos
bioativos que podem contribuir para a reducdo do risco de doencas associadas com o
stresse oxidativo, devido a grande variedade de antioxidantes que estes compostos
contém (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006; Parada et al. 2007). Este efeito
antioxidante deve-se principalmente aos compostos fendlicos presentes nestes
alimentos (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006) que, concomitantemente, tém
vindo a demonstrar efeito anti-inflamatério (Impellizzeri et al. 2014; Oliviero et al.
2015; Serra et al. 2018).

Tém sido atribuidas agdes anti-inflamatdrias a alguns compostos fendlicos que
tém vindo a receber uma atengao considerdvel por parte da populagdo em geral e da
comunidade cientifica em particular. 12 das 40 moléculas anti-inflamatérias aprovadas
entre 1983 e 1994 derivaram ou basearam-se em produtos naturais (Cragg et al. 1997).
Existe um grande potencial para que os compostos fendlicos da dieta se tornem a
proxima geracao de fatores dietéticos com efeitos na saude ao nivel do controlo da
inflamacdo, para além dos farmacos sintéticos que ja existem para esse efeito. Estes
compostos podem ainda fornecer um excelente modelo para o desenvolvimento de
compostos quimiopreventivos mais efetivos e seguros no futuro (Yoon et al. 2005).

32



Tém sido observados efeitos de inibicdo dos compostos fendlicos na expressao
da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da producdo de prostandide e metaloproteinase
(Scoditti et al. 2012) conhecidas pelo desempenho de um papel crucial na
angiogénese, um processo patogénico chave associado ndo sé a doencas vasculares
aterosclerdticas e cancro, mas também com doencas articulares inflamatérias crénicas
(Oliviero et al. 2015).

Os compostos fendélicos medeiam a modulacdo da sinalizacdo celular sendo por
isso capazes de influenciar vdrios processos celulares como a sinalizacao, proliferacao,
apoptose, balanco redox, diferenciacdo, etc. (Rahman et al. 2006). Adicionalmente,
modelam a ativacdo do NF-kB, a estrutura da cromatina, a biossintese de glutationa, a
ativacdo do fator redox nuclear (NrF2), a captura de ROS diretamente ou por via da
atividade da glutationa peroxidase e, como consequéncia, regulam os genes
envolvidos na inflamacdo em macréfagos e células epiteliais pulmonares (Rahman et
al. 2006), e os compostos fendlicos da dieta podem funcionar como modificadores das
vias de transducdo de sinal para exercer os seus efeitos bioldgicos benéficos (Rahman
et al. 2006).

A atividade anti-inflamatdria dos compostos ou extratos pode ser determinada
usando modelos animais de inflamac¢do aguda e inflamacdo crénica. Como exemplos
podemos nomear o modelo do edema da pata do rato induzido por carragenina, usado
no estudo de inflamacdo aguda local, modelos de inflamagdo sistémica como, p. ex. os
modelos de choque séptico induzido por lipopolissacarideo (LPS) e de isquémia-
reperfusdo de 6rgdos como coracdo, figado, pulmao ou rim e, finalmente em modelos
de inflamacgdo crénica como sendo os modelos de artrite reumatoide e o modelo de
colite ulcerosa, entre outros (Bendele et al. 1999; Greten et al. 2004; Murch et al.
2006; Sepodes et al. 2006; Bignotto et al. 2009; Alzabin et al. 2011).

1.3 Biodisponibilidade dos compostos fenolicos

Embora seja verdade que a presenca de compostos bioactivos na dieta estdo
ligados aos beneficios acima mencionado, a sua repercussdao na saude humana
depende principalmente do estado bioquimico em que se encontram quando atingem
a corrente sanguinea e consequentemente, os tecidos. O préprio processo digestivo
leva a uma série de mudancas nos macro e micronutrientes condicionando sua
bioacessibilidade e biodisponibilidade final (Parada et al. 2007).

A bioacessibilidade inclui toda a sequéncia de eventos que ocorrem durante a
transformacao digestiva do alimento em material que pode ser assimilado pelo corpo,
a absor¢do/assimilacdo pelas células do epitélio intestinal e, por ultimo, o metabolismo
pré-sistémico (tanto intestinal como hepatico) (Fernandez-Garcia et al. 2009).

33



A biodisponibilidade (que engloba os eventos referentes a biacessibilidade e os
da bioatividade) dos compostos da dieta em geral, e os fitoquimicos em particular,
estd dependente da quantidade consumida, da sua estabilidade digestiva, da sua
libertacdo da matriz alimentar e a eficiéncia da passagem trans-epitelial. O melhor
caminho para determinar os beneficios decorrentes da ingestao de alimentos e da sua
biodisponibilidade, consiste em submeter o produto a digestao gastrointestinal in vivo,
apesar de todos os inconvenientes éticos, médicos, financeiros e periodos longos de
tempo de observacao, especialmente quando se refere a humanos (Heras et al. 2017)

O estudo dos mecanismos de absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e
eliminagao (ADME) é fundamental para compreender os efeitos observados (Manach
et al. 2004; Yoon et al. 2005).

A absorcdo e o metabolismo dos constituintes alimentares que possuem grupos
fendlicos sdo determinados pela estrutura quimica, grau de glicosilacdo/acilagdo,
conjugacao com outros grupos fendlicos, tamanho da molécula, grau de polimerizacdo
dos compostos e sua solubilidade. A grande diversidade deste grupo de compostos e o
facto de existirem em matéria vegetal como uma mistura complexa de compostos
fendlicos, levantam grandes dificuldades ao estudo da biodisponibilidade e efeitos
biolégicos associados (Bravo 1998).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos determina ainda a velocidade e o
grau de absorc¢do intestinal e a natureza dos metabolitos em circulagdo no plasma
(Scalbert et al. 2000). Devido a sua hidrofilia, os flavondides glicosilados penetram a
membrana celular com dificuldade (Chen et al. 2017). Os flavonodides agliconas e
flavonodides glicosilados sdo absorvidos no intestino delgado, contudo sdo rapidamente
transformados em derivados metilados, glucoronidados ou sulfurados (Das et al.
1969).

Muitos flavondides da dieta provaram ser potentes agentes antioxidantes em
modelos in vitro mas é menos provavel que in vivo ocorra uma atividade antioxidante
semelhante. Como ja& mencionado, apdés a ingestdo, os flavondides sofrem
biotransformag¢do no intestino delgado e no figado (deglicosilagdo, oxidacdo,
conjugacao, metilacdo) e também no intestino grosso (clivagem do anel, quebra de
ligacdes duplas, descarboxilagdo). Consequentemente, pouco do flavondide ingerido
pode ser detetado no plasma apds a ingestdo, sendo os seus metabolitos os
predominantes na circulacdo sistémica e nos tecidos. Os metabolitos de flavondides
tém uma capacidade antioxidante mais baixa do que as moléculas ingeridas e, além
disso, alguns deles (metabolitos com fragdo livre de catecol e/ou grupo hidroxilo livre
na posicao C-3) mostraram poder ter efeitos pré-oxidantes (aumento na producdo de
radicais perdxido de hidrogénio e anido superéxido) (Prochazkova et al. 2011), o que
nos leva a pensar que os potenciais efeitos benéficos estardo dependentes das doses
ingeridas.
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Estudos de biodisponibilidade em humanos mostraram que as quantidades de
compostos fendlicos encontrados intactos na urina variam de composto fendlico para
composto fendlico (Scalbert et al. 2000).

Considerando a complexidade dos processos de transformacdo metabdlica e
absorcdo dos compostos fendlicos e os aspetos ainda pouco compreendidos da
biodisponibilidade, continua a ser premente responder a questdes como: que dose de
compostos fendlicos deve ser tomada? Quais as altera¢cdes metabdlicas pds-absorc¢ado
que tornariam os compostos fendlicos mais bioativos? Como a maioria dos estudos
que demonstram os efeitos benéficos dos compostos fendlicos sao in vitro, doses
semelhantes nos animais produzirdo efeitos similares? (Rahman et al. 2006).

As proantocianidinas sdo compostos fendlicos com estruturas poliméricas que
poderdo ser absorvidas, como comprova a detecdo de formas triméricas em soro de
rato (Serra et al. 2010), podem sofrer reacdes de metilacdo, glucoronidacdo e
sulfatacdo (Blade et al. 2010) ou podem ndo ser absorvidas e exercer efeitos locais no
trato gastrintestinal neutralizando compostos oxidantes e carcinogénicos, ou ser
metabolizadas por microrganismos do célon produzindo acidos carboxilicos
hidroxilados (van't Slot et al. 2009).

Durante a digestdo no intestino delgado, as proantocianidinas de elevado peso
molecular, podem formar complexos com proteinas, amido e enzimas digestivas
incluindo pectinase, amilase, lipase, protease e B-galactosidase (Chung et al. 1998),
resultando na formacdo de complexos menos digestiveis. As interacbes sdo do tipo
ligacOes por pontes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, eletrostaticas e covalentes,
originando compostos menos sollveis e a acessibilidade a enzimas também diminui
(Goel et al. 2005). Cerca de 95% das proantocianidinas sdo libertadas da matriz
alimentar pela a¢do de enzimas bacterianas no intestino grosso (Saura-Calixto et al.
2007).

No entanto, acredita-se que as proantocianidinas podem exercer os seus
efeitos bioldgicos de duas maneiras diferentes: (i) como uma estrutura complexa nao
absorvivel, com propriedades de ligacdo que podem produzir efeitos locais no trato
gastrointestinal (antioxidante, eliminacdo de radicais, antimicrobiana, antiviral,
antimutagénica e efeitos antinutricionais), ou (ii) como proantocianidinas absorviveis
(provavelmente de baixo peso molecular) e metabolitos absorviveis a partir da
fermentacdo coldnica de taninos que podem produzir efeitos sistémicos em varios
orgdos (Haslam 1996).

Outros autores sugerem que as proantocianidinas podem exercer as suas
propriedades biolégicas de trés formas diferentes: (i) por complexacdo com ides
metalicos; (ii) por meio de atividades de antioxidantes e eliminacdo de radicais; ou (iii)
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através da sua capacidade para complexar com outras moléculas, incluindo
macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos (Haslam 1996).

Muito pouco se sabe sobre os efeitos biolégicos dos metabolitos microbianos
das proantocianidinas. Esta questdo precisa ser abordada no futuro préximo para se
entender a significancia destes compostos. O seu tempo de permanéncia na circulacao
do ser humano é muito mais longo do que no caso de metabolitos hepaticos derivados
diretamente dos compostos fendlicos de plantas (Seeram et al. 2006). Assim, podem
ter um papel importante na prevencdo das doencas cronicas (Serrano et al. 2009).

Com base nos resultados obtidos, Lee e os colaboradores (2008) sugerem que o
efeito antioxidante das proantocianidinas do didspiro pode ser estimado para um
consumo de cerca de 50g/dia no caso de adultos com peso corporal de 60 Kg (Lee et al.
2008).

2. ARTRITE REUMATOIDE (AR)

Nos paises industrializados, a AR afeta 0,5-1,0% dos adultos, surgindo novos
casos todos os anos, com maior incidéncia nas mulheres e idosos (Scott et al. 2010). E
mais prevalente em individuos com idade entre 40 a 60 anos de idade ou mais velhos,
tendo as mulheres um risco 5 vezes superior aos dos homens de desenvolver a doenca
(Brosseau et al. 2004).

A artrite reumatoide é uma doenca autoimune que causa inflamacdo crénica da
articulacgdo e tecidos envolventes, com infiltracdo de macréfagos e linfocitos T ativados
gue produzem anticorpos, citocinas e quimiocinas (ex: IL-6, IL-10 e LTB) (Bauerova et
al. 2000). E um dos exemplos mais representativos do quadro inflamatério crénico, em
parte desencadeada pela ativagdo dos linfécitos T e libertacdo de citocinas,
interleucinas (ILs) e o fator de necrose tumoral (TNF) (Teixeira 2006). Daqui resulta a
dor e degeneragdo do osso e cartilagem, que podem levar a incapacidade funcional
grave, tempordria ou definitiva, ou mesmo a morte, se em condi¢cdes mais avancadas
da doenga (Teixeira 2006; Furst et al. 2007).

Os tecidos mais afetados sdao a membrana sinovial, a cartilagem e os 0ssos
(Mclnnes et al. 2007), no entanto pode ter implicagGes sistémicas aumentando, por
exemplo, o risco de doenca corondria cardiaca (Sattar et al. 2003). E caracterizada pela
presenca de articulagdes edemaciadas, sensiveis e destruicdo da porc¢ao sinovial das
articulacdes, levando a invalidez e mortalidade prematura (Aletaha et al. 2010).

A AR é uma doenca multifatorial, envolvendo fatores ambientais e genéticos
(Tobdn et al. 2010). Deficiéncias, incapacidades e desvantagens associadas a AR
podem ser devastadoras, levando a dor, restricdio de atividade, e diminuicdo da
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gualidade de vida, o que se reflete em aumento de custos no sistema de saude
(despesas de saude) e da sociedade (perda de produtividade devido a morbidade e
diminuicdo da expectativa de vida) (Kobelt et al. 1999).

A AR é caracterizada por sinovite persistente, inflamacdo sistémica e auto-
anticorpos (Scott et al. 2010).

Esta doenca produz uma degeneracdo progressiva do sistema musculo-
esquelético (Kobelt et al. 1999). Os doentes sofrem de dor articular, forca muscular
reduzida e funcao fisica prejudicada (Ekdahl et al. 1992). Uma sindrome caracterizada
por dor, rigidez, e sinovite simétrica (inflamacdo da membrana sinovial) das
articulagdes diartrodiais (articulacbes livremente mdveis, tais como o joelho) que
conduz a destruicdo articular, diminuicdo funcional, e comorbidade substancial nos
sistemas cardiovascular, neuroldgico, e metabdlico (Brennan et al. 2008).

A par da fadiga (Ek et al. 2001; Moreland et al. 2006), a destruicdo de osso e
cartilagem é um dos grandes efeitos da artrite reumatoide, manifestando-se através
de osteopénia, erosdo 6ssea e reducdo do espaco sinovial a observacdo por radiografia
(Plant et al. 1998). Apesar dos mecanismos da destruicdo de osso e cartilagem serem
diferentes, ambos sdo parcialmente dependentes do processo inflamatério (Pettit et
al. 2001; Redlich et al. 2002).

Nas articulagcdes com AR, varias células inflamatorias, incluindo células imunes
inatas (p. ex., mastdcitos, macrofagos, células dendriticas e células NK), células imunes
adaptativas (células T e B), e fibroblastos sinoviais (sinovidcitos tipo fibroblasto) (FLS)
sdo ativados. Estas células interagem umas com as outras através de uma série de
citocinas e/ou contactos célula-a-célula, que conduz a inflamag¢do prolongada,
proliferacdo anormal de fibroblastos sinoviais, e a destruicdo da cartilagem e osso
(Gravallese et al. 2000; Firestein 2003; Mclnnes et al. 2005).

Reconhece-se também que as células do tecido hospedeiro (fibroblastos
sinoviais ativados, condrécitos e osteoclastos) sao envolvidas, mediando a destruicao
da cartilagem e do osso, bem como promover a perpetuacao da inflamagao (Brennan
et al. 2008).

A inflamagdo grave da membrana sinovial (sinovite), onde existe uma elevagao
3-100 vezes de citocinas pré-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1B (IL-1B), e proteina C-reativa (PCR)
(Mclnnes 2001) conduz a sinovite cronica (Brennan et al. 2008).

A inflamagdao crénica da membrana sinovial e as reag¢bes imunitarias
dependentes dos linfocitos B e T, em conjunto com a hiperplasia da membrana
sinovial, levam a formacgao do pannus, um tecido composto por células imunitarias,
vasos sanguineos (angiogénese) e células fibrosas (Mclnnes et al. 2007). A proliferacao
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do pannus ocorre no inicio da doenca e pode ser observada antes da destruicdo da
cartilagem e do osso (Hau et al. 1999). A destruicdo da cartilagem é mediada por
metaloproteases da matriz (MMP) sintetizadas nos macrofagos ativados e nos
fibroblastos estimulados pelas citocinas pré-inflamatarias, (p.ex.: Interleucina-1 e TNF-
a) (Yoshida et al. 1990).

Os condrdcitos passam de um estado anabdlico em que sintetizam matriz, para
um estado catabdlico com a libertacdo de metaloproteases e de citocinas,
nomeadamente IL-1B, [I-17, IL-18 e TNF-a, contribuindo desta forma para a
degradacdo da cartilagem (Fig. i. 6) (Mclnnes et al. 2007).

Os niveis de citocinas em circulacdo refletem a atividade da doenca e o grau de
inflamacdo presente e pode também desempenhar um papel significativo nos efeitos
sistémicos da doenca, tais como a doenca vascular (Sattar et al. 2003) e caquexia
reumatoide (Roubenoff et al. 1994). O desenvolvimento de caquexia reumatoide é
associado ao excesso de producdo de citocinas pré-inflamatérias, em particular fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B) (Walsmith et al. 2004;
Roubenoff 2009).
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Figura i. 6 - Papel das citocinas na inflamagao na artrite reumatoide. Adaptado de
(Choy et al. 2001).

38



Inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2) sdo recomendados para o tratamento da
AR e da osteoartrite (OA) (Yoon et al. 2005). No entanto, alguns tém mostrado efeitos
colaterais inesperados (Yoon et al. 2005).

Com a introducdo dos agentes bioldgicos - caso dos inibidores do TNFa, houve
uma melhoria no progndstico da doenga nomeadamente na perda de funcionalidade
das articulagdes permitindo uma melhor qualidade de vida dos doentes (Klareskog et
al. 2009).

Uma das medidas preventivas amplamente recomendada a popula¢cdo prende-
se com o aumento do consumo de frutas e vegetais devido a grande variedade de
antioxidantes que estes compostos contém, nomeadamente os compostos fendlicos
(Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006).

Na verdade vdrias fontes de evidéncias sugerem que a producdo de radicais
livres no local da inflamacdo pode contribuir decisivamente para a patogénese da
doenca (Mapp et al. 1995; Araujo et al. 1998).

Existe um grande potencial para que os compostos fendlicos da dieta se tornem
a préxima geracdo de fatores dietéticos com efeitos na saude ao nivel do controlo da
inflamacdo (Yoon et al. 2005).

Os custos diretos e indiretos associados aos doentes com AR s3ao muito altos
(Huscher et al. 2006), o que fundamenta a necessidade de implementar medidas
preventivas que levem a uma diminuicdo incidéncia da doenca como, por exemplo,
adocdo de dietas ricas em alimentos que contenham um elevado teor de
antioxidantes.

Uma revisao sistematica sugeriu que ha provas de um efeito protetor de uma
maior ingestdo de frutas e vegetais no desenvolvimento de AR (Pattison et al. 2004).
Estudos in vitro mostraram que efetivamente antioxidantes da dieta suprimem a
libertagdo de citocinas inflamatdrias (Jung et al. 2004; Kowalski et al. 2005; Surh et al.
2005).

2.1 Modelos Experimentais de Artrite /n Vivo

Os modelos de artrite podem ser espontaneos, usando animais geneticamente
modificados, ou induzidos. Nos modelos de indugao de artrite existem pelo menos 4
métodos mais utilizados: artrite induzida por colagénio, por anticorpo anti-colagénio,
por zymosan ou por antigénio.

A artrite induzida por colagénio (CIA) é considerada o gold standard dos
modelos in vivo, devido a sua semelhanca a AR no humano (Asquith et al. 2009).
Normalmente sdo utilizados murganhos DBA/1 e consiste na imunizacdo dos animais
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através da administracdo intradérmica de colagénio tipo Il heterélogo em adjuvante de
Freund completo, o qual irda amplificar a resposta imunitaria pela presenca de
Mycobacterium tuberculosis mortos (Holmdahl et al. 1990; Nandakumar et al. 2007).
Os sinais clinicos aparecem 21-25 dias apds inoculacdo e manifesta-se como uma
poliartrite mais proeminente nos membros com infiltracdo inflamatéria sinovial,
erosdo do osso e da cartilagem e hiperplasia sinovial. Estdo também presentes
linfocitos B e T com a producdo de anticorpos anti-colagénio e células T especificas
para colagénio (Fig. i. 7) (Asquith et al. 2009).
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Figura i. 7 - Diagrama esquematico da inflamagdo e erosdo dssea nas articulagdes
artriticas de ratos do modelo CIA. Os anticorpos anti-Cll produzidos pela imunizagao
de proteina heterdloga e Cll CFA ligam-se ao Cll de cartilagem, e o sistema do
complemento é ativada. C5a, que é um produto de clivagem do componente do
complemento 5, é potentemente quimiotatico para neutréfilos e macréfagos e
modula a expressao de FcgRs. Os anticorpos ligados Cll ativam através C5a os
neutréfilos e macréfagos recrutados. Seguindo FcgR ligadura, estes leucdcitos
ativados segregam materiais e citocinas proé-inflamatérios quimiotaticas, tais como
IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-6, o oxido nitrico (NO), e as prostaglandinas (PGE;), que ativam
macréfagos sinoviais e infiltrando células mononucleares. Em inflamag¢ao em curso,
células T, células B, células dendriticas, macréfagos e sinoviais proliferar e agem em
conjunto para secretar citocinas ao interagir uns com os outros. As MMPs, elastase e
catepsina G degradar a ECM e cartilagem. Os fibroblastos sinoviais e macréfagos
progridem para hiperplasia e a formac¢ao de centros germinais ectépicos ocorrem
algumas vezes, devido as atividades de citocinas, fatores de crescimento e
neoangiogénese. Sob condigGes restritas, tais como os niveis mais baixos de IFN-y e
IL-4 e niveis mais elevados de TGF-B e IL-6, as células Th17 sdo induzidas e a
osteoclastogénese ocorre. Os osteoclastos gerados causam erosao ossea. As células T
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desempenham um papel regulador na sindvia e aumenta ou inibe a inflamagao e a
erosdo Ossea, de acordo com as condigdes prevalecentes. Adaptado de (Cho et al.
2007)

Foi este modelo animal de artrite induzida pelo colagénio o usado neste trabalho.

3. DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL (DII)

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo inflamag¢des gastrointestinais
idiopaticas crénicas que envolvem ulceracdes recorrentes dos intestinos (Pithadia et
al. 2011). DIl, onde se incluem doenca de Crohn (DC) e colite ulcerosa (CU), sdo
doencas gastrointestinais comuns marcadas por inflamacdo crénica do epitélio
intestinal, danificando o tecido mucoso e manifestam-se com vdarios sintomas
intestinais e extraintestinais, principalmente relacionados com stresse oxidativo,
inflamacdo e de autoimunidade (Targan et al. 1995; Fiocchi 1998; Mowat et al. 2011).

A inflamacdo da mucosa intestinal é induzida por fatores ambientais, heranca
genética e imunidade. A imunidade é crucial entre todas. A homeostasia das citocinas
tipo TH1/TH2 é importante na imunidade da mucosa intestinal. Citocinas pro-
inflamatdrias estdo significativamente aumentadas e citocinas anti-inflamatérias estdo
diminuidas na inflamacdo intestinal (Jian et al. 2005).

As DIl podem estar relacionadas com o aumento de permeabilidade do
intestino, permitindo a passagem de agentes patogénicos que, com exposicdo repetida
e contactando diretamente com as células imunitarias desencadeiam uma resposta
adaptativa normal, levando a uma inflamagdo crénica (Strober et al. 2007)

A mortalidade na doenga inflamatdria crénica é baixa (Duricova et al. 2010), o
diagndstico é feito na maior parte dos casos em doentes ainda jovens (Loftus et al.
2002), o que faz prever que a prevaléncia global da DIl continuara a aumentar
substancialmente nas proximas décadas. As razdes definitivas para as crescentes taxas
da DIl sdo em grande parte desconhecidas (Molodecky et al. 2012). Embora a etiologia
de DIl tenha vindo a ser extensivamente estudada nas ultimas décadas (Podolsky
2002), a patogénese da doencga ainda nao esta totalmente compreendida (Jones et al.
2008; Mikhailov et al. 2009). Contudo, esta acordado que o inicio e progressao da DIl
resultam de uma interacao complexa entre predisposicao genética, razdes ambientais,
uma resposta imunoldgica aberrante e um ambiente infecioso (Thoreson et al. 2007;
Wirtz et al. 2007; Mayer 2010). Também sdo referidos outros fatores como tabagismo,
dietas ricas em gordura e acgulcar, uso de certos medicamentos e stresse podem
aumentar a probabilidade do aparecimento da doenca (Danese et al. 2004). A
localizacdo geografica, origem étnica, suscetibilidade genética, condi¢des sanitdrias e
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de higiene, infe¢des microbiolégicas e o sistema imune desregulado e o histérico
familiar sdo fatores que condicionam a inflamacdo da mucosa (Baumgart et al. 2007).

Evidéncias tém sugerido que a DIl é o resultado de uma resposta imunoldgica
anormal a bactérias intestinais em hospedeiros geneticamente suscetiveis (Abraham et
al. 2009).

As lesdes intestinais tipicas do DIl revelam caracteristicas e localizacdo
diferentes, dependendo se é DC ou CU. A DC é uma doenca inflamatdria transmural,
ou seja, afeta todas as camadas da parede do intestino e qualquer localizacdo ao longo
do trato gastrointestinal, da boca ao anus (Wibmer et al. 2010), envolvendo a mucosa,
a submucosa, o tecido muscular e tecido conjuntivo (Mowat et al. 2011). Ao contrario
da CU a doenca de Crohn pode ndo ser continua e deixar partes de tecido saudavel,
entre locais de tecido inflamado (CCFA et al. 2015). A colite ulcerosa é uma inflamacao
cronica, idiopatica da mucosa do célon, que comeca no reto, tipicamente envolve
apenas a mucosa e a submucosa superficial (Podolsky 1991) e geralmente estende-se
em parte ou pela totalidade do cdlon (Ordas et al. 2012). Manifesta-se normalmente
como areas continuas de inflamacdo e ulceracdo, sem os segmentos do tecido normal
(Head et al. 2003). Diarreia com sangue é o sintoma caracteristico da doenca, mas os
doentes apresentam frequentemente dor abdominal, febre, e sinais clinicos de
obstrucdo intestinal ou diarreia com passagem de sangue ou muco, ou ambos
(Baumgart et al. 2012).

A evolucdo clinica é imprevisivel, marcada por periodos de exacerbacdo e
remissdo alternados (Ordas et al. 2012).

Como a doenga de Crohn pode envolver o célon e tem manifestagdes clinicas
comuns com a colite ulcerosa, estas duas doengas tém sido muitas vezes confundidas e
diagnosticadas como doencga inflamatdria do intestino, apesar de serem claramente
entidades fisiopatoldgicas distintas. A colite ulcerosa é a forma mais comum de doenca
inflamatdria do intestino em todo o mundo. Em contraste com a doenga de Crohn, a
colite ulcerosa é uma doenca da mucosa que é menos dada a complicagGes e pode ser
curada por meio de colectomia e, em muitos doentes, é uma doenca moderada
(Solberg et al. 2009).

Tanto a colite ulcerosa como a doenga de Crohn s3o doengas da sociedade
moderna, e sua frequéncia nos paises desenvolvidos tem vindo a aumentar desde
meados do século 20, mas a colite ulcerosa tem uma incidéncia maior (Loftus 2004). A
sua incidéncia tem aumentado nos paises que adotaram um estilo de vida
industrializado o que sugere que fatores ambientais podem ser cruciais no
desencadeamento desta doenca (Ordas et al. 2012).
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A alteragao da permeabilidade do intestino é um dos fatores etioldgicos que
leva a uma resposta inflamatéria descontrolada (Strober et al. 2007)

O fator de necrose tumoral TNF-a estd elevado no sangue (Murch et al. 1991),
nas amostras de fezes (Braegger et al. 1992) e na mucosa (Masuda et al. 1994) de
doentes com colite ulcerosa. Estas descobertas, juntamente com a eficacia do
tratamento com anti-TNF-a para a colite ulcerosa, corroboraram a importancia do
TNF-a na patogénese da doenca (Fig. i. 8) (Ordas et al. 2012).

A sintese de TNF-a leva a producdo de ROS que por sua vez leva a ativacao do
fator nuclear kB (NF-kB), responsavel pela expressdo de diversas citocinas, entre as
guais se encontra o TNF-a, isto leva a uma ciclo vicioso e a perpetuacao da inflamacgao
(Head et al. 2003).
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Figura i. 8 - Fisiopatologia da colite ulcerosa. Adaptado de (Ordas et al. 2012).

TLR = Toll-like receptor. HLA = antigénio leucocitario humano. IL = Interleucina. TNF =
factor de necrose tumoral. NF-kB = factor nuclear-kB. Th = T-helper. NKT = células T
natural killer. CXCL = quimiocina. Treg = células T reguladoras. MAdCAM -1 =
molécula-1 de adesao celular adressina de adesdao da mucosa.

A ativacdo de vias de NF-kB estimula a transcricdo de genes pré-inflamatérios, o
qgue resulta num aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a,
interleucinas 12, 23, 6, e 1B) (Ordas et al. 2012).
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Como é habito nas reacbes inflamatérias, existe libertacdo de espécies
oxidativas. Também na CU a lesdo pode ser causada pelo stresse oxidativo. Esta lesdo
resulta do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e de
antioxidantes, contribuindo para perpetuacdo do dano tecidual e genético que podera,
eventualmente, levar ao desenvolvimento de cancro (Aslan et al. 2011).

Apesar de ja existirem diversos tratamentos para as doencas inflamatérias do
intestino, nenhum deles é 100% eficiente na cura mas tém o objetivo de diminuir a
sintomatologia e provocar remissao. Devido a natureza inflamatéria destas doengas a
maioria dos farmacos utilizados tém como alvos precisamente os mediadores das
cascatas inflamatérias que estdo na origem da Doenca de Crohn e da Colite Ulcerosa.

O tratamento farmacoldgico para a DIl evoluiu do tratamento convencional
com aminosalicilatos, corticosteroides e imunossupressores de baixa seletividade.
Todos estes medicamentos atuam por mecanismos diferentes, mas apresentam a
mesma finalidade, a diminuicdo da resposta inflamatdria ativa (Mowat et al. 2011).
Estas moléculas atuam em diversas moléculas da cascata inflamatéria,
nomeadamente: inibicdo da ciclooxigenase (COX), lipooxigenase (LOX), linfécitos B
(Kozuch et al. 2008), interleucina-1, NF-kB (Egan et al. 1999), na ativacdo do TNF, na
producdo de ROS e sobre o fator ativador das plaguetas (Hanauer 2004). Estes
farmacos sdo também capazes de inibir a quimiotaxia dos macrofagos intestinais e
levar a reducdo de anticorpos das células mononucleares (Whittle et al. 2010).

Sendo farmacos com contraindicacdes pelos seus possiveis efeitos secundarios,
continua a procurar-se novas moléculas anti-inflamatorias eficazes mas com menor
toxicidade para o tratamento de doentes com DIl (Jian et al. 2005).

Nos ultimos tempos tém sido usados uma nova geragdo de produtos
biofarmacéuticos, principalmente anticorpos monoclonais visando o TNF-q,
particularmente nas manifestacdes moderadas a graves da doenga, resistentes as
terapias convencionais. No entanto, existe um risco aumentado para malignidades e
uma perda de resposta terapéutica ao longo do tempo devido a formagdo de
anticorpos (Yadav et al. 2016).

Em resumo, continua a procura de uma abordagem farmacoldgica que
prejudique o desenvolvimento de processos inflamatérios no célon com menor
incidéncia dos efeitos adversos, mas também de estratégias preventivas e/ou
modeladoras dos processos inflamatérios.

Nos ultimos anos, tem-se realgado que alguns alimentos com func¢do nutritiva
fornecem um efeito benéfico para a salde na prevencdo e tratamento de
determinadas doencas (Ortega 2006; Sirtori et al. 2009). Alguns estudos vado surgindo
neste campo tentando esclarecer a mais-valia de alguns alimentos, nomeadamente
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presentes na dieta mediterranica, e o seu efeito na prevencdao ou controlo sobre o
desenvolvimento desta doenga. Um desses exemplos é o azeite extra virgem que foi
testado num modelo de colite crénica. Os resultados mostraram que exerceu um
efeito benéfico notdvel pela modulacdo de citocinas e na reducao da COX-2 e iNOS por
via da diminui¢dao da expressao do p38 MAPK. Muitos destes beneficios sao atribuidos
nao soé ao conteudo elevado de acido oleico mas, sobretudo, aos altos teores de
compostos fendlicos presentes no azeite (Sanchez-Fidalgo et al. 2012).

Varios ensaios clinicos confirmaram a eficacia e tolerabilidade de suplementos
naturais em doentes com DII. Evidéncias crescentes sugerem que estes compostos
naturais realizam o seu efeito protetor sobre a DIl através de numerosos mecanismos
moleculares, incluindo anti-inflamatérios e imunorregulatérios, antioxidante,
modulacdo de vias de transducdo de sinal intracelular, bem como melhoria da
microbiota intestinal (Farzaei et al. 2016).

Varios trabalhos relatam que os alimentos vegetais enriquecidos com
antocianinas desempenham o seu papel protetor na DIl e cancro colorretal (CCR)
induzido por inflamacdo via diferentes vias celulares de transducdo de sinal (Sodagari
et al. 2015; Farzaei et al. 2018). A combinacdo de alimentos enriquecidos com
antocianinas com a medicagdao existente podera ser encarada como novas opgdes
terapéuticas para doentes com DIl. Além disso, ensaios controlados randomizados
(ECRs) bem planeados sdo essenciais para avaliar o papel de alimentos enriquecidos
com antocianinas e de componentes isolados de antocianinas como promissores
agentes dietéticos preventivos e terapéuticos para DIl e para a oncogénese a ela
associada (Farzaei et al. 2018), desde que a sua seguranca e eficacia sejam confirmadas
em futuros ensaios clinicos bem delineados, com uma amostragem adequada (Farzaei
et al. 2016).

Assim, muitos mais alimentos ou extratos fendlicos desses alimentos deverdo
ser estudados com o objetivo de prevencao do aparecimento de doengas,
nomeadamente, das DII.

Com esse objetivo neste trabalho estuda-se o efeito do extrato fendlico de
diéspiro, como antioxidante e anti-inflamatdrio, num modelo animal de CU.

3.1 Modelo Experimental de Colite

Os modelos animais de inflamacgao intestinal sdo indispensdaveis para a nossa
compreensao da patogénese da doenga de Crohn e colite ulcerosa, as duas principais
formas de doenga inflamatéria dos intestinos em humanos. Também a procura de
outras abordagens terapéuticas é crucial para o tratamento de DIl e, para tal, é
importante o uso de modelos animais para mimetizar as caracteristicas da doenca.
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As disfuncdes da barreia epitelial sdo importantes, j& que levam ao
desenvolvimento de inflamacdo intestinal, devido ao contacto que existe entre os
antigénios que passam pelos intestinos e o sistema imunitario adaptativo (Strober et
al. 2007).

A colite pode ser induzida pela administracdo intrarretal dos reagentes acido
2,4,6-tri-nitro-benzeno-sulfénico (TNBS)/oxazolona ou sulfato de sddio dextrano (DSS)
(Morris et al. 1989; Wirtz et al. 2007), que se acredita induzirem uma resposta
mediada por células T contra antigénios proteinas/luminais autélogas modificadas-
hapteno. O etanol é necessario para quebrar a barreira das mucosas, ao passo que
TNBS e oxazolona se acredita que haptenize autdlogos do célon ou proteinas da
microbiota tornando-os imunogénicos para o sistema imunitdrio do hospedeiro
(Neurath et al. 1995).

O TNBS e o DSS induzem quimicamente a inflamagdo intestinal e sdo os
modelos mais utilizados de inducdo quimica de colite, tanto aguda como crénica (Wirtz
et al. 2007). Estes sdo modelos baseados na inflamacao intestinal devido a perturbacdo
da integridade epitelial ou seja, o inicio da doenca deu-se pela deficiéncia na
integridade epitelial/permeabilidade (Fig. i. 9).
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Figura i. 9 - Mecanismo de indugdo e tolerancia no modelo de colite induzida por
acido trinitro-benzeno sulfénico (TNBS). Adaptado de (Strober et al. 1998).

APC = célula apresentadora de antigénio; MAC = macréfago; TNF-a = fator de
necrose tumoral-a.

A gravidade da doencga e o tempo requerido para produzir a lesdo pode variar
entre laboratérios (Murthy 2006). Em geral, a lesdo aguda transmural atinge o ponto
maximo em trés dias a uma semana, apds a instalagdo intracoldnica, o que
gradualmente progride para inflamacgdo crénica durante cerca de oito semanas (Morris
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et al. 1989; Murthy 2006; Qin et al. 2011). Concretamente, o TNBS apresenta uma
infiltracdo de células inflamatdrias dentro de 2 horas apds a administracdo, mas os
sinais tipicos de inflamacdo créonica podem desenvolver-se apds 48 horas (Cheon et al.
2012).

Dado que a colite é amplamente reconhecida como uma doenca mediada por
Th1, os perfis de citocinas na colite com TNBS apoia ainda mais a relevancia do modelo
TNBS para estudar as respostas do sistema imunoldgico relacionadas com a colite (Alex
et al. 2009).

O modelo de colite por TNBS tem sido muito atil para estudar muitos aspetos
importantes da inflamacdo do intestino, incluindo os padrdoes de secrecdo de
citoquinas, os mecanismos de tolerancia oral, a adesdo celular e imunoterapia (Wirtz
et al. 2007).

Para efeitos de avaliacdo de novos agentes terapéuticos, modelos de colite
aguda experimentalmente induzida (por exemplo, DSS ou TNBS) sdo amplamente
usados apesar de se assemelharem somente em alguns aspetos a doenca humana.
Estes modelos indutiveis oferecem a vantagem adicional de custo-eficiéncia e alta
reprodutibilidade (Wirtz et al. 2007).

4, ATIVIDADE ANTICARCINOGENICA

A persisténcia da inflamacdo numa forma crénica gera um ambiente
profundamente modificado que favorece a ocorréncia de células transformadas e a
sua progressdao a cancros malignos (Ognjanovic et al. 2010). A inflamagao crénica é
uma das marcas da maioria dos tumores sdélidos e é uma condi¢do precursora de uma
grande gama de cancros incluindo os do célon, eséfago, estbmago e bexiga
(Ognjanovic et al. 2010). A inflamagao crénica é caracterizada pela atragao persistente
de células imunolégicas que secretam mediadores especificos no local de lesdo
(Ognjanovic et al. 2010). Estes mediadores incluem radicais livres agressores de DNA,
citocinas e quimiocinas que aumentam a proliferacdo celular, estimulam o
desenvolvimento de células estromais, diminuem a apoptose, aumentam a neo-
angiogénese e facilitam a motilidade e invasao celulares (Ognjanovic et al. 2010). As
citocinas sdao produzidas numa larga variedade de formas com sobreposicao dos
efeitos bioldgicos, operando dentro de uma complexa rede de sinalizagdo (Ognjanovic
et al. 2010). De particular importancia no cancro sdo as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6),
TNFa, quimiocinas e seus recetores, bem como os recetores de “death domain family”
(Ognjanovic et al. 2010). Células residentes de locais inflamatdrios adaptam-se
produzindo fatores que aumentam a sua sobrevivéncia (Ognjanovic et al. 2010). Um
desses fatores é a ciclooxigenase-2 (COX-2), que é controlada pela interacdo entre
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proteina supressora de tumor 53 (p53) e o fator nuclear kapa B (NF-kB), dois fatores
com amplos papéis nas respostas inflamatdrias (Ognjanovic et al. 2010). Assim,
segundo o trabalho desenvolvido por Ognjanovic e colega (2010), o cancro pode ser
visto como a consequéncia duma falha na resposta, essencialmente orientada para a
cicatrizacdo de feridas (Ognjanovic et al. 2010). Nesta perspetiva, os mediadores
inflamatdrios oferecem uma gama grande de potenciais alvos para intervencdes
preventivas ou terapéuticas (Ognjanovic et al. 2010).

As paredes do cdlon e reto sdo compostas de varias camadas, incluindo
mucosa, submucosa, muscular propria e serosa. A camada mais intima da parede do
intestino, a mucosa, é composta por uma camada Unica de células epiteliais colunares,
gue produz grande quantidade de muco, sendo assim, denominadas de células
caliciformes. Este é o sitio das primeiras alteracbes genéticas que levam ao
desenvolvimento do cancro (Yeatman 2001).

A mucosa intestinal tem fung¢bes de excrecdo, absorcdo e barreira imunitaria. A
funcdo de barreira da mucosa é levada a cabo por células epiteliais intestinais,
componentes extracelulares e sistema imunitario. Estes componentes podem bloquear
substancias nocivas de entrarem no corpo (Targan et al. 1995; Fiocchi 1998).

A incidéncia e a prevaléncia mundiais das doencas inflamatdrias intestinais (DII)
aumentaram drasticamente ao longo do tempo, evidenciando a sua emergéncia como
doenca crénica global (Molodecky et al. 2012; Burisch et al. 2014). Um dos principais
problemas de saude crénicos em relacdo a DIl é o potencial para a diferenciacdo
celular. A carcinogénese coldnica exemplifica a ligacdo entre a inflamacgdo crénica e a
origem do cancro e tem sido discutida e investigada ha muito tempo. Doentes com
colite ulcerosa e doenga de Crohn tém um risco elevado de desenvolver cancro,
incluindo cancro de célon e cancro de intestino delgado respetivamente (Bernstein et
al. 2001).

O cancro colorretal associado a colite (CAC) é um tumor que se desenvolve no
contexto da inflamagdo crénica e é considerada a complicagdo mais grave da DIl
(Taleban et al. 2016). Os doentes com colite ulcerosa sdo mais propensos a
desenvolver cancro colorretal (CCR) (risco de 20 a 30 vezes) quando comparado com a
populacdo em geral (Romano et al. 2016). O cancro colorrectal em doentes com colite
ulcerosa surge nas dreas de inflamagdo crénica da mucosa, a displasia unifocal ou
multifocal (Mathy et al. 2003).

O CCR comecga normalmente a manifestar-se nas idades compreendidas entre
0s 45 e os 50 anos, mas aumenta progressivamente com a idade, e os homens tém um
maior risco do que as mulheres (Society 2013). Neste tipo de cancro, apenas 5% dos
casos é de origem hereditaria (Labianca et al. 2010).
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Na Europa, surgem cerca de 250 000 novos casos por ano de cancro do célon,
em que aproximadamente 9% s3ao malignos, com maior incidéncia nas zonas
urbanizadas e industrializadas (Labianca et al. 2010).

Sabe-se que uma alimentacdo adequada poderia prevenir entre 70 a 80% de
todos os casos de CCR (Glade 1999). Para além da dieta, a obesidade e a inflamacao
sdo fatores de risco para este tipo de cancro (Bruce et al. 2000). A inducdo de cancro
por inflamacdo pode ser suscetivel a influéncias nutricionais. Assim, componentes
alimentares, podem ser envolvidos na geracdo de espécies reativas de oxigénio, que
podem influenciar as defesas antioxidantes, ou interferir no processo inflamatério. O
consumo de carnes vermelhas, carnes processadas, bebidas alcodlicas (mais de 30 g
diarios de etanol), gordura saturada e acucar sdo fatores que levam ao
desenvolvimento deste tipo de cancro (Cancer et al. 2007). Para além dos riscos
alimentares, o tabagismo, o uso crénico de anti-inflamatdrios ndo esteroides, doencas
colorretais, pré-disposicdo genética e sindrome metabdlico aumentam o risco para o
cancro de célon (Stewart BW 2003).

A metastizacdo é um processo pelo qual o tumor se difunde de um drgao
primario para 6rgaos ou tecidos secundarios (Deryugina et al. 2006). Para que isto
ocorra é necessario que as células cancerigenas passem diversas barreiras fisiologicas
(Chambers et al. 1997), sendo que apenas algumas, menos de 0,1%, tém a capacidade
de superar todos os obstaculos e sobreviver para formar novas coldnias (Stamenkovic
2000). No entanto, como ja mencionado, uma percentagem relevante dos individuos
com cancro apresenta metastizacdo. As metastases definem o tumor maligno e sdo a
principal causa de morte no cancro (Stamenkovic 2000). Ha& varias décadas que a
literatura tem associado as metaloproteases de matriz (MMP) com este fendtipo
maligno (Liotta et al. 1982; Pauli et al. 1983).

4.1 Metaloproteases da Matriz

As metaloproteases da matriz (MMPs) estdo implicadas em determinados
pontos criticos no processo de metastizagdo como no destacamento, na passagem das
células cancerigenas para os vasos sanguineos ou linfaticos (intravasamento) e ainda
no processo inverso, ou seja, a passagem destas células para fora dos vasos sanguineos
ou linfaticos (extravasamento), Fig. i. 10 (Stamenkovic 2000).
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Figurai. 10 - Processo de metastiza¢cdao. Adaptado de (Wirtz et al. 2011).

As MMPs sdo endoproteases dependentes de zinco com capacidade de
degradacdo dos componentes da matriz extracelular (Nagase et al. 1999). As MMPs
tém fungdes cruciais em varios processos fisioldgicos normais, como na degradacdo
fisioldgica da matriz extracelular, por exemplo, na formacdo e remodelacdo de tecidos,
sua reparacao e angiogénese e desenvolvimento de 6rgdo (Shapiro 1998; Page-McCaw
et al. 2007), na regulacdo de processos inflamatorios (Parks et al. 2004) e em doencas
como o cancro (Egeblad et al. 2002).

Estas estdo ligadas ao desenvolvimento das metdstases do cancro, a inflamacao
cronica e a danos nos tecidos, em disturbios neurolégicos (Klein et al. 2011). Estas
desordens ocorrem porque as MMPs regulam diferentes processos celulares,
nomeadamente, a apoptose, angiogénese, invasdao e metastizagao (Verma et al. 2014).
As MMPs regulam a apoptose através da degradag¢dao da matriz proteica, que pode
resultar numa agdo apoptodtica ou anti-apoptética nas células endoteliais e epiteliais
(Herren et al. 1998).

Estas proteases da familia das metaloproteases (Klein et al. 2011), podem ser
divididas em 5 subgrupos, identificados consoante os substratos sobre os quais
exercem protedlise (Sbardella et al. 2012):

(i) colagenases (MMP -1, -8 e -13), que degradam colagénio fibrilar (Gioia et al.
2002);
(ii) estromelisinas (MMP-3, -10 e -11), que preferem proteoglicanos e

glicoproteinas como substratos (Nagase et al. 1999);

(iii) as gelatinases (MMP-2 e -9), que sdo particularmente ativas na degradacao
de substratos da matriz extracelular (ECM) como o colagénio tipo | e
colagénio tipo IV (Steffensen et al. 1995; Chambers et al. 1997; Stamenkovic
2000; Chow et al. 2007);
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(iv) matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), que ndo tém o dominio hemopexina-like e
sdo capazes de processar o colagénio IV, mas ndo o colagénio | (Marchenko
et al. 2001);

(v) MMPs membranares tipo | (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-
24 e MMP-25). Apenas a MMP-14 e MMP-16 mostraram clivar colagénio
fibrilar I (Ohuchi et al. 1997; Sabeh et al. 2009).

4.1.1 Gelatinases: MMP-2 e MMP-9

Dentro da familia das MMPs, existem duas metaloproteases especificas, a
gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9). A maior diferenca entre MMP-2 e
MMP-9 é a diferente regulacdo da expressdo (Huhtala et al. 1991).

Tipicamente a MMP-2 é expressa apenas constitutivamente com pequenos
ajustes na regulacdo de aumento ou diminuicdo sob varias condi¢des (Birkedal-Hansen
et al. 1993). Pelo contrario, a expressdo da MMP-9 é altamente indutivel pelos fatores
de crescimento, quimiocinas e outros sinais estimuladores (Hipps et al. 1991).

As gelatinases degradam vdrios tipos de colagénio presente na matriz
extracelular, bem como gelatina e elastina (Fanjul-Fernandez et al. 2010). A ativacdo é
conseguida por remocdo proteolitica do pro-péptido por enzimas, como a tripsina,
plasmina (Vanwart et al. 1990) e outras MMPs ou por stresse oxidativo. A ativacdo das
MMPs pode ser influenciada pelas espécies reativas de oxigénio. A resposta
inflamatdria no local do tumor gera grandes quantidades de ROS que sdo produzidos
pelos neutrofilos e macréfagos ativados. Estes oxidantes inicialmente ativam MMPs via
oxidacdo do pro-dominio cisteina (Weiss et al. 1985) mas, eventualmente, em
combinag¢do com a enzima mieloperoxidase, contributo das células inflamatdrias. (Fu
et al. 2003).

O aumento da atividade das gelatinases tem sido observado numa variedade de
patologias incluindo o cancro, inflamacdo, doencas infeciosas, doengas neuroldgicas
degenerativas e doencas vasculares (Van den Steen et al. 2002). Estudos mostram que
das MMPs, as gelatinases sdo as mais importantes para a formacdao de metastases
(Bjorklund et al. 2005; Nikkola et al. 2005). Ambas sdo expressas em varias células
incluindo fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, mondcitos e osteoclastos
(Fanjul-Fernandez et al. 2010) e varios estudos mostram que estdo diretamente
implicadas na formacdo de metastases, sendo altamente ativas nos tecidos
circundantes ao tumor, degradando a matriz extracelular (Toda et al. 2006; Fanjul-
Fernandez et al. 2010; Herszenyi et al. 2012).

Desta forma, ambas as gelatinases tém um papel crucial na invasdo e
metastizacdo do cancro, pois as células estdo ligadas entre si pela matriz extracelular e
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guando esta é degradada, as células cancerigenas estdo livres para iniciar a migracao,
entrar na corrente sanguinea, proliferar e colonizar outros locais. Varios estudos tém
verificado esta relacdo entre as MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B) e a
formacdo de metdstases (Bernhard et al. 1994; Hua et al. 1996; Itoh et al. 1998;
Parsons et al. 1998) e que com a inibicdo das gelatinases, em particular da MMP-9, é
possivel impedir de uma forma eficaz a formacdo de metdstases e a invasdo tumoral
(Zheng et al. 2006; Yang et al. 2014).

Os inibidores das MMP’s (MMPIs) conseguiram reduzir a progressao do
cancro/metastase em ensaios in vitro e em modelos animais, parecendo serem
principalmente eficazes nos estados iniciais do cancro ou até na prevengdo do
desenvolvimento de micrometastases ndao detetadas apds a cirurgia (Herszenyi et al.
2012).

Devido a aparente eficicia da inibicdo destas enzimas na prevencdo de
metastases, tem havido um trabalho desenvolvido na criagcdo de inibidores de MMPs
sintéticos. No entanto, os resultados ndo tém sido muito animadores, uma vez que
devido a sua similaridade e ubiquidade, torna-se dificil inibir especificamente a MMP-9
ou a MMP-2 sem se observarem graves efeitos secundarios, devido a inibicdo ndo
seletiva das MMPs. Estudos realizados anteriormente com o objetivo de inibir a
atividade das enzimas em doentes com cancro produziram resultados muito
insatisfatérios com varios efeitos secundarios e generalizados, como no sistema
musculo-esquelético, devido a toxicidade dos inibidores (Zucker et al. 2004). Por esta
razao, a investigacdo mais recente tem-se direcionado para novos compostos
inibidores de MMPs, principalmente derivados de plantas, que apresentam um menor
risco de aparecimento de efeitos secundarios e de toxicidade e sendo clinicamente
ativos contra varios tipos de células cancerigenas (Sarkar et al. 2010; Herszenyi et al.
2012).

A utilizagdo de alimentos com atividade anticancerigena e anti-metastatica,
abriu portas para uma agao preventiva da formagao tumoral, em que os alimentos ou
0s seus componentes proporcionam beneficios para a prevengdo e/ou tratamento
tumoral (de Mejia et al. 2010). Algumas estratégias terapéuticas de sucesso contra o
crescimento do cancro do célon tém sido alcangadas usando suplementos alimentares
vegetais com acdo sobre MMPIs usadas na prevengao ou em recidivas pds cirdrgicas
(Markle et al. 2010).

Alguns trabalhos como o de Xu e Chang (Xu et al. 2012), com legumes e nove
linhas tumorais humanas, levaram o World Cancer Relief Fund/American Institute for
Cancer Research Committee a reconhecer o beneficio do consumo de legumes no
potencial decréscimo do risco de cancro embora haja necessidade continuar a
pesquisa nesta area (Glade 2008).
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Estudos in vivo e in vitro com didspiro (Diospyros kaki L.) sugerem um papel
relevante deste fruto na protecdo contra os radicais livres e na prevencao de algumas
doencas humanas (Giordani et al. 2011), o que é justificado pela sua composicdo
quimica e pela sua riqueza em compostos fendlicos.

Ja foi descrito que a B-criptoxantina e a quercetina no extrato de pele de
didspiro tém um efeito preventivo da carcinogénese (Chen et al. 2002; Nishino et al.
2002; Murakami et al. 2008).

Também os resultados de lzuchi e colaboradores (2011) mostraram um
decréscimo na expressdo de genes relacionados com o processo tumoral, sugerindo
gue o extrato de pele de didspiro testado, suprime o stresse oxidativo que pode
resultar em carcinogénese, contudo mais estudos sdo necessdrios para esclarecer o
mecanismo pelo qual ocorre este efeito anticancerigeno (lzuchi et al. 2011).

As proantocianidinas do diéspiro também tém sido associadas a atividade
antioxidante, atividade anti-inflamatéria e prevencdo da aterosclerose (Gorinstein et
al. 2000) e existem, ainda, evidéncias que de que os extratos de didspiro e seus
constituintes possuem uma atividade antitumoral potente em células de cancro
humano. Embora os mecanismos moleculares envolvidos permanecam em grande
parte desconhecidos, estudos mostraram que o acido 24-hidroxiursdlico, um
triterpendide encontrado no didspiro, ativa a proteina cinase AMP-ativada (AMPK),
inibe a expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) em células HT-29 e induz apoptose
celular por ativacdo de poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), caspase-3 e fosforilacdo
de p53 em Ser15. Também induz fortemente a fragmentacdo do DNA em células HT-29
e, assim, inibe significativamente a formacdo de coldnias de células HT-29 em agar
(Khanal et al. 2010). No entanto, ndo ha nenhuma evidéncia da a¢do do didspiro na
atividade das metaloproteases da matriz (MMP-9 e MMP-2).

Existem varias linhas de evidéncia em que o extrato de didspiro e seus
constituintes tém atividade antitumoral potente contra células tumorais humanas. No
entanto, os mecanismos moleculares em atividades antitumorais ndao sdao ainda
compreendidos (Achiwa et al. 1997; Kawase et al. 2003; Direito et al. 2017).

A metodologia para estudar o possivel efeito anticarcinogénico dos extratos
fendlicos do didspiro pode assentar em técnicas in vitro usando células de
adenocarcinoma de cdélon humano, HT-29, que sdo células epiteliais intestinais
humanas, com caracteristicas aderentes e tumorogénicas, no intuito de avaliar a
implicacdo desses compostos fendlicos na prevencao do desenvolvimento do cancro
colorretal, testando o efeito dos extratos na proliferacdo e invasdao de células de
carcinoma do célon humano.
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E usual avaliar a capacidade anti-proliferativa dos extratos em células HT-29,
fazendo ensaio de migracdo celular e determinando as concentracdes minimas
inibitdrias (MICs).

E ainda de toda a utilidade estudar a inibicdo da atividade das enzimas MMP-9
e MMP-2 através da inibicio da atividade gelatinolitica em células HT-29, com
zimografia de substrato usando SDS-PAGE.

5. FITOSSOMAS

Atualmente, a extracdo de ingredientes funcionais do didspiro tornou possivel a
sua utilizacdo em muitos alimentos como, por exemplo, iogurtes ou produtos de
panificagdo, a fim de melhorar a textura e a viscosidade do produto e até aumentar o

seu potencial pré-bidtico (Thebaudin et al. 1997; Guevara-Cruz et al. 2013; Martinez-
Las Heras et al. 2017).

No atual cenario da Saude, observa-se uma mudanca de paradigma do
tratamento para a prevengao. O potencial preventivo dos suplementos alimentares
comeca a ser um dos focos da industria alimentar e farmacéutica. Para garantir o
cumprimento de seu uso a longo prazo, o desenho dos sistemas de veiculacdo
adequados para estes suplementos administrados por via oral torna-se um pré-
requisito. A via de administracdo oral é considerada uma via ndo invasiva, com uma
enorme facilidade de execucdo, levando a adesdo do doente a longo prazo. Porém, é
igualmente descrito que a via oral de administracdo é condicionada por diversos
fatores intrinsecos a anatomofisiologia do trato gastrointestinal (Gl) mas também
caracteristicas relacionadas com os préprios suplementos alimentares como seja a
estabilidade in vivo de muitos dos suplementos, por exemplo, vitaminas, enzimas,
certos antioxidantes e fitoconstituintes como curcumina, licopeno, entre outros. Um
numero de novas estratégias de formulagdo esta sendo desenvolvido para superar os
problemas relacionados a absorc¢do oral e a biodisponibilidade desses produtos. Estas
novas formulagbes foram utilizadas ndao sé para aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade destes bioativos, mas também se revelaram eficazes no aumento da
sua estabilidade fisica, quimica e bioldgica. A literatura descreve ainda varios exemplos
dessas formulacdes que oferecem uma vantagem adicional de controlar a libertacao
de agentes bioativos por um periodo prolongado de tempo e também de fazé-los
chegar ao local necessario, evitando assim o seu desperdicio e permitindo otimizar as
doses que sdo administradas (Lipinski et al. 2001; Ajazuddin et al. 2010; Belcaro et al.
2010; Abd El-Fattah et al. 2017).

A veiculacdo destes agentes bioativos em nanossistemas é considerada uma
estratégia promissora para a otimizacao dos seus efeitos farmacolégicos, nutracéuticos
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ou funcionais. Recentes revisdes bibliograficas demonstraram que, de todos os
farmacos utilizados na clinica moderna, cerca de 90% apresentam origem natural, isto
é, sdo derivados de produtos naturais ou a sua estrutura quimica foi inspirada em
produtos naturais (Newman et al. 2012).

Novas estratégias de veiculacdo de farmacos como acontece com os
FITOSSOMAS® (Indena, Mildao, Itdlia) tém demonstrado iniUmeras vantagens para
ultrapassar essas limitacdes (Semalty et al. 2010).

Os fitossomas sdo complexos moleculares formados por fosfolipidos, como a
fosfatidilcolina, e os fitocomponentes existentes num produto natural. Como principais
componentes da membrana celular, os fosfolipidos possuem uma excelente
biocompatibilidade (Vemuri et al. 1995; Nogueira et al. 2015). Além disso, os
fosfolipidos sdo conhecidos pelas suas estruturas anfifilicas. Esta ultima caracteristica
confere uma capacidade de auto-organizacdo, para facil formacdo de emulses e
caracteristicas humectantes muito interessantes do ponto de vista cosmético. Em meio
aquoso, os fosfolipidos geram diferentes estruturas supramoleculares que sdo
naturalmente dependentes das suas propriedades e condicdes especificas. No
mercado existem inumeros produtos baseados em fitossomas (Indena 2018).

Os fitossomas diferem dos lipossomas pois tém um teor de fosfolipido similar
ao do farmaco (proporcdo molar 1:1 ou 1:2) que permite uma maior proporcdo de
fitocomponentes no complexo (Fig. i. 11). No caso dos lipossomas, o composto ativo é
colocado no interior de uma cavidade interna da particula, verificando-se uma
interacdo limitada com o meio circundante. No fitossoma existe uma dispersdo do
composto ativo no meio fosfolipidico (Indena 2018).

Os fosfolipidos sdo pequenas moléculas lipidicas onde a “cauda” hidrofdébica
tem o glicerol ligado a dois acidos gordos e a “cabec¢a” hidrofilica, constituida pelo
grupo alcool fosforilado ligado ao glicerol, ou a serina, ou a etanolamina ou a colina ou
a inositol (Citernesi et al. 1995; Stryer et al. 1995). Fosfolipidos de soja, principalmente
fosfatidilcolina, sdo substancias lipofilicas e facilmente complexam compostos
fendlicos. Neste contexto, fosfatidilcolina, o principal bloco de constru¢ao molecular
das membranas celulares e um composto miscivel em agua e em d6leo/ambientes
lipidios, € bem absorvido por via oral e tem o potencial para atuar como um
acompanhante (chaperon) de compostos fendlicos, acompanhando-os através de
membranas bioldgicas (Kidd 1996; El-Far et al. 2018).
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Water soluble free nutrient

O Phosphatidylcoline
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Phenols:PC (1:1 or 1:2)

Figura i. 11 — Fitossomas sao formas avancadas de formulagdes vegetais feitas pela
ligacdo de parte individual do extrato vegetal a fosfatidilcolina (PC). Adaptada de:
Copyright © FIT-BioCeuticals Ltd.

As primeiras referéncias da preparacdo destes complexos referem-se ao uso
essencialmente de solventes orgdnicos no meio reacional como, por exemplo, o
diclorometano ou o dioxano (Saraf et al. 2013). Estes solventes apresentam grandes
limitacbes de seguranca e tém sido progressivamente substituidos por solventes
menos toéxicos como a acetona ou o etanol (Saraf et al. 2013). Os métodos mais
frequentes de preparacdo de fitossomas sdo a evaporacdo de solvente, salting-out ou
ainda através da utilizacdo de fluidos supercriticos (Saraf et al. 2013; Gongalves et al.
2018).

Para uma boa biodisponibilidade, os produtos naturais devem ter um bom
equilibrio entre a hidrofilicidade (para dissolu¢do nos fluidos gastrointestinais) e
lipofilicidade (para atravessar biomembranas). Muitos fitoconstituintes como os
compostos fendlicos tém boa solubilidade em dgua mas sdo, no entanto, mal
absorvidos (Manach et al. 2004) devido ao seu tamanho grande, incompativel com um
processo de difusdo passiva e/ou sua fraca miscibilidade com dleos e outros lipidos.
Como resultado, a capacidade dos flavondides para atravessar a membrana exterior do
intestino delgado rica em lipidos é severamente limitada (Semalty et al. 2010;
Gongalves et al. 2018).

Fitoconstituintes sollveis em dgua (principalmente compostos fendlicos)
podem ser convertidos num complexo molecular mais compativel com lipidos. Aqui o
complexo é geralmente mais biodisponivel do que um simples extrato vegetal devido a
sua capacidade de atravessar as biomembranas ricas em lipidos e alcancgar a circulagao
(Bombardelli et al. 1989; Mauri et al. 2001; Kidd et al. 2005; Rossi et al. 2009).
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Os primeiros complexos fitossomais foram desenvolvidos pela empresa Indena
(Mildo, Italia) no final dos anos oitenta. S3o muitos os extratos vegetais populares que
estdao comercialmente disponiveis na forma fitossomal, como, por exemplo, Ginkgo
biloba L., sementes de uva (Vitis vinifera L.), cardo milk thistle (Silybum marianum (L.)
Gaertn), cha verde (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), ginseng (Panax ginseng C.A.
Meyer), alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.), castanha (Aesculus hippocastanum L.), Centella
asiatica (L.) Urban, azeitona (Olea europea L.), Terminalia sericea Burch. Ex. DC, Amni
visnaga (L.) Lam, circuma (Curcuma longa L.) e espinheiro (Crataegus spp.) (Semalty et
al. 2010).

De acordo com o nosso conhecimento baseado na pesquisa bibliografica
realizada entre 1980 e 2019 usando motores de busca e fontes de indexagdo online
como o Google Books, PubMed e Web of Knowledge, o extrato de didspiro ainda ndo
foi encapsulado em fitossomas. O didspiro e os seus componentes tém potencial
promissor como agentes moduladores na terapia baseada na dieta. No entanto, a
investigacdo integrada e meta-analise sdao ainda necessarios para melhorar a
meticulosidade (Butt et al. 2015).

Em resumo, como é mais vantajosos prevenir doencas crénicas do que trata-
las, reduzir o risco de doencas cardiovasculares ou cancro, tornou-se uma das
prioridades das autoridades de saude, dos cientistas e da industria alimentar. Para
reduzir o risco de sofrer de doencas associadas ao stresse oxidativo, &€ importante o
consumo de alimentos funcionais enriquecidos em antioxidantes, bem como frutas e
vegetais naturalmente ricos em compostos bioativos. De igual modo e como a
inflamacdo esta, por um lado diretamente relacionada com o stresse oxidativo e, por
outro, com muitas doengas crénicas é importante estudar a possivel acdo anti-
inflamatdria dos mesmos alimentos tanto por via de mecanismos antioxidantes como
outros.

E inegavel o papel da alimentacdo na salde humana. A chamada alimentacdo
“dos paises industrializados” caracterizada por ser altamente caldrica, rica em agucares
refinados e acidos gordos saturados, e pobre em antioxidantes e fibras favorece o
desenvolvimento de algumas doencas crénicas como obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e cancro. De facto, este tipo de alimentos altera a homeostasia do
endotélio vascular, havendo evidéncias que apds o seu consumo hd um aumento
excessivo das citocinas proé-inflamatdrias e diminuicdo das anti-inflamatdrias o que
pode conduzir a hipertensdo, resisténcia a insulina, dislipidémias, aterosclerose e
doencgas cardiovasculares (DCV) (Esposito et al. 2006)

Pelo contrario sabe-se que outras dietas sdao responsaveis por uma diminuicao
dos fatores de risco associados as doengas crénicas sendo uma delas a dieta
mediterranica em que se verifica uma diminuicdo na mortalidade por DCV
(Trichopoulou et al. 2003; Estruch et al. 2006) e no aparecimento de diabetes tipo 2 e
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sindrome metabdlico (Martinez-Gonzalez et al. 2008). O mecanismo através do qual a
dieta mediterranica beneficia o sistema cardiovascular ndo esta atualmente bem
definido, mas sabe-se que esta dieta estd inversamente relacionada com alguns
marcadores inflamatdrios como a Interleucina-6 (IL-6), PCR e também com o stresse
oxidativo (Dai et al. 2008).

O padrao de dieta mediterranica tradicional é caracterizado por uma
abundancia de alimentos vegetais, como verduras, legumes, frutas, graos, cereais,
nozes, peixe e consumo moderado de carnes brancas. O azeite é a principal fonte de
gordura. Quantidades varidveis de vinho sdo frequentemente consumidas com as
refeicdes. O vinho em quantidades moderadas também estd incluido nesta dieta e
ervas aromadticas e especiarias sdo outro componente importante que parece
aumentar as caracteristicas de promocdo da saude pela dieta alimentar e
palatabilidade (Vallverdu-Queralt et al. 2014). Muitos dos componentes caracteristicos
da dieta mediterranica sdo considerados "alimentos funcionais", os quais sdo
conhecidos por terem efeitos positivos sobre a saude, capacidade de bem-estar, e
podem ser responsaveis por algumas das vantagens associadas a dieta (Oliviero et al.
2015).

Os compostos fendlicos de frutas e legumes, azeite virgem e vinho tinto, tém
sido alvo de atencdo devido as suas propriedades anti-inflamatadrias, anti-angiogénicas,
cardioprotetores e anticancerigenas importantes (Oliviero et al. 2015).

Sendo o diéspiro um fruto da dieta mediterranica rico em compostos fendlicos
pareceu-nos importante estudarmos a sua potencialidade como antioxidante e anti-
inflamatdrio bem como averiguar se tera algum papel no cancro.

Sendo um fruto com uma quantidade consideravel de agucar aconselhar a sua
ingestdo em grande quantidade pode nao fazer sentido, em especial quando se trata
de grupos de risco como os diabéticos. Por outro lado, tratando-se de um fruto sazonal
s esta disponivel no mercado por periodos relativamente curtos. Assim, podera ser
importante conseguir produzir um suplemento alimentar usando uma forma
farmacéutica que permita a ingestao controlada da dose eficaz de compostos fendlicos
sem a desvantagem da ingestdo de grande quantidade de agucar.

6. OBJETIVOS GERAIS

Considerando o exposto anteriormente, este trabalho tem por objetivo estudar
as atividades antioxidante e anti-inflamatdria e o potencial antitumoral de um extrato
de Diospyros kaki L (didspiro) visando a formulacdo de uma forma farmacéutica oral
desse extrato.

Os objetivos especificos do trabalho experimental realizado sdo os seguintes:
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l. Obtencdo de um extrato de didspiro rico em compostos fendlicos e
fazer a sua caracterizagao quimica.
Il. Avaliagdao da atividade antioxidante e anti-inflamatéria do extrato de
didspiro
M. Avaliacdo in vitro da atividade anticancerigena do extrato de didspiro.
V. Formulacdo do extrato numa forma farmacéutica oral (fitossomas) e
sua avaliagao.

Para se atingirem os objetivos propostos, o trabalho experimental foi delineado
em cinco etapas e compreende os capitulos seguintes:

Capitulo | - descreve a otimizacdo do método para preparacdo dos extratos de
didspiro e a caracterizacdo quimica dos extratos obtidos, incluindo a avaliacdo da
composicao fendlica e atividade antioxidante in vitro, utilizando diferentes
metodologias analiticas.

Assim, apresentam-se e discutem-se os dados dos estudos preliminares que
possibilitaram a selecdo dos métodos de extracdo e das técnicas de preparacdo da
amostra de Diospyros kaki L. (didspiro). Procede-se a caracterizacdo quimica dos
extratos utilizados que irdo ser utilizados nos ensaios in vivo e in vitro. Esta
caracterizacdo compreendeu avaliacgdo da composicdao fendlica e da atividade
antioxidante in vitro.

A 12 etapa do trabalho compreende a comparacao de diferentes modos de
preparacdo da amostra, implementacdo e/ou otimizacdo de metodologias para a
obtencdo de um extrato rico em compostos fendlicos. A avaliacdo do melhor extrato é
feita por métodos espectrofotométricos para a determinagdo do teor total de
compostos fendlicos (método de Folin-Ciocalteur), flavondides totais e procianidinas
totais. Sdo utilizados métodos separativos nomeadamente, cromatografia liquida
associada a diferentes modos de detecao (absor¢do no UV-visivel, fluorescéncia,
eletroquimico e espectroscopia de massa) para a andlise dos diferentes compostos
fendlicos do extrato e também serd avaliada a sua capacidade antioxidante pelos
testes ORAC e HORAC.

Capitulo Il - respeitante a avaliagdo da atividade do extrato de didspiro, in vitro
e in vivo, no que se refere a potenciais efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios.

Assim, (i) sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos estudos de
avaliacdo das propriedades antioxidantes intracelulares; (ii) é estudado o efeito anti-
inflamatdrio de um extrato fendlico de didspiro num modelo de inflamacdo aguda e
em dois modelos de inflamacgdo crénica, (modelo AR e modelo CU) realizados em ratos
e ratinhos.
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Realizam-se estudos com extratos de didspiro para a caracterizacdo in vitro de
efeitos antioxidantes (atividade antioxidante intracelular e impacto no oxidative burst
em neutrofilos humanos) e anti-inflamatérios. Com a realizagdo de estudos in vivo em
animais de laboratdrio, envolvendo a ingestdo de uma dieta suplementada com um
extrato de didspiro, visando a avaliacdo de efeitos anti-inflamatérios em modelos
experimentais de inflamacdo aguda (modelo do edema da pata induzido pela
carragenina) e cronica (CIA, modelo de AR induzida pelo Cll e modelo de inflamacgao
cronica de colite).

Capitulo Il - respeitante a avaliacdo da atividade anticancerigena dum extrato
de didspiro, in vitro, utilizando a linha celular HT-29 (células humanas do cancro do
colon).

Assim, (i) sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da avaliagao da
capacidade anti-proliferativa do extrato em células HT-29 e (ii) da capacidade de
inibicdo das enzimas MMP-9 e MMP-2.

E caracterizada a bioatividade in vitro do extrato por avaliacdo da capacidade
anticancerigena, estudando a capacidade anti-proliferativa do extrato em células HT-
29 e também avaliada a capacidade de inibicdo da atividade enzimatica das MMP-9 e
MMP-2.

Capitulo IV - respeitante a formulacdo do extrato numa forma farmacéutica
oral.

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos com a
formulacdo farmacéutica para uso oral realizada, relativamente a garantia da
manutengdo da bioatividade detetada no extrato.

Esta etapa inclui a selecdo da forma farmacéutica, a sua preparacao e
caracterizagdo bem como os ensaios de estabilidade/atividade.
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Capitulo I.

Avaliacao da composicao fitoquimica do
extrato de Diospyros kaki L. (Didspiro)
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CAPITULO 1. AVALIACAO DA COMPOSICAO FITOQUIMICA DO
EXTRATO DE Diospyros kaki L. (Diéspiro)

1. INTRODUCAO

Foram estudadas as melhores condi¢cdes experimentais (escolha de solvente e
condicbes de operacdo) para obtencdo de um extrato rico em compostos fenélicos, a
utilizar no trabalho experimental descrito nos capitulos seguintes deste trabalho. A
avaliagdo da composicao fitoquimica do extrato foi efectuada utilizando diferentes
metodologias analiticas e foi ainda avaliada a sua atividade antioxidante.

A avaliagdo do melhor extrato foi feita com base nos resultados obtidos nos
métodos espectrofotométricos para a determinacdo dos teores totais de compostos
fendlicos, flavondides totais e procianidinas totais. Selecionado o extrato mais rico em
compostos fendlicos este foi ainda analisado por cromatografia liquida LC-MS/MS para
identificacdo dos compostos presentes. Foram ainda doseados alguns compostos
fendlicos caracteristicos deste fruto.

2.  OBJETIVOS

Neste capitulo procedeu-se a escolha das condi¢cbes de preparacdo de um
extrato e sua caracterizagcdo no que se refere a sua composicdo fendlica. Assim:

I. avaliaram-se diferentes métodos de extracdo de compostos fendlicos tendo

como ponto de partida informacdo ja disponivel na bibliografia;

Il.  procedeu-se a caracterizagao quimica do teor em de fendis totais, flavondides
totais, procianidinas totais;

lll. identificaram-se os principais compostos fendlicos, agucares, aminoacidos e
vitaminas presentes no extrato;

IV.  quantificaram-se os principais acidos fendlicos presentes no extrato;

V. avaliou-se a atividade antioxidante do extrato pelos métodos de ORAC e
HORAC.

3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.1 Materiais

Extratos: etanol absoluto da Carlo Erba Reagents; H,O desionizada obtida num
sistema de purificacdo de agua ultrapura Milli-Q® Reference/Millipore Direct Q3 UV
System (Millipore, Bedfore, US); acetona p.a. da Merck; azoto liquido; papel de filtro
Whatman no.41; filtro Watman 0.45um e 0.20um.
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Determinacao do teor em fendis totais: reagente de Folin-Ciocalteu da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, US); carbonato de sédio (35%); acido galhico (98%) adquirido a
Fluka Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US)

Determinacdo do teor em flavondides totais: catequina (98%) da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, US); nitrito de sddio (5%); cloreto de aluminio (10%); hidroxido de sédio
(98%) adquirido a Merck (Darmstadt, Germany).

Determinacdo do teor em procianidinas totais: vanilina 99% da Reagents plus
(1%); acido cloridrico (37%) da Carlo Erba Reagentes (8M); catequina da Sigma Aldrich;
etanol absoluto (99,9%) da Carlo Erba Reagents (Rodano, ltaly).

Determinagdo do teor em Acido Ascérbico: 4cido acético glacial, 99% da Carlo
Erba Reagents (Rodano, ltaly); dcido metafosférico, 33,5% - 36,5% da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, US) e &acido ascérbico (99,7%) foram adquiridos a Panreac Quimica
(Barcelona, Spain); acetato de sédio anidro 99% adquirido a Carlo Erba Reagents
(Rodano, Italy); hidrogenocarbonato de sddio, 99,5%, Merck S.A. (Algés, PT); sal de
sodio 2,6-diclofenol indofenol, 90% foi adquirido a Riedel-de Haén; xileno, mistura de
isémeros 96% foi adquirido a Anténio M.S. Cruz.

HPLC-DAD-MS/MS: Acetonitrile HPLC gradient grade foi adquirido a VWR®
(Leuven, Belgium); acido férmico adquirido & Fluka (Seelze, Germany). Agua Milli-Q®
water (18.2 MQ cm) foram adquiridos a Millipore — Direct Q3 UV System equipment
(Molsheim, France).

Capacidade de Absorc¢do do Radical Oxigénio (ORAC) e Capacidade de Resgate
do Radical Hidroxilo (HORAC): dicloridrato de 2’,2’-azobis (2-amidinopropano) (AAPH),
acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), acido cafeico, cobalto
tetrahidratado, perdxido de hidrogénio adquirido de Sigma-Aldrich (St Louis, USA);
solucdo de fluoresceina dissédica (FL) foi adquirida a partir de TCL (Antuérpia, Bélgica);
solucdo de tampao fosfato (pH = 7,4) de Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha); fluoreto
de cobalto Il (CoF;) adquirido de Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, Franga).

3.2 Equipamentos

Liofilizador Eduards Modulyo; Homogeneizador Ultra-Turrax T25 Janke &
Kunkel (IKA Labortechnik, DE); mini-picadora MC-4200, 500W Orbeyzo da Sonifer.ES;
centrifuga 5804 R da Eppendorf (Hamburg, DE); rotavapor R-210 da Buchi (Suica,
Meierseggstrasse, CH); espectrofotémetros Beckmann DU-70®, CAT No 523001
(Beckmann Instruments, Inc., Fullerton, US) e Perkin Elmer Lambda 25 UV/vis, da
Perkin Elmer (Massachusetts, US) e células de vidro com um percurso 6tico de 1cm;
centrifuga Sigma, Modelo 2K15 (Sigma, DE), espectrofotémetro UV-vis, Hitachi L-2000
(Hitachi High Technology, JP); célula de Quartzo com um percurso 6tico de 1cm; leitor
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de microplacas de fluorescéncia FL800 com o programa de controlo dos dados Gen5 da
Bio-Tek Instruments (Winooski, VT, US); sistema de HPLC-DAD-ED-FD de marca Thermo
Finnigan e modelo Surveyor é equipado com amostrador automatico, bomba e detetor
de fotodiodos e ainda detetor eletroquimico da Dionex; coluna RP — 18 (5um) 250x4
da Lichrocart®; pré-coluna RP- 18 (5um) da Manu-cart®; a aquisicdo de dados e
controlo do equipamento é feita com o software Chromquest no detetor de diodos e
pelo software Unicam 4880 no detetor eletroquimico.

4. METODOS

4.1 Escolha da metodologia para preparacao do extrato

Nesta tarefa pretendeu-se otimizar o método de preparacdo da amostra, para
analises posteriores de caracterizacdo quimica. Para tal as amostras de didspiro
(Diospyros kaki L.) de uma cultivar desconhecida produzida em territério portugués
foram usadas em fresco, liofilizado e apds tratamento com azoto liquido.

O didspiro, fruto fresco, foi processado com pele e sem pedunculo, na
trituradora “Mini-picadora MC-4200, 500W Orbeyzo da Sonifer.ES”. Distribuiu-se uma
parte do fruto processado por quatro tubos de Falcon, que foram introduzidos no
liofilizador Eduards Modulyo para a obtencdo de didspiro liofilizado. O remanescente
do didspiro fresco foi ainda sujeito a mais trituracdo com recurso a UltraTorrax, T25
Janke & Kunkel (IKA Labortechnik, DE) e foram retiradas pequenas porg¢ées de fruto
processado para um almofariz envolvido em gelo, onde se aplicou azoto liquido.

O extrato do fruto foi preparado de acordo com procedimento descrito na
literatura (Wu et al. 2002; Jang et al. 2010; Denev et al. 2013) com algumas
modificagdes. O didspiro foi tratado com a pele a extragdo ocorreu durante um
periodo de duas horas, foram evaporados, ressuspendidos em dgua e armazenados a -
20°C até serem analisados.

Com base na literatura (Wu et al. 2002; Jang et al. 2010; Denev et al. 2013),
foram escolhidos e testados diferentes solventes de extra¢dao, nomeadamente:
misturas de etanol/agua, 50:50 (v/v); etanol/dgua, 80:20 (v/v); acetona/agua, 80:20
(v/v) nas trés amostras que se descrevem:

(i) A 2g do fruto fresco triturado com recurso a Ultra-Turrax foram
adicionados 4mL de cada um dos solventes;

(ii) A 1g de didspiro liofilizado foram adicionados 10mL de cada um dos
solventes;

(iii) A 5g de fruto obtidas com recurso a aplicacdo de azoto liquido foram
adicionados 10mL de cada um dos solvente.
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Os nove tubos contendo o extracto e os respectivos solventes foram
centrifugados a 9000 rpm [centrifuga 5804 R da Eppendorf (Hamburg, DE)] durante
10min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado e armazenado a -20°C.
Este procedimento foi repetido quatro vezes e os sobrenadantes das quatro extracées
foram combinados, filtrados e armazenados a -20°C. Os extratos de didspiro frescos,
de azoto liquido e de didspiro liofilizados foram posteriormente concentrados com
recurso ao rotavapor [rotavapor da Blichi (Meierseggstrasse, CH)]. As amostras foram
evaporadas até quase a secura e reconstituidas com agua Milli- Q® para um volume de
10 mL.

Os extratos obtidos para cada amostra do fruto (fresco, liofilizados e preparado
com azoto liquido) foram usados para determinacdo do teor em fendis totais,
flavonodides totais e procianidinas totais.

4.1.1 Caracterizacdo dos extratos

4.1.1.1 Determinagéo do teor em fendis totais

Para a determinacdo do teor de fendis totais o método de Stamatakis G et al,
2009 (Stamatakis et al. 2009), foi modificado. Resumidamente, 0,100mL do reagente
Folin-Ciocalteu foram adicionados a 3,5ml de extrato diluido (1:500). Apds 3min, 0,4mL
de solugdo de carbonato de sédio (35% w/v) foram adicionados. Apds uma hora foi
medida a absorvancia da solucdo a 725nm contra um branco de agua desionizada. O
acido galhico foi usado como padrdo externo num intervalo de concentracbes de 1 a
6mg/L. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galhico
(mg EAG) por 100g de fruto fresco e por mililitro de extrato. As analises foram feitas
em triplicado.

4.1.1.2 Determinagdo do teor em flavondides totais

O conteudo total de flavondides foi determinado pelo método de Zhishen,
Mengcheng & lJianming 1999, described by Cam M et al (Cam et al. 2010).
Resumidamente, a 1ml da amostra foram adicionados 4ml de agua Milli- Q® e 0,300ml
de nitrito de sédio (5% w/v). Esta mistura foi agitada e posteriormente ficou em
repouso durante 5 minutos. A mistura foram adicionados 0,300mL de cloreto de
aluminio (10%, w/v) e 2mL de solugdo de hidréxido de sédio 1M para baldo de 10 mL
cujo volume foi completado com agua Milli- Q®. A absorvancia da mistura com
coloragao cor-de-rosa foi medida a 510nm contra um branco de agua. Uma solucido de
catequina foi utilizada como padrdao externo num intervalo de concentracdes de 1 a
160mg/L. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de catequina (mg EC)
por 100g de fruto fresco.A analises foram realizadas em triplicados.

66



4.1.1.3 Determinagdo do teor em procianidinas totais

Este procedimento foi realizado de acordo com Swain and Hillis (Swain et al.
1959). A amostra de extracto foi medida para baldes volumétricos de 25ml adicionou-
se 7,5ml de solucdo 1% de vanilina em etanol. A mistura de 2,5ml de etanol, 7,5ml de
solucdo 1% de vanilina em etanol e 8 M de HCl em etanol foi utilizada para completar o
volume e foi usada como branco. As solucdes foram agitadas e ficaram em repouso
por 25 min protegidas da luz. A absorvancia foi medida a 500nmA catequina foi
utilizada como padrdo externo numa concentracdo entre 5 e 120mg/L. Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalentes de catequina (mg EC) por 100g de
fruto fresco. As andlises foram feitas em triplicado.

4.1.1.4 Determinagdo do teor em Acido Ascdrbico

O teor de acido ascorbico na amostra foi determinado utilizando um método
espectrofotométrico, como descrito na norma Portuguesa NP-3030:1985 (NP-3030
1985) com algumas modificacdes. O doseamento do acido ascérbico baseia-se na
extracdo deste por uma solucdo de acido metafosférico e de &acido acético.
Seguidamente da-se a reducdo do corante 2,6-diclorofenol-indofenol pelo acido
ascoérbico, extracdao do corante em excesso pelo xileno e sua determinacdo por leitura
espetrofotométrica a 500nm.

Assim, 2mL de extrato foram homogeneizados num frasco de 100mL com uma
solucdo de acido metafosférico a 3%. 3mL desta solucdo, 3mL da solucdo tampao de
acetato de sédio e acido acético glacial (acetato de sédio, dagua destilada e acido
acético glacial (15:35:50, w/v/v) e 1mL de solugdo corante, 2,6-diclorofenol indofenol,
foram adicionadas num tudo de centrifuga de 50mL com 10mL de xileno e foi agitada
vigorosamente durante 6 segundos. A mistura foi centrifugada a 3000g durante 3
minutos e a absorviancia do sobrenadante foi medida a 500nm, num
espectrofotémetro UV-Vis (Hitachi L-2000, Hitachi High Technology, JP), utilizando
xileno como referéncia. Utilizou-se uma gama de calibragdo de 150mg/L a 1000mg/L
de acido ascdrbico. O teor de acido ascérbico na amostra foi expresso em mg de acido
ascorbico por 100g de didspiro fresco. As amostras foram analisadas em triplicado e os
resultados expressos em média + desvio padrao.

4.2 Identificacao de compostos do extrato por HPLC-DAD-MS/MS

4.2.1 Condicoes de Anadlise

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo de fase liquida (HPLC) modelo
Waters Alliance 2695 Separation Module (Waters®, Irlanda), que consiste de um
sistema de bombas quaternadrias, degasificador, amostrador automatico, forno para a
coluna, todos acoplados a uma rede de detetores de diodos PDA Waters 996 (Waters®,
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Irlanda). A espectroscopia de massa em tandem (MS/MS) utilizada foi uma MicroMass
Quattromicro” API (Waters®, Irlanda), tipo triplo quadrupolo. A ionizacdo dos
compostos foi realizada por uma fonte de ides em electrospray no modo negativo (ESI’
). Para a aquisicdo e processamento de dados foi utilizado o programa MassLynx®
versao 4.1.

Condi¢cbes cromatograficas: a separacdo dos compostos foi conseguida por
cromatografia de fase reversa com uma coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 mm, 250x 4
mm) de Merck ("LiChroCART®250-4", LiChrospher®1OO RP-18 (5um). A fase movel
consiste num gradiente de solventes: (A) Agua/Acido férmico 0,5% (v/v) e (B)
Acetonitrilo, com um fluxo de 0,30 mL/min O volume de inje¢do foi 20uL. A rede do
detetor de diodos foi utilizada numa gama de comprimento de onda de 210 a 600nm.

Condig¢des no espectrometro de massa: utilizou-se modo de ionizagdao negativo
numa fonte de electrospray (ESI) mantida a 120°C sendo a temperatura de
dessolvatacdo de 350°C. Foi aplicado um potencial capilar de 3.0 kV e uma fonte
potencial de 30 V. Os espectros de massa foram obtidos em "Full Scan" a m/z 100-
1500. Logo a seguir, foi realizada a fragmentacdo do ido molecular para determinar os
fragmentos caracteristicos dos compostos. Argon foi usado como o gas de colisdo
dentro da célula de colisao.

Ensaios realizados: a amostra foi inicialmente analisada em modo "Full Scan" a
m/z 60-1000 em ESI". Apds a identificacdo dos valores de m/z de interesse em "Full
Scan", foram aplicadas diferentes energias de colisdo (15, 20, 30eV) para promover a
fragmentacdo do ido molecular e determinar os fragmentos caracteristicos dos
compostos.

Os dados MS adquiridos foram processados usando o software MassLynx®
versdo 4.1 e a identificagdo dos compostos foi feita pelo ido percursor ([M-H]) e
padrdo de fragmentacdo (MS/MS) com dados da literatura; e comparagdo com
solug¢des padrdo analisadas nas mesmas condigdes ou com dados da literatura.

4.4 Caracterizac¢ao da atividade antioxidante do extrato in vitro

4.4.1 Avaliagdo da Capacidade de Absor¢ao do Radical Oxigénio (ORAC)

A avalia¢cdo da capacidade de absor¢ao do radical oxigénio, ORAC, do extrato de
diéspiro seguiu o método descrito por Huang et al. (2002) (Huang et al. 2002), com
modificacdes para o leitor de microplacas de fluorescéncia FL800 da BioTek
Instruments (Winooski, VT, US), como descrito por Feliciano et al. (2009) (Feliciano et
al. 2009). A mistura reacional era constituida por 1,5 x 10" mM de FLe 1,9 x 10*mM
de AAPH em 75mM de tampao fosfato (pH = 7,4) e a amostra diluida no tampao

68



fosfato até ao volume final de 200uL. Em seguida esta mistura foi colocada numa
microplaca de 96 pocos, a temperatura de 37°C, e a reacao foi iniciada com a adicdo de
AAPH. A fluorescéncia emitida pela forma reduzida da fluoresceina dissédica (FL) foi
medida e registada a minuto a minuto, por um periodo de 30 minutos. Os
comprimentos de onda utilizados foram de emissdo Ac,,=530 + 25nm e de excitacdo de
Aex=485 + 20nm. As leituras do leitor de microplaca foram tratadas pelo programa
informatico de anélise de dados Gen5™ da BioTek Instruments (Winooski, VT, US), que
Ihe estd associado. O tampao fosfato foi usado como branco. Os padrées de calibracdo
foram solugbes de Trolox nas concentracdes de, 10, 20, 30, 40 e 50umol/L. As
amostras, o branco e os padrdes foram todos analisados em sextuplicado. Os
resultados finais de ORAC, foram expressos em micromoles de capacidade
antioxidante de equivalentes de Trolox por 100 g de fruto fresco (umol CAET/100g FF),
foram determinados através da equacdo de regressao entre a concentracao de Trolox
e a curva correspondente ao decaimento da area da FL.

4.4.2 Avaliagdo da Capacidade de Resgate do Radical Hidroxilo (HORAC)

A avaliacdo da capacidade de resgate do radical hidroxilo (¢OH) pela nossa
amostra seguiu o método desenvolvido por Ou et al. (Ou et al. 2002), com
modificagcdes introduzidas para o leitor de microplacas de fluorescénciaFL800,
descritas por Serra et al. (Serra et al. 2010). Em cada ensaio utilizaram-se 200uL de
uma mistura contendo de 10uL da amostra (extrato de didspiro diluido), 180uL de FL
(4x10-3uM) e 10uL de CoF2 (0,79mg/ mL). A mistura foi colocada num dos 96 pocos da
microplaca, a temperatura de 37°C. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 5uL H202
(1.1 M). A fluorescéncia emitida pela forma reduzida da FL foi medida e registada
minuto a minuto, por um periodo de 35 minutos. Foram usados filtros de fluorescéncia
para os comprimentos de onda de emissdao A.,»=530 £ 25nm e de excitagdo de Ax=485
+ 20nm. O leitor de placas foi controlado pelo software Gen5™ da BioTek Instruments
(Winooski, VT, US). O acido cafeico foi usado como padrao de calibragdao, por
proporcionar uma gama mais linear em relagao a obtida com o acido galhico (Serra et
al. 2010). Todas as amostras, o branco e os padrdes foram analisados em sextuplicado.
Os resultados finais foram expressos em micromoles de capacidade antioxidante de
equivalentes de acido cafeico (CAEAC) (CAEAC, caffeic acid equivalents antioxidant
capacity) por 100g de fruto fresco (umol CAEAC/100g FF) e foram determinados
através da equacdo da reta de calibragdo que relaciona a concentracdao de acido
cafeico e a curva correspondente ao decaimento da area da FL.
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4.5 Analise estatistica

O tratamento estatistico dos resultados compreendeu, quando aplicavel: (i) a
determinacdo da média e do desvio-padrdo; (ii) a comparacdo de valores médios entre
grupos através de uma andlise de varidncia ANOVA, seguida do teste de comparacao
multipla de Tukey’s ou Sidak’s.

Em todos os casos, os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. A andlise estatistica foi realizada com a versdo 6,01 do programa
estatistico GraphPad da PRISM™ da GraphPad Software (San Diego, US).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Escolha da metodologia para preparacao do extrato

5.1.1 Caracterizagdo dos extratos

Foram comparados os teores de fendis totais, flavondides totais e procianidinas
totais dos extratos preparados com diferentes solucbes extratantes: acetona 80%,
etanol 50% ou etanol 80%. Pretendeu-se avaliar qual a melhor solugdo extratante e a
amostra foi usada na forma fresca, liofilizada e apds manipulagdo com azoto liquido.

5.1.1.1 Determinagdio do teor em compostos fendlicos totais

Foram construidas retas de calibracdo, utilizando como padrdo acido galhico
nas concentragoes: 1, 2, 3, 4, 5 e 6ppm e foi medida a absorvancia a 725nm. Na Tabela
1. 1 apresentam-se os dados correspondentes as retas.

Tabela 1. 1 - Parametros das retas de calibragdao e doseamento de fendis totais nos
extratos em estudo.

Reta de calibragdo Fendis totais (mg EAG/100g fruto fresco)
Gama de Equacdo Extrato com | Extrato com | Extrato com
Solvente concentracao (ppm) R? (y=mx+b) D. kaki D. kaki com D. kaki
¢ pp m b fresco azoto liofilizado
Ac:;;"a 0,9953 | 0,0846 | -0,0191 | 485+10,5 | 568+10,64 | 1006+ 16,9
(1]
E;’:f' 1-6 0,9983 | 0,0859 | -0,025 46 +2,9 277+1,1 329+ 10,1
(1]
E;’:/d 0,9953 | 0,0801 | -0,0013 | 58+1,9 64+1,3 83+1,9
(1]

Os parametros relativos as retas de calibragdo foram comparados com os

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratério (Tabela 1. 2) e
verificou-se que os coeficientes de correlagdo obtidos (R?), o valor do declive (m) e o
valor da ordenada na origem (b) obtido para cada uma das retas estavam dentro dos
respetivos intervalos admissiveis no laboratério.
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Tabela 1. 2 - Dados referentes aos parametros seguidos nas carta de controlo para a
determinagdo de fenois totais (N=123).

Média - 2DP | Média —DP | Média | Média + DP | Média + 2DP
Coeficiente de correlagao (R%) 0,994 0,996 0,998 1,00 1,002
Declive (m) 0,071 0,08 0,089 0,098 0,107
Ordenada na origem (b) -0,06 -0,036 -0,013 0,011 0,033

Os resultados obtidos para os diferentes extratos ensaiados apresentam-se na
Fig. 1. 1.
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Figura 1. 1 - Determinacao dos fenois totais nas amostras de extratos de didspiro.
**p<0,05 grupo etanol 80% vs grupo etanol 50%; ¢ p<0,0001 grupo acetona 80% vs
grupo etanol 50%; ***p<0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 80%.

Verificou-se que ocorriam diferengas estatisticamente significativas nos teores
de fendis totais presentes nos diferentes extratos.

O extrato preparado com didspiro liofilizado e solugdo extratante de
acetona:agua (80:20) foi o que apresentou maior teor em fendis totais. Jang et al.
(2011) testou diferentes solugdes extratantes (metanol, etanol, 4gua e acetona) com
cultivares adstringentes de didspiro e descreveu que o extrato preparado com acetona
revelou maior teor em fendis totais (Jang et al. 2011). Denev et al. determinou
916,8mg EAG/100g FF, valores da ordem dos doseados no extrato em estudo neste
trabalho (1006mg EAG/100g FF) preparado nas mesmas condi¢des (Denev et al. 2013).
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Jang et al. (2010) determinou o teor em fendis totais nos extratos etandlico e
aquoso preparados com a cultivar Fuyu. Obteve a menor concentragdo no extrato
etandlico (454mg EAG/100g FF), cerca de metade da concentracdo obtida no extrato
preparado com agua (860mg EAG/100g FF) (Jang et al. 2010). Também no nosso
estudo, as
concentracdo de fendis totais.

determinacOes feitas nos extratos etandlicos revelaram menor

Os doseamentos do teor em fendis totais no didspiro, descritos na literatura
variam bastante. Nos estudos de Veberic et al., com 11 cultivares diferentes variam
desde 12,7 a 29,5mg EAG/100g de fruto fresco (FF) (Veberic et al. 2010). Outros
autores como Gorinstein et al. e Park et al. descrevem teores em fendis totais entre
1,3mg EAG e 1550mg EAG/100g FF para a mesma cultivar adstringente Triumph
(Gorinstein et al. 2001; Park et al. 2008).

A ampla variabilidade observada nestes doseamentos, pode ser explicada com
base nas condi¢cOes edafoclimaticas, diferentes cultivares de didspiro analisadas,
estadio de maturacdo mesmo quando na fase em que o fruto é mais adequado ao
consumo, para além dos diferentes métodos de extracdo aplicados e os protocolos
analiticos também possam influenciar significativamente os resultados (Giordani et al.
2011).

5.1.1.2 Determinagdo do teor em flavondides totais
Foram construidas retas de calibragdo, utilizando como padrdo catequina em
concentragoes entre 0 e 160ppm e foi medida a absorvancia a 510nm (Tabela 1. 3).

Tabela 1. 3 - Parametros das retas de calibragido e doseamento de flavondides totais
nos extratos em estudo.

Reta de calibracio Flavonéides totais (mg EC/100g fruto
fresco)
Gama de Equacao Extrato com Extrato com Extrato com
Solvente | concentragdo R? (y=mx+b) D. kaki D. kaki com D. kaki
(ppm) m b fresco azoto liofilizado
Ac:;f,’/“a 1504155 | 1454153 | 231+23.4
Etan:)I 0,9992 0,0035 0,0033
- + + +
50% 0-160 0,4+0,03 12,3+25 6,2+1,1
E;’:f' 0,9945 0,0033 | -0,0007 | 164+003 | 38%21 2189
(]

Os parametros relativos as retas de calibragdo foram comparados com os

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratério (Tabela 1. 4) e
verificou-se que os coeficientes de correlagdo obtidos (R?), o valor do declive (m) e o
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valor da ordenada na origem (b) obtido para cada uma das retas estavam dentro dos

respetivos intervalos admissiveis no laboratério.

Tabela 1. 4- Dados referentes aos parametros seguidos nas carta de controlo para

flavonoides totais (N=15).

Média- 2DP | Média - DP | Média | Média + DP | Média+2DP
Coeficiente de correlagao (R%) 0,993 0,995 0,997 1,00 1,002
Declive (m) 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004
Ordenada na origem (b) -0,014 -0,007 -0,001 0,005 0,012

Os resultados obtidos para os diferentes extractos ensaiados apresentam-se na
Fig. 1. 2.

Bl ctanol50%
Etanol 80%

EES Acetona 80%

Flavonodides totais
(mg EC/g fruto fresco)

Figura 1. 2- Determinacdo do conteiido em flavondides totais nas amostras de
extratos de didspiro. ***p<0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 50%; ¢
p<0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 80%.

A determinacdo do conteudo em flavondides totais nos extratos em estudo,
mostrou que o extrato preparado com o diéspiro liofilizado e solugdo extratante de
acetona:agua (80:20) é novamente o que apresenta maior teor em flavondides totais
(231mg EC/100g FF) (Fig. 1. 2). Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre os extratos preparados com acetona e os restantes solventes utilizados e
também entre cada amostra utilizada.

Gorinstein et al. (2011), descreveu 114 mg EC/100g FF destes compostos no
extrato de didspiro (Gorinstein et al. 2011), oq ue se encontra dentro da ordem de
grandeza dos teores determinados neste trabalho.
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5.1.1.3 Determinagdo do teor em Procianidinas totais

Para a analise de procianidinas totais construiram-se as respetivas retas de
calibracdo e na Tabela 1. 5 apresentam-se os dados referentes a estas retas.

Tabela 1. 5 - Parametros das retas de calibracdo e doseamento de procianidinas
totais nos extratos em estudo.

Reta de calibracio Flavonéides totais (mg EC/100g fruto
¢ fresco)
Gama de Equacdo Extrato com | Extrato com | Extrato com
Solvente | concentragdo (y=mx+b) D. kaki D. kaki com D. kaki
(mg/L) m b fresco azoto liofilizado
Ac:;;"a 466+222 | 4741+14,8 | 754,1+285
Etan::l 0,9999 0,002 -0,0042
50% 5-120 1,1+0,09 | 1744+17,5 | 237+34,1
(]
E |
;2'; 0,9971 00021 | -00211 | 235:55 | 37689 | 744%9,1
(]

Os parametros relativos as retas de calibracdo foram comparados com os

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratério (Tabela 1. 6) e
. .. ~ . 2 .

verificou-se que os coeficientes de correlacdo obtidos (R°), o valor do declive (m) e o

valor da ordenada na origem (b) obtido para cada uma das retas estavam dentro dos
respetivos intervalos admissiveis no laboratério.

Tabela 1. 6 - Dados referentes aos parametros seguidos nas carta de controlo para
doseamento de procianidinas totais (N=15).

Média-2DP | Média -DP | Média | Média+DP | Média+2DP
Coeficiente de correlagao (RZ) 0,992 0,994 0,997 0,999 1,001
Declive (m) 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003
Ordenada na origem (b) -0,03 -0,017 -0,004 0,096 0,023
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Figura 1. 3- Determina¢do das procianidinas totais (padrdo de catequina) nas
amostras de didspiro.

® p<0,0001 grupo etanol 80% vs grupo etanol 50%; *** p<0,0001 grupo acetona 80%
vs grupo etanol 80%; ¢ p<0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 50%.

Ocorreram diferengas estatisticamente significativas entre os extratos
preparados com os diferentes solventes e as diferentes amostras (Fig. 1. 3).

O extrato que apresentou um teor mais elevado de procianidinas totais foi
aquele em que se utilizou didspiro liofilizado e acetona 80%, (754mg EC/100g FF).
Gorinstein et al descreve 430mg EC/100g FF.

Voltou-se a repetir a extragao pela metodologia escolhida e voltdmos a fazer os
mesmos doseamentos, para garantir a repetibilidade dos resultados anteriores. Os
resultados sdao apresentados na Tabela 1. 7 e verificou-se que sdao semelhantes aos
apresentados por outros autores.

Tabela 1. 7 - Conteudo em compostos fendlicos totais, flavondides totais,
procianidinas totais, determinado espectrofotometricamente. Extrato preparado
com didspiro liofilizado e extraido com acetona 80%.

Determinagao | Descrito Referéncia
Compostos fenélicos totais (mg EAG/100 g FF) 975+6,5 916,8 (Denev et al. 2013)
Flavondides totais (mg EC/100 g FF) 225+7,9 124 (Denev et al. 2013)
Procianidinas totais (mg EC/100 g FF) 744 + 8,6 430 (Gorinstein et al. 2011)
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Verificdmos que os resultados para o extrato selecionado estdo muito proximos
aos resultados dos doseamentos anteriores e aos apresentados na literatura citada.
Nao se registando diferencas estatisticamente significativas entre as duas experiéncias
de doseamentos realizadas (Fig. 1. 4). Pelo que prosseguimos o trabalho com a escolha
da amostra de diéspiro liofilizado e a solucdo extrativa de acetona 80%, por
permitirem obter o extrato mais rico em fendis totais, flavondides totais e
procianidinas totais.
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Figura 1. 4- Doseamento de compostos fendlicos (CF) totais, flavondides totais e
procianidinas totais.

Assim, o extrato preparado para estudo neste trabalho, segundo a metodologia
selecionada, empregou aproximadamente 360g + 0,1g de didspiros frescos (cultivados
na regido de Setubal) extraidos com acetona:agua (80:20, v/v). Todos os solventes
foram evaporados até a secura e reconstituido com dgua Milli-Q® (240mL). O extrato
obtido foi dividido em aliquotas armazenadas em tubos falcon a -80°C, para as
posteriores andlises. Na caracterizagdo em termos de teor em compostos fendlicos
totais quantificou-se 15530,56 + 277,43 mg EAG/L extrato correspondendo a 1035 +
18mg EAG/100g FF
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5.1.1.4 Determinagdo do teor em dcido ascorbico
O teor em 4cido ascorbico (AA) (Tabela 1. 8) contribui também para as
propriedades antioxidantes no extrato usado, dai o interesse no seu doseamento.

Tabela 1. 8 - Teor em acido ascérbico do extrato (os valores sdao expresso em média
de trés replicas + desvio padrdo).
Parametro Por 100g FF | Referéncia (mg/100g FF)
Teor em &cido ascérbico (mg AA)° 18 +1,60 | 34+22 (Giordanietal. 2011)
® AA — acido ascérbico; FF —fruto fresco

Segundo os dados disponibilizados pelo Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, os frutos do Diospyros kaki tém um teor em acido ascdrbico de
3mg/100g da parte edivel (INSA et al. 2018). A US Food and Drug Administration
descreve 7,5mg/100g FF da parte edivel (Food et al. 2012). Esta descrito que os
gendtipos adstringentes e ndo adstringentes apresentam diferentes concentracgdes de
acido ascorbico. Os adstringentes tém valor médio de 34+22 e os ndo adstringentes de
71+51mg/100g FF (Giordani et al. 2011).

O fruto D. kaki é rico em vitaminas e é uma fonte moderada de acido ascorbico
(Singh et al. 2011), como o nosso resultado demonstra.

5.2 Identificacao de compostos do extrato por HPLC-DAD-MS/MS
Para uma mais completa caracterizacdo fitoquimica do extrato utilizado
recorreu-se a analise por HPLC-MS/MS nas condigGes anteriormente descritas.

Apds analise foram comparados os cromatogramas do extrato de didspiro a
360, 320, 280 e 254nm.

Dadas as caracteristicas destes compostos e como se mostra na Fig. 1. 5, a
dete¢do a 280nm foi a que permitiu a dete¢do de mais compostos e com area superior,
o que era de esperar dado que corresponde ao comprimento de onda caracteristico de
absorc¢do dos compostos fendlicos.
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Figura 1. 5 - Comparacdo dos cromatogramas (360, 320, 280, 254 nm) MS?, entre os
17 min e os 22min, do extrato de didspiro. Detetor de rede de Diodos (DAD) a 280
nm, 320 nm, 360 nm e 254 nm. (Verde: 280nm; Preto: 254nm; Vermelho: 320nm;
Roxo: 360nm).

Dependendo da familia de compostos presentes, acidos fendlicos, flavondides,
etc, poderdo ser escolhidos outros comprimentos de onda mais caracteristicos para
proceder a sua analise. Para uma mais facil identificacdo dos compostos presentes no
extrato procedeu-se a sua andlise cromatografica com detecgdo por espectrometria de
massa. Na Fig. 1. 6 apresenta-se um cromatograma tipico obtido em modo SCAN numa
gama de m/z 100-1500, quando analisado em modo negativo (ESI).

100

f [\ LWM-"'JM
LR, " NN

y Time

Figura 1. 6 - Cromatograma do extrato de didspiro obtido em modo Full Scan ESI
(m/z 100-1500).

Os compostos fendlicos detetados no extrato ensaiado estdo listados na Tabela
1. 9 (mostrando os seus tempos de retencdo, o ido molecular desprotonado [M-H]
detetado, o comprimento(s) de onda UV-visiveis, os principais fragmentos MS" e a
tentativa de identificacdo). Nesta andlise foi ainda detetada a presenca de agucares,
acidos organicos e vitaminas.
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A informacdao obtida relativa a um apossivel identificacdo foi comparada,
guando disponivel, com os dados disponiveis na bibliografia, (Bylund et al. 2007; Gu et
al. 2008; Huang et al. 2010; Li et al. 2010; Engels et al. 2012; Zhang et al. 2013;
Jimenez-Sanchez et al. 2015; Sentandreu et al. 2015; Ryu et al. 2016) e em bases de
dados disponiveis como a MassBank, PhytoHub; HMDB e FoodDB e com padrdes
comerciais disponiveis no laboratdrio e analisados nas mesmas condigoes.
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Tabela 1. 9 - Possivel identificagdo de compostos por MS/MS no extrato testado de Diospyros kaki L..

M-
. [ B Energia Fragmentos caracteristicos . I A . . .
t, (min) UV Amax H] N Possivel identificagdo Referéncia Matriz descrita
(eV) MS”“ m/z
m/z
D-Frutose-6-fosfato ou D- S
6,626 228 259 25 79,97 (Ryu et al. 2016); MassBank Didspiro
Glucose 6-fosfato
(Ryu et al. 2016); Base de o
7,965 212 179 25 43,59, 71,75, 88, 179 Glucose Didspiro
dados MassBank
(Bylund et al. 2007; Jimenez-
8,909 250 133 20 71,73, 89, 115 Acido malico Sanchez et al. 2015; Ryu et al. Sumo de didspiro; didspiro
2016)
(Bylund et al. 2007; Jimenez-
9,819 230, 260 191 20 67, 85,87, 111 Acido citrico Sanchez et al. 2015; Ryu et al. Sumo de didspiro; didspiro
2016)
59,71, 89, 124, 125, 151, 168, Monogalhoil-hexdsido (ou (Engels et al. 2012; Sentandreu o
12,206 272 331 25 . Lo L. Jocote; Didspiro
169, 211, 271 acido galhico O-hexédsido) et al. 2015)
69, 79, 81, 97, 107, 124, 125, o . (Gu et al. 2008; Jimenez- o
270 169 20 Acido gélhico Didspiro
169 Sanchez et al. 2015);
14,025
89, 124, 125, 167, 168, 169, .
272 331 20 Galhoil glucose (Engels et al. 2012) Jocote
211, 241, 271, 331
71, 82, 89, 137, 149, 286, 349, 10-Hidroxioleosido 7-metil . .
15,879 220, 283 433 25 | (Jimenez-Sanchez et al. 2015) Sumo de didspiro
412, 415, 424, éster
106, 128, 151, 169, 172, 233,
17,253 211, 228 405 25 - - -
253, 315, 380, 391, 405
255, 265, . . L. .
211. 270 373 25 125, 169, 211, 253 Monogalhoil-acetilhexdsido (Sentandreu et al. 2015) Didspiro
21,991 211, 215, o 3 (Huang et al. 2010; Jimenez- L
125, 193, 245, 289, 346, 407, Procianidina dimero B1 ou Areca catechu L.; sumo de didspiro;
219, 228, 577 20 o Sanchez et al. 2015; Heras et o
425, 451, 468, 538, 577 Procianidina B2 folhas de didspireiro
280 al. 2016)
83, 95, 97,109, 121, 123, 125, Procianidina mondmeroou (-  (Huang et al. 2010; Zhang et al. L
. . . Areca catechu L.; sumo de didspiro;
25,622 280, 228 289 25 137, 149, 151, 193, 203, 205, )-Epicatequina; (+)- 2013; Jimenez-Sanchez et al.

279, 289

Epicatequina

2015)

videira




27,536

30,231

31,072

47,656

47,673

79,338

83,407

86,128

96,634

103,467

108,153

112,359

289; 280

237,278

288

262, 321,
352;
265,351
212,269,
337
211, 215,
277; 220,
270

290

280

275

267; 359

595

329

613

447

563

203

329

461

577

339

597

293

635

755

20

20

25

25

25

20

20

30

20

25

20

25

25

25

355; 385; 415; 595

123; 125; 166; 167; 191; 209;
213

131, 187, 316, 373, 403, 433,
475, 493, 588, 612

175, 189, 230, 255, 277, 284,
285, 299, 359, 374, 420, 447

269; 563

74,116, 142, 203; 221

99, 139, 171, 211, 229, 329

233,191, 167

577

49, 55, 148, 217, 252, 264, 279,
292,322
153, 194, 281, 435, 517, 568,
575, 586, 597
41, 97,121, 130, 171, 200, 235,
296
175, 205, 258, 363, 401, 473,
534, 592, 634, 636

755

Flavona di-C-hexdsido

Acido vanilico hexésido

Flavona di-C-hexdsido

Canferol-3-O-glucosideo
(Astragalin)

Apigenina

L-Triptofano

Terpendide (19-0-
metilcafestol)
Derivado de acido vanilico
(diglicosideo)
Procianidina dimero
Procianidina B1 ou B2

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecidos

Quercetina 3-0-(2, 6-di-O-
ramnosil-glucosideo)

(Sentandreu et al. 2015)

(Jimenez-Sanchez et al. 2015)

(Sentandreu et al. 2015)

(Engels et al. 2012; Jimenez-
Sanchez et al. 2015; Quifer-
Rada et al. 2015)

(Li et al. 2010); Base de dados
MassBank

MassBank; (Jimenez-Sanchez et
al. 2015)

Base de dados PhytoHub

(Sentandreu et al. 2015)

(Huang et al. 2010; Li et al.
2010).

(Lee et al. 2014; Karar et al.
2015)

Didspiro

Sumo de didspiro

Didspiro

Jocote; sumo de didspiro; cerveja

Didspiro

Sumo de didspiro

Café verde

Didspiro

Areca catechu L.; didspiro

Chokeberry (Aro,nia melanocarpa);
Crataegus monogyna and Crataegus
laevigata (Hawthorn);
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115,707

119,621

651

450

617

96, 160, 296, 298, 326, 346,

20 412,472, 473, 573, 606, 633,
646
113, 204, 253, 270, 281, 343,
25 364, 406, 435, 469
25 182, 196, 391, 400, 414, 534,

466, 530, 569, 585

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido
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5.2.1 Agucares

A analise do extrato permitiu a identificacdo de D-frutose-6-fosfato ou D-
glucose-6-fosfato com m/z 259 e ides caracteristicos gerados a 25eV, 79 e 97 (Fig. 1. 7)
e conforme a base de dados MassBank e Senica et al. (Senica et al. 2016). Foi ainda
possivel verificar a presenca de glucose, acicar comum e em elevada quantidade neste
fruto enquanto maduro (Ryu et al. 2016; Senica et al. 2016). Este é o composto que
identificdmos com m/z 179 e padrdo de fragmentacdo com energia de 25eV, 43, 59,
71, 75, 88, 179 e conforme apresentado na base de dados MassBank e por Jiménez-
Sanchez et al. (Jimenez-Sanchez et al. 2015).

Sabe-se que o didspiro apresenta teores de acucar da ordem de 12,5g de
acucar por 100g de fruto, sendo a frutose, a glucose e a sacarose, que estdo presentes
em maior quantidade (Jung et al. 2005; Jang et al. 2010; Jimenez-Sanchez et al. 2015) e
todas as cultivares, desde verde, até completamente maduro. As quantidades destes
acucares podem, no entanto variara significativamente entre cultivares e grau de
maturacdo. Foram ja descritos outros aglcares como arabinose, galactose (Senter et
al. 1991). Com o recente estudo de Ryu et al. sobre a composicdo do didspiro, onde
empregaram varias técnicas combinadas com RMN, foi possivel demonstrar que a
glucose e frutose estdo presentes no extrato aquoso do sumo do fruto em muito maior
guantidade que a sacarose (Ryu et al. 2016). Conforme Giordani et al. referem, os
métodos de extracdo afetam significativamente a composicdo em acguUcares dos
extractos obtidos devido a atividade da invertase, que degrada a sacarose durante a
extracdo (Giordani et al. 2011). A baixa percentagem de sacarose observada por Ryu et
al. (Ryu et al. 2016), pode ser devida a atividade da invertase na polpa do didspiro.

84



Ext, Diospiros MS/MS 1 Scan ESI-
BET_19 72016 5% .76} Or (2541 73,7 Daughters of 269 ES-

100-

96,7

o 11 - 1R5 1m0 15 PN s o1 opas 208 28T gy B

. \IHL[ML!

i
7580 85 9 %5 W0 W5 10 M5 0 25 130 N5 M0 16 1 1% B0 1B M0 TS 180 185 190 1% 200 205 20 25 20 BS M0 B

T
0 oe U0 MF 20 B W W O B B B0 NE M

Flgura 1. 7 — Espectro de MS/MS do ido molecular 259 (6,626 mmutos) e respetivos
fragmentos gerados (79, 97). 1ao molecular 259, identificado como D-Fructose-6-
fosfato ou D-Glucose 6-fosfato (M=260,02972).

5.2.2 Acidos organicos

Os resultados obtidos mostram a presenca de acido malico e citrico (Fig. 1. 8 e
Fig. 1. 9) no extrato analisado.

O 4acido malico com ido molecular [M-H]” m/z 133 e com os ifes de
fragmentacdo caracteristicos 71, 73, 89 e 115 (Fig. 1. 7) em que [M-H-H,0]
corresponde ao principal ido molecular desprotonado gerado (115) na fragmentacgao.
Que deverd corresponder a perda de uma molécula de dgua. Conforme descrito por
(Bylund et al. 2007; Jimenez-Sanchez et al. 2015).

O 4cido citrico apresentou o ido molecular [M-H]" m/z 191, sob energia de
framentacdo de 20eV, revelou o padrdao caracteristico deste composto, pelos
fragmentos idnicos gerados, 67, 85, 87 e 111 (Fig. 1. 8). O principal fragmento gerado
(111) foi identificado como [M-H-2H,0-CO,]" por Bylund et al. (Bylund et al. 2007;
Jimenez-Sanchez et al. 2015). Tal como no nosso estudo, também Ryu et al. por
tecnologia HPLC-DAD-ESI-TOF/MS, identificou e quantificou os acidos malico e citrico,
no extrato aquoso do sumo de didspiro, em média 5,881 + 1,114 e 4,900 £ 0,816 mM
respectivamente (Ryu et al. 2016).
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Figura 1. 8 —Espectro MS/MS do ido molecular 133 (8,909 minutos) identificado como
acido malico (M=134,02152), com os fragmentos 71, 73, 89 e 115.
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Figura 1. 9 — Em cima - Cromatograma do ido extraido correspondente ao iao
percursor 191 aos 9,819 minutos, identificado como acido citrico (M=192,02700). Em
baixo — Espectro de MS/MS do ido percursor m/z 191.

Sabe-se que os acidos organicos ocorrem naturalmente nos alimentos como
resultado de processos metabdlicos, nomeadamnete no metabolismo do 4acido
abscisico, e estdo relacionados com a tolerancia ao stresse ambiental em plantas
(Setha et al. 2004). Os principais no didspiro sdao os acidos malico e citrico (Fig. 1. 10)
(Ryu et al. 2016). Nos estudos de Senter et al. (1991) com didspiros, estes acidos foram
guantificados. O dacido malico foi o acido predominante em todas as cultivares

87



estudadas pelos autores, seguido de citrico (Senica et al. 2016). As quantidades de
malico aumentaram com a maturacdo e as do citrico diminuiram (Senter et al. 1991).

0 OH 0 7 “OH
o OH . OH
/7 0
o HO
Acido Mélico Acido Citrico

Figura 1. 10 - Estruturas quimicas dos acidos malico e citrico.

O acido citrico (CgHgO7) é um acido organico tricarboxilico presente na maioria
das frutas, sobretudo nos citricos como o limdo e a laranja (Gorinstein et al. 2001).

O 4cido malico (C4HeOs), pertencente ao grupo dos acidos carboxilicos,
encontrado naturalmente em frutas como a mag¢d e a pera. Aparece em menores
guantidades noutras frutas, como os citrinos (Duarte et al. 2012).

5.2.3 Acidos fenélicos: Acidos Benzdicos e derivados

Os acidos benzoicos tém uma estrutura quimica C6-C1 e mostram uma perda
caracteristica de CO, [M-H-44] por anélise de MS? (Vallverdi-Queralt et al. 2013).

Nas amostras analisadas foram identificados o acido galhico (m/z 169) e seus
derivados hexdsido (m/z 331) e acetilhexdsido (m/z 373). Ainda derivados glicosidicos
(m/z 329 e m/z 461) do acido vanilico (m/z 167) (Jimenez-Sanchez et al. 2015;
Sentandreu et al. 2015).

Os derivados de acido gdlhico formaram os principais grupos de fendis
detetados no extrato do fruto didspiro, que apresentavam no padrdo de fragmentacao
um ido m/z 169 (caracteristico do acido galhico) e também o ido descarboxilado com
m/z 125. O acido galhico (Fig. 1. 11), foi confirmado pela analise nas mesmas condigdes
de um padrao comercial. Este composto tem sido o mais reportado como
caracteristico de extratos de polpa de diferentes variedades de didspiro (Suzuki et al.
2005; Gu et al. 2008; Giordani et al. 2011).
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Figura 1. 11 — Em cima — Cromatograma do ido extraido correspondente ao iao
percursor m/z 169 (aos 14,025 minutos) identificado como acido galhico (M=170,02;
C;Hg0s). Em baixo — Espectro de fragmentagdo MS/MS do ido percursor m/z 169.

Os compostos na fonte idnica do espetrometro de massa podem formar

dimeros e polimerizar na fonte idnica. Assim por exemplo era detectado no espectro

de massa para o mesmo tempo de retencdo o valor de m/z 331 e m/z 663. A andlise de

fragmentacdo do ido percursor m/z 331 originou os ides m/z 271, 211 e 169 e com

base na literatura pdde identificar-se o composto com o idao molecular 331 como o

composto monogalhoil-hexdsido ou acido galhico O-hexdsido, com férmula molecular
C13H16010 (Sentandreu et al. 2015; Heras et al. 2016).
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O composto com ido percursor m/z 461 foi identificado como derivado do acido
vanilico (diglicosideo). Com a principal transi¢io MS? correspondente 3 perda neutral
de 294 amu (pentéside + hexdside) para gerar o ido m/z 167 (4cido vanilico) como o
ido mais abundante (Sentandreu et al. 2015).

O composto detetado aos 30,23 minutos com ido percursor m/z 329 e ides m/z

167 e 191 apéds fragmentacdo, foi identificado como derivado hexdsido do acido
vanilico (Sentandreu et al. 2015).

A diversidade de fendis com pequena estrutura molecular descritos até a data
nos extratos da polpa do didspiro é surpreendentemente escasso, sendo normalmente
restrito de trés a dez componentes (derivados principalmente do acido cinamico),
dependendo da variedade em estudo (Giordani et al. 2011). Assim, pode-se concluir
qgue o perfil de fendis de baixo peso molecular, por exemplo, na polpa do diéspiro
ainda permanece com muito por se conhecer (Sentandreu et al. 2014). O nosso estudo
veio descrever alguns acidos fendlicos benzoicos e derivados conforme descrito por
(Jimenez-Sanchez et al. 2015; Sentandreu et al. 2015; Heras et al. 2016).

5.2.4 Flavonadides

5.2.4.1 Flavanois

As catequinas sdo os principais flavondides do didspiro. As catequinas (flavan-3-
ol) sdo flavonodides que podem oferecer potenciais beneficios para a saude humana,
estes estdo relacionados com varias fungdes fisioldgicas, incluindo um papel protetor
contra doengas relacionadas com o stresse oxidativo, capacidades antimutagénicas e
anticarcinogénicas (Suzuki et al. 2005). Extratos de didéspiro mostraram atividade de
inducdo de apoptose de células leucémicas Molt 4B (Achiwa et al. 1997).

Foram ja reportados na literatura procianidinas constituidas por (epi)catequina
e (epi)galhocatequina juntamente com 4cidos fendlicos livres em extratos de
diferentes variedades de didspiro japonés (Suzuki et al. 2005). Porém Sentandreu e
colaboradores ndo encontraram nenhuma evidéncia de sua presenca nas amostras
ensaiadas (Sentandreu et al. 2015). No nosso estudo detetdmos a presenga aos 25,62
minutos do ido percursor m/z 289, podendo ser -(-)epicatequina (Zhang et al. 2013) ou
+(-) epicatequina (MassBank) e com um especto de frragmentacgdo caracteristico deste
tipo de compostos: m/z 109, 123, 125, 205 e 245 (Fig. 1. 12) (Jimenez-Sanchez et al.
2015).
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Figura 1. 12 — Espectro MS/MS do ido percursor m/z 289. (tr=25,622 minutos)
identificado como mondmero de procianidina [-(-)epicatequina ou +(-) epicatequina

M=290,07904].

5.2.4.2 Flavonol

Foi detetado no extrato de didspiro o ido percursor m/z 447 ao tempo de
retengdo de 47,6 minutos e que deverd corresponder ao canferol-3-O-glucosideo, de
acordo com o espectro de fragmentagao obtido. A perda da molécula de agucar de 162
u.m.a. origina o ido fragmento m/z 285 (Quifer-Rada et al. 2015).

Autores identificaram este composto em sumo de didspiro e em peles de jacote
ou até mesmo em cervejas quando se estudou os compostos fendlicos por
espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS) (Engels et al.
2012; Jimenez-Sanchez et al. 2015; Quifer-Rada et al. 2015).

5.2.5 Taninos condensados ou proantocianidinas

Fendis de alto peso molecular, também conhecidos como taninos condensados
ou proantocianidinas, que sdo polimeros de catequina com ou sem glicosilagdo
(Halsam et al. 1988; Sentandreu et al. 2015) foram ja identificados neste tipo de
amostras. As proantocianidinas constituidas por apenas epicatequina sao chamadas de
procianidinas (de la Iglesia et al. 2010). Matsuo (Matsuo 1978) identificou os taninos
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no diéspiro japonés e descobriu que o tanino consistia em catequina, catequina-
galhato, galhocatequina e galhocatequina-galhato. Mais tarde, Li et al. no estudo da
estrutura das proantocianidinas presentes no didspiro, verificou que estas consistem
essencialmente em epigalocatequina-3-O-galhato, galhato de epicatequina e
epicatequina (Li et al. 2010).

As proantocianidinas resultam de reacdes de polimerizacdo (condensacdo) de
mondédmeros de flavondides ligados por carbonos (C4-C8). Existem 2 tipos de
proantocianidinas, as proantocianidinas B que sdo constituidas por unidades de
catequina e epicatequina ligadas pelo C4 e C6 ou C8 e as proantocianidinas A, que para
além do ja referido, possuem também ligacdes C2-C7 (de la Iglesia et al. 2010).

Varios estudos mais recentes vieram mostrar a associacdo das procianidinas do
didspiro a varias funcdes bioldgicas, como atividade antioxidante (Jang et al. 2010; Tian
et al. 2011; Tian et al. 2012), atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana (Borges-
Argaez et al. 2007), hipolipidémica (Gorinstein et al. 1998; Kondo et al. 2004; Fukai et
al. 2009; Zou et al. 2012), antidiabéticas (Lee et al. 2006) e decréscimo do risco de
aterosclerose (Park et al. 2008).

A presenca de dimeros de procianidinas no extrato analisado (Fig. 1. 13) foi
detetada aos 21,99 minutos e também aos 86,13 minutos. O composto com ido
percursor m/z 577 quando aplicado um potencial de 20eV gera os fragmentos 125,
289, 346, 407, 425, 451, 577 e foi identificado como procianidina dimero (B1 ou B2)
por (Huang et al. 2010; Li et al. 2010; Jimenez-Sanchez et al. 2015; Heras et al. 2016) e
no MassBank (M=578,14243).
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Flgura 1.13 - Espectro do ido percursor m/z 577 e fragmentos gerados por MS/MS
Composto com m/z 577, identificado como procianidina dimero (B1 ou B2).

Os taninos do didspiro (proantocianidinas) tém provado exercer significativos
efeitos hipocolesterolémicos em uma variedade de modelos. Os efeitos
hipolipidémicos dos taninos de elevado peso molecular foram investigados por Zou et
al, suplementando a dieta de ratinhos machos Sprague-Dawley que consumiram uma
dieta 2% elevada em colesterol e tratados com doses diferentes de taninos de elevado
peso molecular ou sem eles, durante 9 semanas. Os taninos de elevado peso molecular
efetivamente reduziram os triglicerideos séricos e hepaticos, o colesterol total e as LDL
enquanto aumentaram as HDL séricas e hepaticas. Um tratamento de 100mg taninos
de elevado peso molecular/kg de peso corporal por dia, pode aumentar
significativamente a atividade da lecithin cholesterol acyl transferase (LCAT) sérica e a
excrecdo fecal de 4acidos biliares. O depdsito das goticulas lipidicas hepaticas e a
esteatose hepatica, induzidas pela dieta colesterol-elevada, foram marcadamente
inibidas pelos taninos de elevado peso molecular. A dieta rica em colesterol induz
stresse oxidativo em ratos mas os taninos de elevado peso molecular aumentam
significativamente a atividade das superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px), elevando a capacidade antioxidante total (T-AOC), e diminuem o
malondialdeido (MDA) no soro e figado (Zou et al. 2012).

A regulacdo genética envolvida na homeostasia do colesterol pelos taninos
condensados do diéspiro em duas linhas celulares (HepG2 e Caco-2), foi elucidada por
Ge et al. 2016 (Ge et al. 2016). Ge et al. encontraram evidéncias de que os taninos do
didspiro modulam extensivamente a expressdao de genes envolvidos na absorcdo e
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efluxo de colesterol em linhas celulares, células HepG2 e Caco-2 (Ge et al. 2016). O
intestino age como detentor de um portdo para absorcdo de colesterol. A inibi¢cdo da
absorcdo de colesterol contribui para a reducdo dos niveis de colesterol no plasma.
Taninos do didspiro podem efetivamente reduzir os niveis de colesterol celular tanto
nas células HepG2 como Caco-2. Inibiram o acumulo celular de colesterol através da
reducao do gene relacionado com a biossintese de colesterol (SREBP-2), do gene
relacionado a absorcdo de colesterol (NPC1L1) e dos genes relacionados ao regulador
do efluxo de colesterol (por exemplo ABCA1, ABCG1, CYP7Al), mas
independentemente da via de sinalizacdo do LXRa (Ge et al. 2016).

Um extrato etandlico de didspiro adstringente estudado na linha celular HepG2
(linha celular de hepatoma humano) segundo Hwang et al. (Hwang et al. 2017)
mostrou efeito na atividade antioxidante, supressdo do colesterol e atividade da HMG-
CoA redutase e o mecanismo molecular relacionado para LDL e HDL. O mesmo estudo
demonstrou que o extrato elevou os recetores de LDL e SREBP-2, que controla o
recetor de LDL, aumenta a expressdo de ABCA1l, um transportador de colesterol,
diminuindo LDL e aumentando HDL. Estes resultados provaram que os didspiros, tém
efeitos antioxidantes e de prevencdo de hipercolestorolémia e podem contribuir para
prevenir a sindrome metabdlica (Hwang et al. 2017).

Também Gato et al extraiu de didspiros jovens o que designaram por fibras
ricas em taninos com o objetivo de preparar barritas para integrar na alimentacao
diaria de 40 pessoas, trés vezes ao dia, antes das refei¢cbes, durante 12 semanas.
Observou-se que ocorria uma reducdo significativa dos niveis de colesterol total e LDL,
sem alterar os niveis de HDL nem de triglicerideos no plasma (Gato et al. 2012). Os
taninos dos didspiros jovens incluem taninos altamente polimerizados, compostos por
EC (epicatequina), EGC epigalhocatequina, ECg (epicatechin-3- O —galhato), e EGCg
(epigallocatequina-3-0-galhato) (Gato et al. 2012). Assim, as fibras ricas em taninos de
diéspiros jovens podem ser um produto Util para prevenir e tratar hipercolesterolémia,
uma vez que a sua ingestdo didria reduziu os niveis plasmdticos de colesterol em
humanos (Gato et al. 2012). Os niveis plasmaticos de HbAlc foram também
significativamente reduzidos como resultado do consumo das barritas com altas doses
de fibras ricas em taninos, o que foi relacionado por Gato et al com a capacidade dos
taninos para ligarem acidos biliares. Assim, fibras ricas em taninos podem ser efetivas
na prevenc¢do e/ou tratamento da diabetes tipo 2. (Gato et al. 2012).

Matsumoto et al. (2011) testaram in vitro e in vivo os taninos altamente
polimerizados preparados a partir de diéspiro jovem tendo comprovado a capacidade
destes se ligarem a acidos biliares, promovendo a sua excre¢ao fecal em ratinhos com
suplementagdo alimentar de 1% (p/p) em taninos, o que leva estes autores a sugerir,
gue os taninos polimerizados do didspiro sao um produto alimentar benéfico para a
prevencdo e melhoria da sindrome metabdlico (Matsumoto et al. 2011).
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5.2.6 Aminoacidos

Com base na andlise do composto detetado aos 47,67 minutos com ido
percursor m/z 203 e padrdo de fragmentacdo com energia de colisdo a 20eV iGes m/z
74, 116, 142, e 203 foi possivel identificar a presenca de L-triptofano (M=204.08988)
no extrato (Fig. 1. 14). Este aminoacido foi identificado em estudos recentes, no
extrato aquoso de didspiro quando analisado com base em técnicas de RMN (Ryu et al.
2016). Com a tecnologia HPLC-DAD-ESI-TOF/MS aplicada a sumo de diéspiro foi
também identificado o ido percursor m/z 203 como o aminoacido L-triptofano
(Jimenez-Sanchez et al. 2015).
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Flgura 1 14 - Espectro MS/MS do composto com ido percursor 203 com fragmentos
principais ides com m/z 74, 116, 142, 221. Composto identificado como L-triptofano
(M=204,08988).

Nos estudos de caracterizagdao dos sumos de didspiros por metodologia de
HPLC-DAD-ESI-TOF/MS de Jiménez-Sanchez et al., foram detetadas proteinas e
derivados. I6es percursores com m/z 180, 164 e 203 foram identificados como L-
tirosina, L-fenilalanina e L-triptofano. Estes autores reportaram a dete¢do dos ides
percursores m/z 395 e 383, que consideraram como péptidos, com possibilidade de
serem L-lisina, L-serina, L-tirosina/L-serina, L-prolina, L-prolina, L-prolina para o
primeiro e L-lisina, L-trionina e L-histidina para o segundo (Jimenez-Sanchez et al.
2015).

Em geral, a composicdao nutricional e o perfil fendlico do extrato de didspiro
analisado por HPLC-DAD e MS/MS estda de acordo com os dados disponiveis na
literatura (Gu et al. 2008; Xu et al. 2012; Denev et al. 2013; Sentandreu et al. 2014;
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Jimenez-Sanchez et al. 2015; Sentandreu et al. 2015; Heras et al. 2016; Ryu et al.
2016).

Os estudos ja reportados mostram que é importante a contribuicio das
proantocianidinas compostos fendlicos comprovadamente bioativos, que apreesntam
um acontribuicdo benéfica em diversas doencas crénicas. Atuam sobre as doencas
cardiovasculares, diminuem a vasoconstricdo e a oxidacdo da LDL; na diabetes, diminui
a expressdao de RAGE e os efeitos de AGEs, diminui a peroxidacado lipidica no figado;
diminui a hiperglicémia, hiperlipidémia e stresse oxidativo, provoca diminuicdo de
peso, melhora a resisténcia a insulina, melhora nefropatias, retinopatias e neuropatias;
no cancro aumenta a apoptose e diminui a proliferacdo, diminui a angiogénese; nas
infecdes bacterianas, melhora atividade anti-adesiva e diminui mediadores
inflamatérios (de la Iglesia et al. 2010).

No entanto ndo tem sido considerado o facto de nos extratos dos frutos
testados existirem também, outros compostos fendlicos de cadeia curta que possuem
atividade antioxidante (Rasmussen et al. 2005), como a epicatequina ou os acidos
benzdicos e derivados, vanilico e galhico identificados ou ainda as flavonas e flavonois
e seus derivados.

Para além das vitaminas, como a vitamina C os carotendides, aminoacidos, os
acidos organicos malico e citrico, de que este fruto é fonte nutricional foram também
idengtificados e podem contribuir para as propriedades benéficas associadas ao
consumo deste tipo de fruto. No entanto neste trabalho ndo foi contemplada a sua
analise.

5.3 Caracterizacao da atividade antioxidante do extrato in vitro
(ORAC e HORAC)

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por ensaios de ORAC e HORAC.
Os resultados de ORAC e HORAC foram, respectivamente, 1517 + 146umol
equivalentes trolox por 100g de didspiro fruto fresco (7,581 + 0,733 equivalentes mol
trolox por mL de extrato de diéspiro fresco) e 984 + 67umol equivalentes de acido
cafeico por 100g de diéspiro fresco (4,919 + 0,334umol equivalentes de acido cafeico
por ml de extrato de didspiro fresco).

O ensaio ORAC mede a capacidade das espécies de antioxidantes presentes nos
extratos de Diospyros kaki L. para inibirem a oxidacdo da fluoresceina dissédica (FL)
catalisada por radicais peroxilo (ROOe) gerados pelo cloreto de 2,2'-azobis (2-
metilamidinopropano) (AAPH).

O método HORAC avalia a capacidade de prevencdao pela amostra do radical
hidroxilo gerado por uma reacdo do tipo de Fenton mediada pelo Co(ll), com o fluoreto
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de cobalto Il (CoF;), usando a FL como a sonda e a curva de decaimento da
fluorescéncia de FL para quantificar o valor HORAC. A reacdo de Fenton é uma
importante fonte de ROS em sistemas bioldgicos, na qual o Fe?* ou Fe** reage com
H,0, para produzir ROS como os radicais “OH, 02 " e '02.

Como se pode ver na Tabela 1. 10, embora os valores obtidos no extrato de
didspiro sejam mais baixos que os descritos para alguns frutos vermelhos (amoras e
mirtilos), sdo superiores aos apresentados por alguns autores referentes a estudo com
amostras de magds e morangos.

Tabela 1. 10- Atividade antioxidante.

ORAC (umol HORAC (pmol

Frutos TEAC/100g FF)  CAEAC/100g FF) Referéncia
Didspiro (Diospyros kaki L.) 1517+ 146 984+ 67
Magas [Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala Galaxy and 1133+ 70 612+ 79 (Serra et al. 2010)
Golden]
Mirtilo [Vaccinium corymbosum L. (Highbush),
Vacc-/n/L-lm ashei Reade (Rabb/te){e?, Vaccm/ym 1390-4590 1293 (Prior et al. 1998);
angustifolium (Lowbush), and Vaccinium myrtillus L. (Denev et al. 2010)
(Bilberry)]
(Sellappan et al.
Amoras (Rubus fructicosus) 3550 834 2002); (Denev et al.
2010)
Morangos (Fragaria x. ananassa) 1190 - (Kevers et al. 2007)

O extrato de didspiro mostrou maior atividade antioxidante do que outros
extratos de frutas, como macas (Serra et al. 2010) e morangos (Kevers et al. 2007). No
nosso estudo, o extrato de didspiro mostrou 1517 + 146umol TEAC/100g FF (7,581 +
0,733umol de TEAC/mL) por ORAC e 984 + 67umol CAEAC/100g FF (4,919 £ 0,334umol
CAEAC/mL) por HORAC. Os estudos com macas (Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala
Galaxy e Golden) de Serra et al. 2010 (Serra et al. 2010) determinaram 1133 + 70umol
de TEAC/100g e 612 + 79umol de CAEAC/100g, por ORAC e HORAC, respetivamente.
Morango (Fragaria x. Ananassa) exibiu 1190umol TEAC/100g conforme determinado
pelo ORAC (Kevers et al. 2007).

Os nossos resultados demonstram que o didspiro é uma fruta com uma grande
guantidade de antioxidantes fendlicos, em compara¢do com outras frutas como macas
que possuem um conteido em compostos fendlicos totais de 422,5mg EAG/100g FF
(Mikulic-Petkovsek et al. 2007) e 69,6-141,0mg EC/100g FF (Gu et al. 2004) em
procianidinas totais, ou framboesa vermelha (Rubus idaeus L) com 171mg de
EAG/100g de FF em compostos fendlicos totais, 24,45mg EC/100 g FF do teor total em
flavondides e 17,71mg EC/100 g de FF do teor total em procianidinas (Figueira et al.
2014).
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Em suma, o extrato para estudo neste trabalho foi preparado segundo a
metodologia selecionada [amostra de didspiro fruto liofilizado e solucdo extrativa
acetona:agua (80:20, v/v)], por permitirem obter o extrato mais rico em fendis totais,
flavondides totais e procianidinas totais. Empregou-se aproximadamente 360g + 0,1g
de didspiros frescos (cultivados na regido de Setubal). Todos os solventes foram
evaporados até a secura e reconstituido com agua Milli-Q® (240mL). O extrato obtido
foi dividido em aliquotas armazenadas em tubos falcon a -80°C, para as posteriores
analises. Na caracterizacdo em termos de teor em compostos fendlicos totais
quantificou-se 15530,56 + 277,43 mg EAG/L extrato correspondendo a 1035 + 18mg
EAG/100g FF
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CAPITULO II

Bioatividade do extrato de Diospyros
kaki L.
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CAPITULO II. BIOATIVIDADE DO EXTRATO DE Diospyros kaki L.

Apds a caracterizacdo fendlica do extrato de didspiro que permitiu escolher o
gue seria mais promissor para associar a efeitos bioldgicos fomos estudar alguma da
sua bioatividade.

Assim, neste capitulo, foram estudadas as atividades antioxidante e anti-
inflamatéria. Foi avaliada a capacidade antioxidante intracelular do extrato e também
o burst oxidativo dos neutréfilos.

Para estudar o possivel efeito anti-inflamatoério do extrato de didspiro, neste
trabalho foi utilizado o modelo de inflamagao aguda induzida pela carragenina em
ratos. De entre os modelos que simulam doencas inflamatérias cronicas escolhemos o
da Artrite Reumatoide (AR) em ratos e o modelo de Colite Ulcerosa (CU) em
murganhos.
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1. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

1.1 Experimental
1.1.1 Materiais

Para a avaliacdo da Atividade Antioxidante Intracelular foram utilizadas células
de carcinoma de célon humanas, Caco-2, da Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen (DSMZ) (Braunschweig, DE); meio de cultura RPMI 1640; soro fetal
de bovino (FBS) e glutamina da Invitrogen (Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley, UK);
>97%; quercetina 298% (HPLC) e tampao de fosfato padrdo (PBS) da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, US); 2,2’-Azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH); diacetato de 2-
7- diclorofluoresceina (DCFH-DA),

Para a avaliacdo da Atividade Antioxidante no burst oxidativo dos neutréfilos
foram utilizados os seguintes reagentes: solu¢do de azul de tripano a 0,4%, luminol,
Dihidrorodamina 123 (DHR); citocromo ¢ de coracdo de cavalo; cloreto de potdssio,
dehidroepiandrosterona (DHEA), e luciferinaluciferase foram adquiridos na Sigma
Chemical Co. (St. Louis, US); tampdo fosfato salino (PBS); solucdo salina equilibrada de
Hank (HBSS); acetato de miristato de forbol (PMA); o cloreto de sddio, sulfato de
magnésio, acido perclérico, bicarbonato de potassio e cloreto de calcio foram
adquiridos na Merck (Darmstadt, DE); o tris(hidroximetil)Jaminometano foi obtido da
Riedel de Haén (Hanover, DE).

1.2 Meétodos
1.2.1 Atividade antioxidante celular [Cellular Antioxidant Activity (CAA)]

As células humanas do carcinoma do célon Caco-2 adquiridas na Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ, (Braunschweig, DE) foram
utilizadas para a avaliagdo in ex vivo da CAA em presenca do extrato de didspiro. Foi
utilizado o meio de cultura RPMI 1640 e suplementadas com 10% de soro fetal bovino
(FBS, do inglés ‘Fetal bovine serum’) e 2mM de glutamina para a cultura destas células.
A cultura de células stock foi mantida em camadas, em frascos de cultura de 175 cm?® e
incubadas em estufa a temperatura de 37 C, numa atmosfera humidificada com 5% de
CO..

A avaliagao da CAA do extrato de Dipospyros kaki L., em células Caco-2 implicou
primeiramente o cultivo destas células. Assim, numa placa de 96 po¢os a uma
densidade de 2x10* células/poco, em 100pL de meio de crescimento, a cada 48h o
meio de cultura foi mudado até se atingir a confluéncia das células, 72h.
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O procedimento para testar as amostras implicou ainda a remoc¢do do meio de
cultura e a lavagem por duas vezes das células com PBS, solucdo tampao de fosfato
padrdo, para remocao de células ndo aderidas.

Pocos com células diferenciadas foram preparados em triplicados com 100uL
de diferentes concentracdoes da amostra e 25uM de diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) diluidos em PBS. A formacao intracelular de ROS é revelada pelo DCFH-DA
gue funciona como um indicador. Em alguns pocos, o meio de cultura das células foi
removido e substituido por PBS contendo 600uM AAPH, um indutor de stresse quimico
gue gera a producdo intracelular de ROS a temperatura de 37 C. Em seguida a
microplaca de 96 pocos foi colocada num leitor de microplacas de fluorescéncia FL800
da BioTek Instruments (Winooski, VT, US), a 37 C.

A fluorescéncia emitida pelo DCFH-DA na sua forma reduzida foi monitorizada e
registada a cada 5 minutos durante 1 hora. E foram usados filtros de fluorescéncia para
os comprimentos de onda de emissdo Aem=530 + 25nm e de excitacdo de Aex=485 +
20nm.

Foram testados ainda pocos de controlo em triplicado (células tratadas com
DCFH-DA e o oxidante AAPH) e incluidos pogos branco (células tratadas com DCFH-DA
sem o oxidante). Foi utilizada quercetina como padrdo. A quantificacdo da CAA dos
extratos de Diospyros kaki L. foi feita de acordo com o descrito por Wolfe and Liu
(2007) (Wolfe et al. 2007). Por fim, os valores de EC50 foram convertidos nos valores
de CAA, expressa em micromoles de equivalentes de quercetina por g de didspiro
(umol EQ/g didspiro), usando o valor EC50 médio da quercetina obtido dos triplicados.

1.2.2 Avaliagao do Burst Oxidativo dos Neutrofilos

Foram utilizados neutrdéfilos humanos para a avaliagao in vitro da capacidade
antioxidante do extrato para inibir ROS e RNS geradas por esses neutrdéfilos quando
entram em burst oxidativo, segundo o método descrito por Freitas et al. em 2008
(Freitas et al. 2008). As determinac¢des foram feitas por quimioluminescéncia em leitor
de microplacas de fluorescéncia Synergy HT da Bio-Tek Instruments (Winooski, VT, US).

Primeiramente os neutréfilos humanos foram isolados através do gradiente de
densidade, e foram mantidos em gelo até a utilizacdo. O meio de incubac¢do utlizado
foi o meio de Glicose Tris (Tris 25mM, CaCl,.2H,0 1,26mM, KCI 5,37mM, MgSO,
0,81mM, NaCl 140mM e 5,55mM de D-glicose). As suspensdes celulares preparadas
tinham mais de 99% de neutrofilos e o controlo de viabilidade foi superior a 95% das
células eram viaveis, excluindo as de azul de tripano a 0,4%.
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A sonda quimioluminescente de luminol foi utilizada para monitorizar a
producdo de espécies reativas por neutréfilos, nomeadamente de radicais anido
superoxido (02"), peréxido de hidrogénio (H,0,), hidroxilo (HO®), 4cido hipocloroso
(HOCI), 6xido nitrico (NO°) e anido peroxinitrito (ONOQ') (Freitas et al. 2009).

Conforme descrito por Costa et al. (Costa et al. 2006), a medicdo do oxidative
burst dos neutrdfilos foi realizada por quimioluminescéncia, monitorizando a oxidacao
do luminol induzida por ROS. As preparacdes reacionais empregues neste ensaio
continham neutréfilos (1x10° células/mL) e os reagentes seguintes, nas concentragdes
finais indicadas, num volume final de 250uL: extrato de didspiro em diferentes
concentracdes, luminol (500pM) e acetato de miristato de forbol (PMA; 160nM).

As células foram previamente incubadas, durante 5 minutos, com o luminol e
com os compostos testados, antes da adicdo de PMA e as medicdes foram realizadas a
37 C, sob agitacao suave e continua. As leituras cinéticas foram imediatamente
iniciadas, apds a estimulacao celular. Estas medidas realizaram-se no pico da curva que
foi observado a cerca de 10 minutos. A atividade antioxidante do extrato de Diospyros
kaki L. foi expressa como a percentagem de inibicdo da oxidacdo do luminol. Os
resultados foram expressos em pug mL™, como média = desvio padrdo, a partir de
guatro experiéncias individuais (no minimo), efetuadas em triplicado em cada
experiéncia.

1.2.3 Tratamento dos Resultados

Os resultados da avaliacdo da CAA e do oxidative burst pelos Neutrdfilos foram
comparados pelo método ANOVA de uma entrada seguido do teste pds-hoc de
Bonferroni, tendo sido considerados significativos quando p <0,05. A analise estatistica
foi realizada com a versdo 5.0 do programa estatistico GraphPad da PRISM™ da
GraphPad Software (San Diego, US).

1.3 Resultados e Discussao
1.3.1 Atividade antioxidante celular [Cellular Antioxidant Activity (CAA)]

Os resultados da CAA do extrato de Diospyros kaki L. em células da linhagem
Caco-2 sdo apresentados na Tabela 2. 1.
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Tabela 2. 1 - Avaliagdo da atividade antioxidante celular in vitro do extrato de
Diospyros kak, L. e outros frutos.

Fruto CAA (umol de QE/100g) Referéncia
Didspiro 32,8 -
Laranja 13,7 (Wolfe et al. 2008)
Cereja 27,4 (Wolfe et al. 2008)
Pera 7,35 (Wolfe et al. 2008)
Manga 15,3 (Wolfe et al. 2008)
Maga 219 (Wolfe et al. 2008)
Péssego 9,47 (Wolfe et al. 2008)
Abacate 3,58 (Wolfe et al. 2008)
Ameixa 33,5 (Wolfe et al. 2008)

CAA — Cellular antioxidant activity; EQ equivalentes de quercetina.

Este método possibilita a quantificacdo da atividade antioxidante de um modo
mais significativo em termos biolégicos do que os ensaios de avaliacdo da capacidade
antioxidante quimica ORAC e HORAC. Medir a atividade antioxidante de frutas, por
exemplo, em cultura de células é um passo importante na triagem de potenciais
bioatividades e é mais biologicamente representativo do que os dados obtido a partir
de ensaios de atividade antioxidante puramente quimicos (Wolfe et al. 2008).

Este € um modelo relevante pois ao empregar células intestinais humanas faz
uma abordagem importante em termos de absorc¢do intestinal (Deprez et al. 2001;
Markopoulos et al. 2014). Estas células da linhagem Caco-2 tém a capacidade de se
diferenciarem em monocamadas e com morfologia que mimetizam a das células
epiteliais intestinais humanas (Yokomizo et al. 2006).

Neste método, o stresse oxidativo celular foi induzido por um agente quimico,
o AAPH. Resultando na geracdo de radicais peroxilo (ROO®). Os ROO" s3o
biologicamente muito importantes, nomeadamente por serem considerados
importantes intermediarios em vias metabdlicas ligadas ao stresse oxidativo (Domazou
et al. 2012). Assim sendo, os seres vivos tém elevada probabilidade de formagdo de
ROO". Da oxidacdo do colesterol e das proteinas também se geram ROOQe, neste Gltimo
caso produzidos dos residuos dos aminoacidos (Gebicki et al. 2010; Porter 2013). No
processo de peroxidacdo lipidica, por exemplo, formam-se espécies reativas derivadas
dos PUFAs, incluindo radicais alquilo peroxilo (LOO®) (Fukuzawa 2008). Estes LOO" tém
um papel importante no processo de propagacdao da peroxidacdo lipidica, donde se
geram mais radicais livres com potencial impacto genotdxico e cardiovascular (Porter
2013).

O ensaio CAA é uma ferramenta valiosa para medir a atividade antioxidante de
antioxidantes, suplementos dietéticos e alimentos em cultura celular (Wolfe et al.
2007). As células Caco-2 tém sido usadas com sucesso para estudar a
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biodisponibilidade e a conversdo metabdlica de antioxidantes da dieta,
nomeadamente de carotendides e flavondides (Cheli et al. 2011).

Neste contexto é importante que as linhagens celulares mantenham as
respostas funcionais ao stresse oxidativo induzido (Cheli et al. 2011).

Os estudos in vitro levados a cabo com células desta linhagem evidenciaram
que a nivel celular, estes antioxidantes podem interromper e prevenir a propagagdo do
radical peroxilo e reduzir a peroxidacdo das membranas via reducdo ou resgate das
ROS produzidas na célula (Cheli et al. 2011).

O extrato de diéspiro testado revelou-se eficiente no resgate do radical
peroxilo in vitro. O ensaio CAA considera aspetos da absorcdo, do metabolismo e da
localizagdo de compostos antioxidantes no interior das células, ao contrario dos
métodos ORAC e HORAC anteriormente testados (Caitulo |, sec¢do 5.3, Tabela 1. 10).

O extrato de Diospyros kaki L. analisado apresentou uma CAA de 32,8umol
equivalentes de quercetina (EQ)/100g de diéspiro ou 0,1641umol de equivalentes
quercetina/mL extrato. Importa realgcar que estes didspiros sdo rios em compostos
fendlicos (558,9mg EAG/100g de didspiro), sobretudo procianidinas (459,5mg EC/100g
de didspiro) e flavondides (144,8mg EC/100g de didspiro). Varios estudos tém
mostrado que as procianidinas estdo associadas a varias fun¢Oes bioldgicas, incluindo a
antioxidante (Jang et al. 2010; Tian et al. 2011; Tian et al. 2012).

Os resultados do diéspiro quando comparados a outros frutos tradicionalmente
considerados como importantes para a dieta como a mac¢d, a pera, o abacate e a
laranja, revelaram que o didspiro tem maior poder antioxidante a nivel celular. Nos
estudos de Wolf et al. com 25 frutos comuns na dieta americana (onde ndo se inclui o
diéspiro), verificou-se que os valores de CAA foram significativamente associados ao
teor de fendis totais e ORAC, embora os coeficientes de correlagdao fossem muito
menores entre os valores CAA e ORAC do que entre CAA e valores de fendlicos totais
(Wolfe et al. 2008).

A CAA do extrato de didspiro tem sido estudada em outros tipos celulares,
como por exemplo nas células do hepatoma humano (HepG2). O extrato do fruto
diéspiro adstringente cv. Sangjudungsi (D. kaki Thunb.) foi testado nestas células, que
guando sujeitas a H,0, desencadeiam stresse oxidativo, conseguindo restaurar a
viabilidade celular de forma dose dependente e em concentragdes nao tdxicas, tendo
também atenuado o stresse oxidativo intracelular. Os compostos presentes no extrato
parecem agir na remoc¢ao dos oxidantes, como o que foi observado com H,0; nas
células do figado humano, sugerindo que o didspiro pode ser uma boa fonte de
antioxidantes (Lee et al. 2014). Noutro tipo de células, que mimetizavam as condicdes
de isquemia cerebral in vitro, foi ainda possivel verificar a atividade antioxidante do
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extrato de didspiro que demonstrou ter efeito neuroprotetor Forouzanfar et al. (2016).
Estes autores relatam que o extrato de didspiro protegeu as células PC12 do stresse
oxidativo gerado pela privacdo de glucose, oxigénio e soro (Glucose-Oxygen-Serum
Deprivation-Induced PC12 Cells Injury) via mecanismo antioxidante, com reducdo da
producdo de ROS intracelular (Forouzanfar et al. 2016).

Varios estudos mostraram a atividade antioxidante do didspiro (Jung et al.
2005; Chen et al. 2008; Park et al. 2008; Fukai et al. 2009; Jang et al. 2010; Gorinstein
et al. 2011; Jang et al. 2011) mas maioritariamente foram usados ensaios DPPH e ABTS.
Estas técnicas sdo muito rapidas e faceis de executar, mas tém algumas limitacdes. Por
exemplo, o radical DPPH é um radical de azoto resistente. H4 também evidéncias de
que a DPPH’ reage reversivelmente com alguns compostos fendlicos, o que pode levar
a valores alterados de eliminacdo de radicais (Huang et al. 2005). Os métodos
escolhidos abrangem diferentes aspetos da acdo antioxidante e oferecem uma visdo
abrangente sobre o potencial antioxidante do extrato investigado. Isto é importante,
uma vez que se recomenda a utilizacdo de mais de um ensaio antioxidante para a
compreensao detalhada dos principios das propriedades antioxidantes dos compostos
a que é atribuida esta capacidade.

1.3.2 Avaliagdo do Burst Oxidativo dos Neutréfilos

N3o querendo apenas determinar a eficacia de compostos antioxidantes
exoégenos num ambiente celular (avaliado pela CAA), quisemos avaliar a capacidade do
extrato inibir ativamente a resposta de burst oxidativo dos neutrofilos infiltrados no
tecido lesado.

Considerando o efeito inibitdrio do extrato de didspiro (1,1-17,5ug mL™) no
burst oxidativo de neutroéfilos humanos foi determinada uma ICso de 7,5 £ 1,0ug mL™
(Fig. 2. 1). Em ambos os casos o extrato demonstrou, ndo apenas a capacidade de
atuar como antioxidante intracelular (CAA) mas também de interferir com a fungao
dos neutrdfilos, inibindo a libertacdo de espécies deletérias reativas de oxigénio, que
amplificariam os sinais inflamatdrios ja desencadeados.
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Figura 2. 1 — Burst oxidativo dos neutréfilos humanos e o efeito inibitério do extrato

de Diospyros kaki L..
*p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado com o ensaio controlo (PMA sozinho). Os valores sdo

apresentados como média + DP.

Os neutréfilos sdo células centrais na defesa de um organismo contra lesdes,
nomeadamente a infecdo, através da sua capacidade de sintetizar metabolitos de
oxigénio e libertar varias enzimas. No entanto, esses agentes também podem ser
toxicos para os tecidos circundantes normais e potencialmente induzir doencas
inflamatdrias. Como resultado, hd uma regulacdo negativa rapida (Ryan et al. 1977;
Doherty et al. 1988; Melnicoff et al. 1989). Uma caracteristica da inflamag¢do aguda é
que, inicialmente, o infiltrado leucocitario é principalmente neutrofilico (Ryan et al.
1977; Doherty et al. 1988; Melnicoff et al. 1989). Assim, a inflamag¢do aguda é uma
resposta benéfica limitada, particularmente durante o desafio infecioso, enquanto que
a inflamagdo crénica é um fendmeno persistente que pode levar ao dano tecidual. A
capacidade de um agente infecioso e hospedeiro induzir e sustentar a inflamacgao
cronica é o mecanismo focal envolvido na etiologia infeciosa da maioria das doencas e
a maioria das NCDs s3ao caracterizadas patologicamente por evidenciar inflamagao
cronica (Ogoina et al. 2009). Sendo assim qualquer composto que tenha a capacidade
de inibir ou modelar a burst oxidativo dos neutroéfilos para que ndo se exceda o seu
papel na defesa e se evite a sua toxicidade sé pode ser benéfico, como o efeito
dependente da dose demonstrado pelo extrato de didspiro.

A maioria dos efeitos exercidos pelos compostos fendlicos nos neutréfilos é
baseada na inibicdo da producdo de anides superodxido. Flavonéides como as
procianidinas isoladas da Garcinia brasiliensis demonstraram um potente efeito
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inibidor no burst oxidativo de neutréfilos humanos, inibindo a producao de ROS pelos
neutroéfilos estimulados (Arwa et al. 2015).

E provavel que os resultados obtidos por nds neste estudo sejam igualmente
devidos a riqueza em procianidinas do fruto didspiro.

O efeito de cinco compostos de flavondides isolados das folhas de Diospyros
kaki na geragdo de superoxido induzida por um estimulo e fosforilagdo de residuos de
tirosina em proteinas de neutréfilos humanos foi investigado por Chen et al. 2002. Os
cinco compostos examinados foram canferol 3-O-B-d-galactopirandsido, canferol 3-O-
B-d-glucopirandsido, isorramnetina 3-O-B-d-glucopirandsido, quercetina 3-O-B-d-
galactopirandsido, quercetina  3-O-B-d-glucopiranosil-(6—>1)-a-I-ramnopirandsido.
Estes flavondides suprimiram a geracdo de superodxido induzida pelo estimulo e a
fosforilacdo do tirosil (Chen et al. 2002). Em 2009 o efeito inibitério do extrato aquoso
das folhas do diospireiro, bem como os seus principais compostos fendlicos (canferol,
guercetina e miricetina) foram testados por Che et al. (2009) na producdo induzida por
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina [N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP)]
do radical superdxido por neutrdfilos humanos. Os flavondides suprimiram a geracao
de superdxido induzida pelo estimulo e a fosforilagdo do tirosil (Chen et al. 2002). Estes
resultados indicaram o potencial valor na protecdo da saude, do cha das folhas de
diospireiro (Chen et al. 2009).

Outros autores também discutiram os efeitos do didspiro enquanto fruto ou do
extrato do fruto no burst oxidativo em neutrofilos humanos e, embora os resultados
sejam semelhantes, nenhum deles baseou as suas conclusdes no mesmo ensaio que o
nosso estudo.

Os resultados para a atividade antioxidante do extrato de didspiro, tanto por
ORAC, como por HORAC, como por CAA e no burst oxidativo dos neutréfilos sao
promissores dos potenciais efeitos benéficos para a saude do didspiro e levam-nos a
investigar os possiveis efeitos anti-inflamatdrios que podem estar ou nao relacionados
com estes efeitos antioxidantes.

2. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA EM MODELOS ANIMAIS
2.1 Experimental
2.1.1 Materiais

Modelo inflamagdao aguda induzida pela carragenina: acido acético glacial e
formaldeido da Carlo Erba Reagents (Sabadell, ES); 4cido acético p.a., dcido 6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), albumina sérica bovina (BSA),
carragenina-A; indometacina, trolox e tempol adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, US); cloreto de sédio e EntellanO da Merck S.A. (Miraflores, Algés, PT); Etanol 96%
da Panreac (Barcelona, ES); solucdo fisioldgica estéril da B. Braun Portugal (Queluz de
Baixo, PT); solugdo de Triton X-100 da BDH-Chemicals/VWR Internacional (Carnaxide,
PT); acido férmico da VWR Internacional (Carnaxide, PT).

Modelo de Artrite Induzido pelo Colagénio (CIA): colagénio bovino tipo Il (Cll),
adjuvante completo de Freund (CFA, abreviatura do inglés Complete Freund’s
adjuvant); Mycobacterium tuberculosis H37Ra; acido acético 0,01 M; solucdo
fisiologica estéril da B. Braun Portugal (Queluz de Baixo, PT); blocos de parafina;
formalina, hematoxilina e eosina, paraformaldeido (PFA), perdxido de hidrogénio,
tamp3o salino de fosfato padrio (PBS), Tris/EDTA e SIGMAFAST™ DAB com

intensificador de metais da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US).

Modelo de Colite Ulcerosa: agua Milli-Q® (18.2 MQ cm) da Millipore — Direct
Q3 UV System (Molsheim, France). Acido 2,4,6-Trinitrobenzenosulftirico (TNBS) 5%
(w/v) aquoso da Sigma Chemical Co. Etanol 99.9% adquirido a Carlo Erba Reagents
(Rodano, Italy) Cetamine (Imalgene® 1000) e xilazina (Rompun® 2%) da Bio2 Produtos
Veterinarios (Lisboa, Portugal). Todos os outros reagentes foram adquiridos a Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). Dye-quenched (DQ)-gelatina da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Imunohistoquimica: anticorpos primarios de coelho anti-COX2 [coelho anti-
COX2 (Cell Signaling # 4842, 1: 100)] (Cell Signaling Technology, Danvers, MA US) e
anticorpos de rato anti-iINOS da BD Transduction Laboratories (BD Transduction
Laboratories #610328, 1:100, New Jersey, US); pentobarbital de sédio da Eutasil
(Sanofi Veterinaria, Algés, Portugal); peroxidase de rabano (Santa Cruz Biotechnology,
1: 5000); SIGMAFAST™ DAB com Metal Enhancer (Sigma, EUA); Entellan (Merck,
Alemanha); tampdo Tris/EDTA; 1% (p/v) de albumina sérica bovina (BSA) em PBS;
tampado de citrato 20mM contendo 1,5% (v/v) de H,0,; BSA a 0,5% (p/v) em PBS.

2.1.2 Amostras

Em qualquer dos modelos executados os animais goram administrados com as
quantidades de extrato que correspondiam a dose de 15 mg fendis totais/Kg de animal

2.1.3 Equipamento

Nestes ensaios foram utilizados os equipamentos seguintes: pletismdémetro
‘Digital Plethysmometer LE7500’ da Letica Scientific Instruments (Barcelona, ES); Raio-
X: Consola Phillips Optimus ZBC6, consola e equipamento Phillips Bucky Diagnostic
Phillips Device LeftOrtopantomografo OP1000rtoceph OC100Kodak DirectView CR
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Long — Lengh Vertical Apelem Baccara e processador de imagem Kodak DirectView
System CR975 - Leitor de Ip; microscépio éptico Zeiss com uma camara fotografica
Leica DFC490 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE), equipada com um programa
informatico de captura de imagens Leica IM50 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE) e
equipamento microscdpio AxioScope de campo brilhante (Zeiss, Gottingen, Alemanha).

2.2 METODOS

2.2.1 Atividade anti-inflamatéria no Modelo animal de edema da pata induzido
pela carragenina

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria aguda local do extrato usamos o
modelo do edema da pata induzido pela A-carragenina em rato. Os resultados obtidos
sdo comparados com o efeito da indometacina, trolox e tempol, usados como anti-
inflamatdrios.

A) Animais

36 ratos Wistar machos (Harlan Ibérica, Barcelona, ES), com 5 semanas e peso
compreendido entre 100 e 150g, foram empregues no modelo da inflama¢do aguda
local. Os animais foram submetidos a um esquema de aclimatacdo, de pelo menos
duas semanas, no Biotério de Manutenc¢do da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Lisboa. Nesse periodo os animais foram mantidos a temperatura de 25°C, com
ciclos de luz diarios de 14 horas, com uma dieta de manutengdo IPM-R20 da Letica
(Barcelona, ES) e agua ad libitum. 24h. Na véspera da realizacdo da experiéncia os
animais foram mantidos em jejum, mantendo-se apenas o livre acesso a dgua.

O protocolo desta experiéncia foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Farmacia e a equipa de investigagdo tinha dois elementos com licenc¢a da
Direccao-Geral de Veterinaria para coordenar e conduzir as pesquisas com animais de
modo independente.

As experiéncias foram conduzidas de acordo com as orientacdes do Home
Office Guidance para utilizacdo de animais para fins cientificos (Procedimentos
Cientificos, Act 1986), publicada por Her Majesty's Stationary Office, London, UK e o
Guia do Comité de Pesquisa Animal para o cuidado e uso de animais de laboratdrio
publicados pelos Institutos Nacionais dos EUA Institutos Nacionais de Saude
(Publicagdo NIH n2 85-23, revista em 1996), bem como a regulacdo CE adotada
atualmente, regulamentos (Diretiva 2010/63/UE). Os estudos foram realizados em
conformidade com as Diretrizes ARRIVE para Relatdrios de Pesquisa Animal resumidas
em http://www.nc3rs.org.uk.
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B) Protocolo Experimental

No inicio do ensaio a articulacdo da pata esquerda de cada animal foi marcada
com tinta resistente a agua ao nivel do maléolo, eminéncia dssea do tornozelo. O
edema da pata foi induzido com uma unica injecdo subplantar de 0,1ImL de uma
solucdo de soro fisiologico estéril com 1% de A-carragenina na pata posterior esquerda
do rato. O volume da pata foi medido através método do volume deslocado num
pletismémetro (Digital Plethysmometer LE7500 — Letica® Scientific Instruments, Letica,
ES). Quando se imergiu a pata posterior esquerda dos ratos no vaso do pletismémetro
(Fig. 2. 2), fez-se coincidir a marcagao feita inicialmente ao nivel do maléolo com a
marcacdo do vaso. A variacdo do volume resultante da imersdo da pata foi lida
diretamente no pletismdmetro. As medicoes foram feitas imediatamente apds a
injecdo da A-carragenina (Von ou volume basal) e 6h depois (Ven). O aumento do
volume da pata foi considerado como edema. Calculado em termos de % através da
Equacdo 1, para cada rato.

Equacao 1

Edema da pata (%) = [(Ven — Von )/ Von]*100

Os 36 animais usados neste modelo foram pesados e aleatoriamente divididos
e distribuidos pelos seguintes grupos:

(i) controlo negativo - injecao subplantar na pata posterior esquerda dos
ratos, de 0,1mL de soro fisiolégico estéril e administragdo com soro
fisioldgico (ImL Kg™, p.o.) (n=6);

(ii) controlo positivo (grupo da carragenina) - indu¢ao do edema da pata
por injecao subplantar na pata posterior esquerda de 0,1mL de uma
dispersao a 1% de A-carragenina em soro fisiolégico e administragao
com soro fisiolégico (1ImL Kg™, p.o.) (n=6);

(iii) grupo do didspiro (grupo teste) - animais submetidos a inducdo do
edema da pata e pré-tratados com extrato de diéspiro (15mg Kg™,

p.o.), 30 minutos antes da injecdo com A-carragenina (n=6);

(iv) grupo da indometacina - animais sujeitos a indu¢ao do edema da pata
e pré-tratados com indometacina (10mg Kg™, p.0.), 30 minutos antes
da injecdo com A-carragenina (n=6);

111



(v) grupo do Trolox - animais submetidos a inducdo do edema da pata,
pré-tratados com trolox (30mg Kg, p.o.), 30 minutos antes da injecdo
com A-carragenina (n=6),

(vi) grupo de tempol (30mg kg™, p.0.), 30 minutos antes da injecdo com
A-carragenina (n=6).

Figura 2. 2 - Medicao do volume da pata no pletismémetro.

2.2.2 Atividade anti-inflamatdria no Modelo Animal de Artrite Induzida pelo
Colagénio (CIA)

Neste modelo experimental a artrite é que induzida no rato pelo colagénio. O
modelo de indugdo de artrite reumatoide com colagénio é o mais usado, pelas muitas
semelhangas a AR no humano, partilhando diversas das suas caracteristicas
patoldgicas, como a quebra da tolerancia ao self e produgdo de auto-anticorpos. O
colagénio tipo Il € um dos maiores constituintes da cartilagem, o tecido alvo na AR.
Entre os métodos que incluem proteinas da cartilagem e sdao definidos pela existéncia
de um antigénio, este é o que tem o menor intervalo de tempo entre a imunizacdo e a
manifestacdo da doenca. Este modelo ja foi utilizado para identificar mecanismos
patogénicos de autoimunidade e no teste de novas terapéuticas (Brand et al. 2007).

A) Animais

Foram usados 22 ratos Wistar machos (Harlan Ibérica, Barcelona, ES), com
pesos entre 180 e 225g. Foram seguidas as normas de manipulagdao e tratamento
animal ja referidas acima.
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B) Protocolo Experimental
Este protocolo experimental tem a duracdo de 35 dias.

No 19 dia procedeu-se a inducdo da artrite com colagénio tipo Il bovino (Cll)
injetando intradermicamente, na base da cauda dos ratos, 100uL emulsdo (contendo
100 pg de Cll) em adjuvante de Freund (CFA) de acordo com o descrito por Szabd et al.
(Szabo et al. 1998) e Cuzzocrea et al. (Cuzzocrea et al. 2000). O CFA foi preparado pela
adicdo de Mycobacterium tuberculosis H37Ra numa concentracdo de 2mg.mL™. O ClI
foi dissolvido em &cido acético 0,01M numa concentragio de 2 mg.mL™ e mantido em
agitacdo durante a noite, a temperatura de 4 C. O Cll dissolvido foi congelado a -70 C
até a sua utilizacdo. No dia 21, foi administrada a segunda injecdo de Cll em CFA. A
inducdo da AR foi feita em todos os animais, exceto nos animais do grupo controlo
negativo que, nos dias 1 e 21, foram injetados com soro fisiolégico na base da cauda,
por via intradérmica.

Os animais foram pesados e aleatoriamente distribuidos por trés grupos de
estudo:

(i) controlo negativo onde nao foi induzida artrite (n=6);
(ii) controlo positivo (AR), com indugdo da artrite pelo Cll (n=6);

(iii) grupo diospiro (grupo teste) com inducdo de artrite e posterior
administracdo do extrato de didspiro (n=10), oralmente por gavagem
(p.o. 15mg fendis totais (EAG)/Kg).

O tratamento didrio dos animais do grupo teste (iii) iniciou-se no 232 dia com
administracdo do extrato de didspiro na dose de 15mg/Kg de peso vivo, por via oral
através do uso de gavagem. Este procedimento foi repetido diariamente até ao 349 dia
do estudo. Os animais dos grupos i e ii foram administrados oralmente, por gavagem,
com 1 mL de soro fisioldgico estéril, do dia 232 ao 342. Foi feita a avaliagdo didria dos
animais para os sinais clinicos de artrite como descrito por Szabd et al. (Szabo et al.
1998). A severidade clinica da artrite foi também determinada quantitativamente
através da medi¢cdo do aumento de volume da pata dos animais, por pletismometria
no 352 dia. Este aumento de volume, considerado o volume do edema, foi calculado
pela diferenga entre os volumes da pata no 352 dia dos animais dos grupos ii a iii, e 0
volume da pata dos ratos do grupo i, avaliado no mesmo dia. Os resultados foram
expressos em percentagem de aumento do volume da pata.

Depois da medicao do volume das patas, os animais foram anestesiados e as
patas foram radiografadas. Apds o sacrificio dos animais, uma das patas de cada
animal foi removida e conservada em formalina para exame histolégico. Na Tabela 2. 2
descreve-se o desenho do protocolo experimental desenvolvido.
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Tabela 2. 2 - Desenho do protocolo experimental com o modelo de artrite
reumatoide (CIA), para o estudo do efeito anti-inflamatério de um extrato de

didspiro.
GRUPO Dia1l Dia 21 Dias 23-34 Dia 35
(i e o N
CONTROLO _ 12 Injecdo _ 2% Injegdo
intradérmica de intradérmica de
NEGATIVO . N N
(n=6) soro fisiolégico soro fisiolégico Avaliagdo das patas
(i) INDUCAO DE ARTRITE Sem qualquer tratamento por ;:;Ztilsn;:]%etna,
CONTROLO sacrifgicio e'
POSITIVO o - =
(n=6) 12 Injegdo de ClI 22 Injegdo de ClI conservagao para
FCA (1 L; FCA (1 L; — histologia
(iii) erlnooc éeogﬁ) ! erl’nOOC éeong) ! Administragdo diaria de &
Ext. Diosp. He He extrato de didspiro por
(n=10) via oral (15mg EAG/Kg)

Ext. Diosp. — extrato de didspiro; p.o. —administragdo por via oral, através de gavagem

Q) Avaliagdo radioldgica da artrite

Apods anestesiados com pentobarbital sédico (45mg/kg, por via intraperitoneal)
os ratos foram colocados numa caixa de exame radiografico, que se encontra uma
distancia de 90cm da fonte de raios-X. Nas patas posteriores dos animais, saudaveis
(grupo i) e com artrite (grupos ii e iii), foram feitas radiografias utilizando uma maquina
de raios-X, com uma exposicao de 40 kW para 0,01 segundos. Este exame foi
executado por um investigador que nao conhecia o protocolo experimental a que os
animais tinham sido submetidos.

Com a analise das radiografias obtidas procedeu-se também a classificacdo das
caracteristicas morfoldgicas observadas num score radioldogico de 0 a 3. Em que 0 =
sem dano dsseo, 1 = edema do tecido e edema da pata, 2 = erosao nas articulagdes, e
3 = erosdo dssea e formagao de ostedfitos.

D) Avaliacao histoldégica da artrite

Ap0ds anestesia e sacrificio dos animais, as patas foram removidas no 352 dia,
por corte acima do joelho e foram colocadas a fixar em formalina para exame
histoldgico. A fixacdo foi feita com solucdo de paraformaldeido (PFA) em solugdo salina
de tampdo fosfato 0,AM (PBS, pH 7,4) (10 % v/v), a temperatura ambiente.
Posteriormente as amostras foram descalcificadas em dacido férmico (10 %), por um
periodo minimo de 8 dias, apds o qual foram desidratadas. A desidratacdo fez-se
através de um gradiente de etanol e apds esta etapa, as amostras foram incluidas em
blocos de parafina. Para analise de microscopia de luz foram feitos corte com 3 pum.
Todas essas sec¢des foram desparafinadas com xileno e hidratadas em solugdes
progressivamente menos concentradas de etanol. A hidratacao foi finalizada com agua
destilada. Apds este processo as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina,
desidratadas, diafanizadas e colocadas num fluido de montagem. A observagado ao

114




microscépio dptico foi feita em todas as seccdes da lamina. Utilizaram-se as lentes de
10x e 40x e foram recolhidas fotografias. O microscépio dptico usado nesta andlise é
Zeiss com uma camara fotografica Leica DFC490 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE),
esta por sua vez equipada com um programa informatico de captura de imagens Leica
IM50 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE). As caracteristicas histopatoldgicas
presentes em amostras articulares de joelho, nomeadamente inflamacdo, formacao de
pannus, danos na cartilagem e de reabsorcao dssea foram analisadas. O investigador
gue fez a analise histoldgica ndo conhecia o protocolo que tinhamos feito aos animais.
Este exame compreendeu para além da avaliacdo histolégica das amostras, uma
classificacdo das caracteristicas morfoldgicas observadas. Essa escala usada pontua de
0 a 3, onde onde 0 = nenhum dano, 1 = edema, 2 = células inflamatdrias e 3 =
reabsorcdo éssea.

E) Imunocitoquimica para iNOS e COX-2

Os tecidos foram fixados em 4% de PFA em PBS durante 72h a temperatura
ambiente, descalcificados, desidratados em séries de etanol graduado e embebidos
em parafina. A imunocoloracdo foi feita em secc¢bes cortadas com 6 mm de espessura
e foram sujeitas a recuperacdo de antigénios, em tampdao de citrato 20 mM com 1,5%
de H,0,, durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro, incubadas durante
10 min em tampdo Tris/EDTA a 84°C e bloqueadas durante 1h, a temperatura
ambiente em 1% de albumina sérica bovina (BSA) em PBS. Ao que se seguiu a aplicacdo
dos anticorpos primarios, de coelho anti-COX-2 e de rato anti-iNOS em 0,5% de BSA
em PBS, durante a noite a 4°C. Apds lavagem em PBS, as secc¢des foram incubadas
durante 1h a temperatura ambiente com anticorpos anti-coelho e anti-rato ligados a
peroxidase de rdbano-silvestre em 0,5% BSA em PBS e incubadas durante 10min em
SIGMAFAST ™ DAB com um intensificador de metais, montado com EntellanO. Estas
amostras de tecido foram analisadas num microscépio de campo claro Axioskop e
foram obtidas imagens com uma camara DFC 490 (Leica), que as transformou em
imagens invertidas e em ficheiros de 8 bit. A intensidade da colora¢dao da proteina
corresponde ao nivel de expressdo da COX-2 e da iNOS.

2.2.3 Atividade anti-inflamatdria no modelo colite ulcerosa

Neste modelo animal que simula a colite ulcerosa no humano a doenca é
induzida quimicamente pelo dacido trinitrobenzeno sulfurico (TNBS) dissolvido em
etanol por instilacdo intrarretal. (Morris et al. 1989).

A lesdo intestinal foi caracterizada in vivo e histologicamente através da
observagdo microscopica do tecido intestinal e foram avaliadas as alteragdes
estruturais do tecido de forma qualitativa e quantitativa.
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O modelo de colite por TNBS tem sido muito util para estudar muitos aspetos
importantes da inflamacdo do intestino, incluindo os padrdes de secrecdo de
citoquinas, os mecanismos de tolerancia oral, a adesdo celular e imunoterapia (Wirtz
et al. 2007).

A) Animais

No ensaio de colite foram usados murganhos machos CD-1, entre 25 a 30g de
peso e 5 a 6 semanas de idade (Harlan Iberica, Barcelona, Espanha), foram alojados em
gaiolas de polipropileno padrdo com acesso ad libitum a alimentos e dgua, dentro de
uma sala de ambiente controlada mantida a 22°C + 1°C com ciclos de 12h de luz e 12h
de escuro no Biotério da Faculdade de Farmacia Animal, Universidade de Lisboa.

As experiéncias foram conduzidas de acordo com as orientagdes do Home
Office Guidance para utilizacdo de animais para fins cientificos (Procedimentos
Cientificos, Act 1986), publicada por Her Majesty's Stationary Office, London, UK e o
Guia do Comité de Pesquisa Animal para o cuidado e uso de animais de laboratdrio
publicados pelos Institutos Nacionais dos EUA Institutos Nacionais de Saude
(Publicacdo NIH n2 85-23, revista em 1996), bem como a regulacdo CE adotada
atualmente, regulamentos (Diretiva 2010/63/UE). Os estudos foram realizados em
conformidade com as Diretrizes ARRIVE para Relatdrios de Pesquisa Animal resumidas
em http://www.nc3rs.org.uk. O protocolo experimental também foi aprovado pelo
Comité de Etica da Faculdade de Farmacia, Universidade de Lisboa.

B) Protocolo Experimental

O ensaio envolveu 32 animais que foram deixados em jejum durante 24 horas
antes do ensaio. Todos os animais foram pesados e aleatoriamente divididos por 4
grupos. No dia da indugdo (dia 0), todos os murganhos foram anestesiados com
cetamina 100mg/kg + xilazina 10mg/kg.

Grupos experimentais (Tabela 2. 3):

grupo controlo negativo — administra¢do intracolénica com 100uL de solucdo
salina. Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram oralmente administrados com
10mL/Kg de agua destilada (n=6);

grupo etanol — animais sujeitos a administracdao intracolénica, com 100uL de
50% etanol (v/v). Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram administrados
oralmente com 10mL/Kg de adgua destilada (n=6);

grupo TNBS — animais administrados intracolonicamente com 100uL de 2,5%
TNBS (w/v) em 50% de etanol (v/v). Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram
administrados oralmente com 10mL/Kg de dgua destilada (n=10);
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grupo TNBS + extrato de didspiro — animais administrados com 100uL de 2.5%
TNBS (p/v) em 50% de etanol (v/v). Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram
administrados oralmente com 15mg EAG/Kg de extrato de Diospyros kaki L. por
gavagem 3h apds da administracdo inicial de TNBS (n=10).

O TNBS foi instalado intracolonicamente como uma unica dose como descrito
anteriormente por Impellizzeri et al. (Impellizzeri et al. 2014) e todas as administragdes
quer de TNBS ou agua destilada foram feitas através de um cateter cuidadosamente
inserido até 4.5cm do cdélon. Os murganhos foram mantidos durante 1 minuto na
posicdo de Tredelenburg para evitar o refluxo.

No 52 dia os murganhos foram anestesiados, sacrificados e removido o colon.

Tabela 2. 3 - Protocolo experimental de indu¢do do modelo de colite in vivo, para o
estudo da atividade anti-inflamatéria do extrato de Diospyros kaki L.

Grupos Administragao intracolonica | Administragao oral

Controlo negativo (n=6) 100pL de solugdo salina

Etanol (n=6) 100uL de 50% etanol 10mL/Kg de dgua destilada

TNBS (n=10) 100uL TNBS em 50% de

TNBS+ED (n=10) etanol 15mg EAG/Kg de extrato de didspiro

ED — extrato de didspiro
Q) Avaliagdo macroscopica da gravidade da colite

Apds a remocdo do cdlon, uma incisdo longitudinal foi realizada para a
observacdo do conteldo e classificacdo da gravidade da diarreia por um observador
cego em relacdo aos grupos experimentais (Tabela 2. 4). Em seguida, o cdlon foi lavado
com solucdo salina e analisado com um microscépio cirurgico para melhor observacao
do tecido e captura de imagens das lesdes. O célon foi entdo medido, bem como a
extensdo da lesdo (se presente).

Tabela 2. 4 - Pontuagao da gravidade da diarreia.

Score | Consisténcia das fezes
0 Normal (pellets duros)
1 Levemente mucosas
2 Moles
3 Liquidas

D) Avaliacdo da lesao hemorragica

A hemoglobina fecal, como indice de lesdao hemorragica, foi medida usando um
método quantitativo por imunoturbidimetria (Kroma Systems).

E) Procedimentos de histologia e imunohistoquimica

Depois de removidos e lavados os célons foram fixados com paraformaldeido a
4% (p/v) em PBS durante 72h a temperatura ambiente, desidratados através de uma
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série gradativa de etanol e incorporados em parafina (n=3 por grupo). A coloracdo com
hematoxilina e eosina (H & E) foi realizada como previamente descrito (Rocha et al.
2015), e as imagens foram adquiridas usando um microscépio Axioscop de campo
brilhante (Zeiss, Gottingen, Alemanha).

O grau de inflamacdo e o dano no cdélon nas sec¢des transversais microscépicas
foi medido semi-quantitativamente de 0 a 3 (Tabela 2. 5):

0, célon normal sem lesGes, mucosa de espessura uniforme, criptas retas,
arquitetura normal da cripta, sem infiltracdo celular, edema ou exsudato ndo
significam sinais de inflamagao;

1, célon com lesGes leves, erosdo da mucosa e pequenas Ulceras superficiais
espalhadas ao longo do célon, com pequena perda de criptas e infiltracdo de células
mononucleares;

2, célon com lesdes moderadas, intestinos com erosdao extensa e ulceracdo,
com perda moderada de criptas e infiltracdo de neutréfilos;

3, colon com ulceragdo muito grave, mucosa fina com perda de criptas e
aumento marcado da infiltracdo de neutrdfilos e exsudato inflamatério agudo.

Tabela 2. 5 - Classificagao semi-quantitativamente da gravidade da lesdo do célon,
por avaliagdo microscopica.

Grau Lesao Espessura da mucosa Criptas Infiltrado celular
0 - Uniforme Retas -
1 Leve ulceragdo superficial Erosdo pequena Pequena perda | Células mononucleares
2 Ulceras moderadas Erosdo extensa Perda moderada Neutrdfilos
3 Ulceragdo grave Fina Perda acentuada Muitos neutrdfilos

Para a imunohistoquimica, sec¢des de cdélon de 6 um foram submetidas a
recuperagao de antigénios em tampdo de citrato 20 mM com 1,5% de H,0; durante 15
min a temperatura ambiente no escuro, incubado durante 10 min em tampao
Tris/EDTA a 84 °C e bloqueado durante 1 h a temperatura ambiente com 1% de
albumina sérica bovina (BSA) em PBS. Anticorpos primdrios de coelho anti-COX2 e de
rato anti-iNOS foram utilizados em BSA a 0,5% em PBS durante a noite a 4 °C. Apds a
lavagem em PBS, as sec¢Oes foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente
com anticorpos anti-coelho e anti-rato acoplados a peroxidase de rdbano em BSA a
0,5% em PBS, incubadas durante 10 min em SIGMAFAST DAB com Metal Enhancer e
montado com Entellan. Sec¢des de tecido foram visualizadas com um microscépio de
campo claro AxioScope (Zeiss, Gottingen, Alemanha).
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2.2.4 Analise estatistica

Os tratamentos estatisticos relativos ao estudo dos efeitos anti-inflamatérios in
vivo em modelos animais, de inflamagdo aguda e crénica com inducdo da AR, foram
realizados utilizando o programa informatico GraphPad PRISM™ (versdo 5.0;
GraphPad Software). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média
(E.P.M.) de n observagbes, onde n representa o numero de animais estudados. A
comparacdo estatistica entre grupos foi calculada usando a andlise de uma via da
variancia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Bonferroni usando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).Em todos os casos, os valores de p
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

23 Resultados e Discussao

2.3.1 Estudo da atividade anti-inflamatdria aguda no modelo de inflamagéo
induzida pela carragenina

O extrato de didspiro testado tem um perfil fendlico onde acido galhico,
epicatequina, procianidinas entre outros compostos fendlicos (item 5.2, capitulo I) sdo
encontrados. A capacidade deste extrato de reduzir ou prevenir o edema induzido pela
A-carragenina na pata de rato foi avaliada para a dose ensaiada de 15 mg de EAG/kg
peso vivo.

Se consultarmos o grafico da Fig. 2. 3 podemos concluir que:

A 12 evidéncia dos nossos resultados é que a carragenina causou edema na
pata dos animais, como era suposto, o que pode ser verificado por um aumento
enorme no volume medido.

A medicdo do volume das patas dos ratos apds 6 horas mostrou que qualquer
dos compostos ensaiados (indometacina, trolox e tempol) reduziu drasticamente o
edema provocado pela carragenina (p <0,001) bem como o grupo a que foi
administrado o extrato de didspiro (p <0,01).

As percentagens de aumento do volume da pata neste modelo, para o grupo
administrado com extrato de didspiro foi comparado com os resultados obtidos nos
grupos administrados com indometacina (medicamento anti-inflamatério nao
esterdide classico que inibe a COX e, consequentemente a producdo de PG e
leucotrienos), com Trolox (potente antioxidante hidrossolivel andlogo da vitamina E) e
ainda com o Tempol (mimético da superodxido dismutase de baixo peso molecular (Fig.
2.3).
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Figura 2. 3 — Impacto da administra¢do de extrato de didspiro, indometacina, trolox e

tempol no aumento do volume da pata induzido pela carragenina.
Os resultados correspondem a média t erro padrdo da média (E.P.M.). * P <0,001 vs grupo de controlo.
6P<0,05 Vs grupo controlo; “P<0,01 VS grupo carragenina; *P<0,001 Vs grupo carragenina.

O efeito de uma Unica administracdo do extrato de didspiro, teve um efeito
bastante significativo na diminuicdo do edema induzido pela carragenina e muito
semelhante aos efeitos da indometacina, trolox e tempol. Assim, o efeito observado
foi de magnitude semelhante ao efeito observado com um inibidor de ciclooxigenase
cldssico, como a indometacina, com um antioxidante potente cldssico, como o trolox e
como um mimético de superdéxido dismutase de baixo peso molecular, como o tempol.

A fase inicial da inflamagdo induzida por carragenina estd relacionada a
producdo de leucotrienos, histamina, fatores de activacao plaquetdria e produtos da
ciclooxigenase. Esta enzima tem a indometacina como inibidor, no entanto o efeito
observado com a administracdo do extrato foi de magnitude préxima da observada
coma a administracao deste inibidor. Na fase tardia do processo inflamatério verifica-
se a infiltracdo de neutréfilos e a produgado de espécies reativas de oxigénio produzidas
pelos neutrdfilos ativados, tais como perdxido de hidrogénio, superdxido e radicais
hidroxilo, bem como a libertacdo de outros mediadores inflamatérios derivados de
neutrofilos. O tempol e o trolox com efeitos antioxidantes mostraram efeitos de
magnitude semelhante ao observado para o extrato de didspiro.
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Embora os efeitos fossem semelhantes aos dos 3 anti-inflamatérios testados
ndo podemos saber qual foi o mecanismo de acdo do extrato para contrariar a
inflamacdo provocada pela carragenina.

Compostos fendlicos como proantocianidinas, acido galhico, epicatequina,
acido vanilico e derivados glicosilados deste e outros compostos antioxidantes naturais
como &cido ascérbico poderdo ter estado envolvidos na atividade anti-inflamatdria
demonstrada pelo extrato de Diospyros kaki L. no local da inflamacao.

2.3.2 Estudo da atividade anti-inflamatdria cronica num modelo animal de artrite
induzida pelo colagénio (CIA)

As Fig. 2. 4 e Fig. 2. 5 mostram o efeito da administragdo do extrato de didspiro
na inflamacdo crénica induzida por ClI.
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Figura 2. 4 — Percentagem de aumento do volume da pata associado a CIA (artrite
induzida por colagénio) e apds tratamento com extrato de didspiro (CIA + Ext.
didspiro).
Os resultados sdo apresentados como média * E.P.M. *P < 0,001 vs. Grupo CIA.

Como era previsto o Cll induziu um edema de mais de 100% nas patas

posteriores dos ratos. Os resultados mostram que a primeira evidéncia macroscépica
da CIA apareceu como eritema periarticular e edema das patas traseiras. A incidéncia
da CIA foi de 100% ao dia 23 em todos os ratos imunizados com Cll e a gravidade da
CIA progrediu durante o periodo de 35 dias. O eritema e o edema das patas
posteriores aumentaram em severidade até ao ultimo de experiéncia.

No entanto, pode verificar-se na Fig. 2. 4 que os animais tratados com extrato
de didspiro apresentaram um edema significativamente menor comparativamente aos
animais do controlo positivo, o que sugere que o extrato em estudo teve uma agao
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anti-inflamatéria e, embora, ndo evitasse totalmente o desenvolvimento de edema
pelo Cll, conseguiu atenuar, em cerca de 47%, esse edema.

Se analisarmos as imagens radioldgicas representadas na Fig. 2. 5 pode ver-se
que o tratamento com o extrato do fruto didspiro (15mg kg?), administrado por via
oral suprimiu significativamente a patologia articular e o edema do tecido mole, na
pata traseira, dos ratos contrariando a reabsorcdo dssea e a significativa erosdo da
articulacdo induzida pelo Cll e observada nas patas dos animais do grupo controlo
positivo (CIA).

a) c)

Figura 2. 5 — Radiografias das articulagoes tibiotarsicas dos ratos do modelo da CIA.
a) Controlo negativo; b) Controlo positivo; c) Extracto de didspiro p.o. 15mg/Kg. As
imagens de raios-X sdo representativas de pelo menos 3 experiéncias realizadas em
dias diferentes.

As radiografias revelaram que ndo existe evidéncia de alteracGes patoldgicas
nas articulagdes tibiotarsais de animais do controlo negativo (normais), (Fig. 2. 5a). As
patas traseiras de ratos com CIA ao dia 35 demonstram reabsorcdo déssea com
formacdo de osteofitos na articulagdo tibiotarsica, significativa erosdo da articulacdo e
edema dos tecidos moles (Fig. 2. 5b). O tratamento com o extracto do fruto didspiro
(15mg kg™ por dia), administrado por via oral, a partir do inicio da artrite (dia 23)
atrasou o desenvolvimento dos sinais clinicos nos dias 24-35, suprimiu
significativamente a patologia articular e o edema do tecido mole, na pata traseira (Fig.
2. 5c).

a) b) - o c) )
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Figura 2. 6 - Tecido das patas e articulagao tibiotarsica dos ratos do modelo CIA. (a)
Espécime de um rato controlo negativo (sem AR). (b) Cortes histopatolégicos de
ratos controlo positivo em que a artrite foi induzida pelo colagénio (CIA),
evidenciavam sinovite severa, danos na cartilagem (seta grande), infiltragdao
acentuada, pannus (seta pequena) e reabsor¢do ossea (cabecga da seta). (c) Os cortes
histopatolégicos de amostras provenientes de animais CIA, tratados com o extrato
(15mg/Kg/day, p.o), exibem menos danos na cartilagem (seta grande), mantendo a
infiltracdo (seta pequena) e a reabsor¢dao dssea (cabec¢a de seta). (H&E, ampliagao
100X).

A analise histoldgica revelou que o tecido e a articulacdo da pata de um rato
controlo negativo (sem CIA e sem extrato) (Fig. 2. 6a) apresentavam uma membrana
sinovial normal e auséncia de danos na cartilagem. Amostras histolégicas do controlo
positivo (com CIA e sem tratamento com extrato) (Fig. 2. 6b) apresentavam sinovite
grave, danos na cartilagem, infiltracdo marcada, pannus e reabsorcdo dssea. Os cortes
histopatologicos de amostras provenientes de animais com CIA, tratados com o
extrato (15mg/Kg/day, p.o) (Fig. 2. 6¢), exibem menos danos na cartilagem, mantendo
a infiltracdo e a reabsorcdo dssea do que aqueles do grupo controlo positivo. Assim,
obtendo melhores pontuagdes histoldgicas e radiolégicas. O que demonstra protecao
a atividade articular do rato.

a) b) <)

Figura 2. 7 - Coloragao imunohistaquimica para pesquisa de COX-2. (a) Amostra de
tecido do rato do controlo negativo (saudavel); (b) grupo positivo (CIA), exibem uma
producdo macica de COX-2, nomeadamente perto dos infiltrados (coloragao
castanha - seta grande); (c) tecido de animais tratados com o extrato de didspiro
(15mg kg™, p.o.) revelam que n3o modificou a ativagio de COX-2 no modelo de CIA
(coloragdo castanha - seta grande). (Ampliagdo 100X). A barra de escala é igual a
500um.

Os ratos que foram tratados com o extrato de didspiro evidenciaram nas
amostras histolégicas preparadas com coloragdo de imunohistoquimica para a
expressdao de COX-2, que a administracdo do extrato de didspiro nao modifica a
ativacdo de COX-2 no modelo de CIA (Fig. 2. 7c). As amostras de um rato do controlo
negativo (saudavel) ndo apresentam quase expressao de COX-2 (Fig. 2. 7a), enquanto
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os do grupo positivo (CIA) exibem uma producdo macica de COX-2 nomeadamente
perto dos infiltrados leucocitdrios (Fig. 2. 7b).

Figura 2. 8 - Colora¢ao imunohistoquimica para expressdao de iNOS. (a) As amostras
de um rato do controlo negativo, exibem quase nenhuma expressio de iNOS. (b) Os
ratos artriticos do controlo positivo exibem uma produgcao macica de iINOS,
nomeadamente, perto dos infiltrados (coloracao castanha - seta grande). (c) As
amostras de animais tratados com o extrato de didspiro (15 mg kg”, p.o.)
administrados por gavagem ndo reduziram significativamente a coloragdo para a
expressao iNOS. (Ampliagdo 100X). A barra de escala é igual a 500um.

A medicdo da expressdao de COX-2 e iNOS foi realizada para contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos pelos quais o extrato exibiu o efeito anti-inflamatorio.
Os resultados mostraram que, neste modelo de CIA e com este cronograma de
administracdo, ndo se observou alteracdo na expressdo de COX-2 e iNOS nos tecidos
das articulagGes artriticas (Fig. 2. 7 e Fig. 2. 8). Esses resultados estdo de acordo com a
auséncia de efeito na infiltracdo de neutréfilos nos estudos histologicos, embora os
marcadores histolégicos de lesdes artriticas tenham sido atenuados (menos danos na
cartilagem).

Em suma, as radiografias relativas a progressdao da CIA nas articulagdes
tibiotarsicas de animais dos 3 grupos considerados neste estudo apresentam-se na Fig.
2. 5b e Fig. 2. 5c. As radiografias obtidas revelaram um quadro clinico de artrite bem
estabelecido, com reabsorcdo focal do osso, formacdo de ostedfitos na articulagao
tibiotarsica e edema dos tecidos moles (animais do grupo ii) Fig. 2. 5b. A administracao
do extrato de Diospyros kaki L. aos animais (ratos do grupos iii) traduziu-se na
obtencdo de melhorias histoldgicas e radiolégicas das articulagdes do joelho e da pata
em relacdo ds dos animais doentes sem tratamento (ratos do grupo ii), (Fig. 2. 5b).

Juntamente com os efeitos observados do extrato na reducdo in vitro do burst
oxidativo de neutréfilos (Fig. 2. 1), os efeitos benéficos do extrato de didspiro neste
modelo podem estar relacionados a uma atenuacdo da ativacdo de neutréfilos e
consequente reducdo da libertacdo de produtos pré-inflamatérios derivados dos
neutrofilos. Isso também estd de acordo com os resultados positivos, também
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observados nos estudos de edema de pata, tipicamente modelos de inflamag¢do com
alta correlagcdo com a ativacdo de neutrdfilos.(Rocha et al. 2015). De todas as células
implicadas na patologia da artrite reumatoide, os neutréfilos possuem o maior
potencial citotdxico, devido a sua capacidade de libertar enzimas degradativas e
espécies reativas de oxigénio, inclusivamente é um facto bem conhecido de que o
acido hipocloroso derivado de neutrdfilos, um produto da enzima mieloperoxidase,
desempenha um papel importante na destruicdo da cartilagem durante a artrite
reumatoide (Schiller et al. 1995).

Os nossos resultados sugerem que o extrato de didspiro apresenta um efeito
anti-inflamatodrio e protetor do desenvolvimento da AR.

Os efeitos observados com a dose diaria testada in vivo no modelo de CIA, para
se verificarem no consumo humano didrio (para um adulto de 60kg), correspondem a
960 mg EAG, que se encontram em aproximadamente 100g de didspiro fresco.

Assim, o consumo desta quantidade do fruto ou mesmo a ingestdo do extrato
do fruto pode ser uma ferramenta farmacoldgica util na gestdo de condicBes artriticas
cronicas associadas a inflamacdo ativa, ou uma boa medida preventiva no
aparecimento da doenca.

2.3.3 Estudo da Atividade Anti-inflamatodria Crénica no Modelo de Colite

Da avaliagdo macroscédpica e dos sinais funcionais do célon dos animais de cada
um dos grupos testados, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 2. 6 e nas
Fig. 2.9, Fig. 2. 10 e Fig. 2. 11.

Tabela 2. 6 - Observagoes morfoldgicas e funcionais do célon, imediatamente apods a
colheita.

Comprimento Extensao da Presenca/Consisténcia Mortalidade
do célon lesdo da diarreia (%)
Controlo negativo 14,5 + 0,082 0 0 0%
EtOH 50% 14,1+0,2 0 0 0%
TNBS + EtOH 50% | 11,8 +0,19" 3,6+0,14" 3 30%
TNBS + Diospiro 14,6 + 0,43* 1,8+0,71* 0,29 £0,18* 20%

#P<0,05 vs Controlo; *P<0,05 vs TNBS + EtOH 50%.

Estas diferencas sdao facilmente percetiveis na observagdo macroscépica do
cblon fresco e lavado imediatamente apds a sua colheita no final das experiéncias.
Quatro dias apds a administracdo intracolénica de TNBS o célon mostrava flacidez,
lesdes e estava cheio com fezes liquidas ao contrario do que foi observado no colon
dos animais do controlo negativo e EtOH 50%. No caso do grupo TNBS tratado com
extrato de didspiro o colon tinha aspecto semelhante ao controlo negativo.
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Figura 2. 9 - Efeito da administragdao do extrato fendlico de didspiro na extensdo da
lesdo intestinal, dos grupos: Controlo negativo, EtOH, TNBS, TNBS + ED (extrato de
didspiro).

*p <0,001 vs grupo Controlo negativo, * P <0,01 vs grupo TNBS.
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Figura 2. 10 - Efeito da administracdao do extrato fendlico de diéspiro na observagao
macroscopica do célon. (A) grupo controlo negativo, (B) grupo EtOH, (C) grupo TNBS,

(D) grupo TNBS + extrato de didspiro.
p <0,001 vs grupo controlo negativo, * P <0,01 vs grupo TNBS.

Observagdes de imagens obtidas com um microscépio cirdrgico, mostram
claramente uma atenuac¢do da lesdo do célon nos animais tratados com o extrato
fendlico de didspiro quando comparado com o grupo com colite induzida por TNBS
(Fig. 2. 10), o que é confirmado no grafico da Fig. 2. 11.
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Figura 2. 11 - Efeito da administracdo do extrato fendlico de didspiro na
concentra¢cdo de hemoglobina nas fezes (umol/g de fezes), nos grupos: Controlo

negativo, TNBS e TNBS + ED (extrato de didspiro).
* P <0,001 vs grupo controlo negativo, *p <0,01 vs grupo TNBS, ¢P <0,01 vs grupo controlo negativo.

A presenca de hemoglobina nas fezes de ratos com colite induzida por TNBS
indicou a presenca de lesdo hemorragica na mucosa coldnica, levando ao sangramento
rectal. A administracdo do extrato fendlico de didspiro levou a uma diminuicdo
significativa da concentracdo de hemoglobina nas fezes, sugerindo que o grau de lesdo
mucosa foi reduzido no grupo administrado com o extrato fenélico (Fig. 2. 11)

Relativamente a avaliagdao histoldgica, os resultados dos efeitos do extrato de
diéspiro ensaiado nesta experiéncia apresentam-se nas Fig. 2. 12 e Fig. 2. 13
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Figura 2. 12 - Efeito da administracio do extrato fendlico de didspiro nas
caracteristicas histoldgicas da inflamagao do célon. (A) grupo controlo negativo; (B)
grupo TNBS, onde a infiltragdo marcadamente aumentada de neutrofilos se mostra
com a seta preta (pontuagdo 3); (C) TNBS + extrato de didspiro, com baixa infiltracdo
de neutréfilos (pontuagao 2). H&E, ampliagdo original x 100. A barra de escala é igual
a 100um.

Controlo negativo Colite Colite + ED

1) 2) 3)

Figura 2. 13 - Efeito da administracao do extrato fendlico de didspiro na expressao do
tecido do célon de COX-2 e iNOS. (A) - expressao de COX-2: (1) grupo controlo
negativo, (2) grupo TNBS, (3) grupo TNBS + ED; (B) - expressdo de iNOS: (1) grupo
controlo negativo, (2) grupo TNBS, (3) grupo TNBS + ED. Somente as amostras de
animais submetidos a colite intestinal mostrou expressao marcada de COX-2 e iNOS
(coloragdo castanha, setas), enquanto as amostras de animais tratados com extrato
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fendlico de didspiro exibiram uma expressao reduzida daqueles marcadores
inflamatdérios. Ampliagao original x 100. A barra de escala é igual a 200um.

Os resultados histologicos (Fig. 2. 12) revelaram que, enquanto as amostras do
controlo exibem um cdélon normal sem lesdes, mucosa de espessura uniforme,
arquitetura das criptas normal e sem sinais de inflamacdo, as amostras com colite
apresentam ulceracdo grave com perda de criptas e mucosa mais fina com marcada
infiltracdo de neutrdfilos, equivalente a uma pontuacdo 3. Em comparacdo, as
amostras de cdolon dos animais administrados com extrato fendlico de didspiro
mostram lesdes mais moderadas, com criptas parcialmente intactas e alguma
infiltracdo de neutrdfilos, indicando menor escore de danos de 2.

Conforme se mostra na Fig. 2. 13 a inducdo de colite induziu um aumento
acentuado na expressao de COX-2 e iNOS ao longo das criptas restantes, indicadas pela
cor castanha quando comparadas com amostras do controlo. De acordo com as
observacgdes histoldgicas, os animais tratados com extrato de didspiro exibiram uma
coloracdo reduzida tanto para COX-2 como para iNOS, indicando que a administracdo
do extrato fendlico de didspiro pode atenuar os processos inflamatérios do cdlon
através destas vias.

A administracdo do nosso extrato fendlico de didspiro a murganhos que
sofriam de colite induzida por TNBS levou a uma redugdo em varios marcadores
funcionais e histoldgicos da inflamac¢do do cdlon, como a atenuacdo da diminui¢do do
comprimento do cdlon, reducdo na extensdo da lesdo visivel (formacdo de ulcera),
diminuicdo na gravidade da diarreia, reducdo da taxa de mortalidade, reducdo da
hemorragia mucosa e reducdo das caracteristicas histolégicas gerais da inflamagao do
colon.

O nosso estudo acrescentou a tentativa de esclarecer alguns dos mecanismos
possivelmente responsdveis por esses efeitos benéficos, investigando alguns
marcadores importantes de inflamacdo. Varios artigos atribuiram a ciclooxigenase-2
(COX-2) um papel importante na DIl e mesmo na progressao do cancro colorretal. A
ligacdo entre a sobre expressdo de COX-2, a inflamagdo do célon e o cancro colorretal
estd bem estabelecida e até levou a estudos epidemioldgicos e clinicos para avaliar os
efeitos benéficos dos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) no tratamento e/ou
prevencdo do cancro colorretal em doentes com DIl (Wang et al. 2010; Azer 2013).
Embora os estudos clinicos atribuam um efeito benéfico da inibicdo da COX-2, o uso
prolongado de altas doses de AINEs nao é recomendado por causa de efeitos colaterais
cardiovasculares e gastricos inaceitaveis. No entanto, estudos recentes mostram que o
celecoxib (um inibidor seletivo de COX-2) pode ser seguro para a prevengao da
formacdo e desenvolvimento de cancro colorretal em certas pessoas (Wang et al.
2010).
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No nosso trabalho, mostrdmos que a inducdo de inflamacdo do célon levou a
uma expressdao aumentada de COX-2 (Fig. 2. 13). Este resultado estd de acordo com
estudos clinicos e epidemiolégicos que demonstram o papel importante
desempenhado pela COX-2 e prostaglandinas na progressdo da inflamacdo intestinal
em pacientes com IBD (Wang et al. 2010; Azer 2013). A administragao de extrato
fendlico de didspiro levou a diminuicdo da expressdao de COX-2 no tecido intestinal
lesionado.

O papel fisiolégico do dxido nitrico (NO) evoluiu ao longo dos anos de um mero
neurotransmissor e vasodilatador para um modulador complexo de processos
inflamatérios. Especificamente no intestino, a regulacdo ascendente da producdo de
NO através da expressao de dxido nitrico sintase induzivel (iNOS) representa parte de
uma resposta antibacteriana intestinal. No entanto, o NO também foi associado a
iniciacdo e manutencdo da inflamacdo na DIl humana (Kolios et al. 2004) e vdrios
estudos mostraram que o nivel de NO derivado de iNOS se correlaciona bem com a
atividade da doenca na colite ulcerativa (Cross et al. 2003). O éxido nitrico é produzido
e libertado localmente em quantidades muito maiores no intestino inflamado do que
no intestino ndo inflamado e, na verdade, foi mesmo sugerido como um novo
biomarcador clinico para diagndstico e monitorizacdo de doentes com DIl (Lundberg et
al. 2005). Da mesma forma que a COX-2, os ensaios de imunocoloracdo mostraram que
houve, de fato, uma expressdao aumentada de iNOS nos animais em que foi induzida a
colite (Fig. 2. 13). Os nossos resultados mostram que a administracdo de extrato
fendlico de didspiro foi capaz de reduzir a expressao do iNOS e, portanto, contribuir
para o comprometimento do processo inflamatdrio no cdlon.

E de notar que apds a ingestdo, os compostos fendlicos sdo conhecidos por
serem pobremente biodisponiveis e extensivamente metabolizados (Crozier 2009;
Selma et al. 2009; Gonzalez-Sarrias et al. 2017). Deste modo, o catabolismo de
compostos fendlicos do didspiro no célon, e a formagdo de novos metabolitos
bioativos, podem contribuir para os beneficios para a saude observados para este
fruto (Kim et al. 2013; Uddin et al. 2014; Martinez-Las Heras et al. 2017). Portanto, é
provavel que os efeitos aqui vistos resultem de metabolitos derivados dos fendis do
extrato do Diospyros kaki L..

A administracdo do extrato por via oral, permitiu evidenciar o efeito deste apds
a digestdo in vivo do extrato, ou seja uma absorgado limitada e metabolizagdao mais ou
menos intensa daqueles constituintes fendlicos com producdo de metabolitos
diversos. A microflora intestinal cataboliza os compostos fendlicos a moléculas
menores que sao melhor absorvidas podendo exercer efeitos bioldgicos benéficos para
a saude quer ao nivel do intestino ou em outros locais, circulando no plasma. Por sua
vez, os compostos fendlicos modulam a microflora promovendo o "prebiotic-like
effect", com o crescimento de microrganismos benéficos como Akkermansia spp. e
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Faecalibacterium spp. e decrescendo o racio Firmicutes/Bacteriodetes, o qual é
considerado um efeito benéfico. Diferencas na populagdo da microflora intestinal
determinam o metabolismo dos compostos fendlicos, produzindo diferentes
matabolitos, ou seja diferentes metabotipos podem modular os diferentes efeitos na
saude. Na realidade, alguns metabotipos sdo mais abundantes em doencas ou
desordens com disbiose da flora intestinal (obesidade, sindrome metabdlico, e cancro
colorretal) (Tomas-Barberan et al. 2016). As espécies bacterianas que desglicosilam
compostos fendlicos alimentares no intestino incluem Bacteroides, Enterococcus,
Bifidobacterium, Blautia, Eubacterium e Lactobacillus (Braune et al. 2016). A microflora
qgue cliva o nucleo do polifenol e reduz as ligacdes duplas, desidroxila e desmetila
pertencem principalmente as familias Coriobacteriaceae, incluindo espécies de
Eggerthella, Paraeggerthella, Slackia, Adler-creutzia e Gordonibacter e Clostridiaceae
(Clostridium e Flavonifractor). A familia Coriobacteriaceae é particularmente
interessante porque tem sido associada a efeitos metabdlicos benéficos na obesidade
e na diabetes (Clavel et al. 2014).

Os efeitos observados com a dose didria testada in vivo no modelo de colite,
para se verificarem no consumo humano diario (para um adulto de 60kg),
correspondem a 960mg EAG, que se encontram em aproximadamente 100g de
didspiro fresco.

Em suma, com o aumento atual de doentes com doencas inflamatdrias
cronicas, o recurso a alimentos funcionais anti-inflamatdrios adequados pode tornar-
se uma poderosa estratégia efetiva para controlar e/ou prevenir essas doengas que ja
estdo a ter um impacto social e econdmico importante (Duggan et al. 2002). Uma vez
qgue a DIl esta relacionada a estagios pré-cancerigenos, a prevenc¢ao da incidéncia de
cancro colorretal pode passar por uma estratégia baseada na alimentag¢do sendo uma
alternativa facil e econdmica (Stierum et al. 2001).

A luz do nosso conhecimento, o potencial da utilizacdo dos fendis do didspiro
como nutracéuticos para doencga inflamatéria intestinal nunca foi estudado antes. Os
nossos resultados mostram pela primeira vez um efeito benéfico de um extrato
fendlico de didspiro na atenuacdo da colite experimental.

132



CAPITULO Il

Modelo in vitro do cancro colorretal com
a linhagem celular de adenocarcinoma de
célon humano: HT-29
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CAPITULO III. MODELO IN VITRO DO CANCRO COLORRETAL COM A
LINHAGEM CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE COLON HUMANO:
HT-29

Para a avaliacdo da capacidade anti-carcinogénica do extrato do fruto didspiro
foram levados a cabo testes in vitro em células de adenocarcinoma de célon humano,
HT-29, que sdo células epiteliais intestinais humanas, com caracteristicas aderentes e
tumorogénicas. As suas estruturas morfoldgicas incluem microvilosidades,
microfilamentos, mitocondrias com granulos escuros e lisos, reticulo endoplasmatico
rugoso e ribossomas livres, goticulas lipidicas e muitos lisossomas secunddarios (Fogh et
al. 1977).

Neste trabalho foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de célon
humano HT-29 para o estudo da captacado intestinal dos compostos fendlicos bioativos
presentes num extrato de didspiro e o efeito dos mesmos sobre células de cancro do
cllon humano, no intuito de avaliar a implicacdo desses compostos fendlicos na
prevencdo do desenvolvimento do cancro colorretal.

A origem da linhagem HT-29 e a escassez de trabalhos em relagdo a mesma e
aos compostos fendlicos presentes num extrato de didspiro foram determinantes na
escolha desta linhagem para o estudo.

Existem varias linhas de evidéncia em que o extrato de didspiro e seus
constituintes tém atividade antitumoral potente contra células tumorais humanas
(Yoshioka et al. 2000; Jang et al. 2010; Khanal et al. 2010; Kim et al. 2011). No entanto,
0s mecanismos moleculares em atividades antitumorais ndao sdo ainda compreendidos.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O trabalho desenvolvido para testar o potencial do extrato de didspiro como
alimento funcional na prevencao e tratamento do CRC, teve como objetivos:

l. Pesquisar o eventual efeito anticancerigenos do extrato fendlico do
fruto ao testar o seu efeito na proliferacdo e invasdo de células de
carcinoma do cdlon humano;

1. Avaliar a atividade gelatinolitica no modelo in vitro e avaliar se os
resultados observados poderiam estar relacionados a mecanismos de
inibicdo de MMP.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e Padroes

Avaliagao da capacidade anti-proliferativa do extrato em células HT-29

Cultura de células HT-29: células do adenocarcinoma de célon de Homo
sapiens sapiens HT-29, linha celular ECACC, n ° 91,072,201. Meios de cultura do
Instituto Memorial Roswell Park (RPMI), contendo 2mM glutamina e suplementadas
com soro bovino fetal (SBF) a 10% (v/v), solugdo de penicilina a 0,5% (v/v) a 2x10*
Ul/mL e a estreptomicina 34mM e atmosfera humedecida com 5% (v/v) de CO,.

Ensaio de migracdo celular (wound healing assay): placas de 6 pogos; tampao
fosfato salino (PBS) esterilizado em autoclave a 121°C.

Determinacgdo das MICs (minimal inhibitory concentrations): placas estéreis de
96 pocos (Greiner Bio-one, Germany).

Estudo da inibi¢cdo da atividade de enzimas MMP9 e MMP2

Atividade gelatinolitica de células do cancro do célon: gelatina dye-quenched
(DQ) de substrato fluorogénico adquirida a Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); kit
EnzCheck®© (Invitrogen); Tris-HCl 50mM pH 7,6; NaCl 150mM, CaCl, a 5mM; Tween 20
a 0,01% v/v; placa preta de micro-ensaio de 96 pocos.

Zimografia de substrato: géis de SDS-poliacrilamida (12,5% p/v de acrilamida)
copolimerizados com 1% (p/v) de gelatina; Tris-HCl 62,6mM pH 6,8, SDS a 2% (p/v);
10% (v/v) de glicerol; 0,01% (p/v) de azul de bromofenol; gel de acrilamida a 12% (p/v);
gel de empilhamento de acrilamida a 4% (p/v); unidade de electroforese vertical a 100
V e 20mA por gel; 2,5% (v/v) de Triton X-100; Tris-HCl 50mM, pH 7,4; CaCl, 5mM; ZnCl,
1-uM e azida de sédio a 0,01% p/v; Coomassie Brilliant Blue G-250 0,5% (p/v) em 50%
(v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido acético; solugdo de 50% (v/v) de metanol; 10%
(v/v) de acido acético.

2.3 Equipamentos

Microscépio Otico (Leica Microsystems, CMS GmbH); camara de fluxo
(SCANLAF); centrifuga (ScanSpeed 1236); estufa (Panasonic, MCO-18ACUV-PE);
espectrofotémetro (Syenery HT, Bio-TEK).

135



2.4 Métodos

2.4.1 Cultura de células HT-29

Foram usadas as células de adenocarcinoma de cdlon de Homo sapiens sapiens
HT-29, que foram rotineiramente semeadas em frascos de plastico e cultivadas em
meios de cultura do Instituto Memorial Memorial Roswell Park (RPMI), contendo
glutamina 2mM e suplementadas com soro de bovino fetal a 10% (v/v), solu¢do de
penicilina a 0,5% (v/v) a 2x10* Ul/mL e a estreptomicina 34mM. As células foram
mantidas em uma atmosfera humidificada contendo 5% (v/v) de CO,. A viabilidade
celular foi verificada com observagdo diaria num microscépio invertido. As células foi
fornecido meio fresco a cada segundo dia e foram tripsinizadas quando a confluéncia
estava entre 80 e 100%.

2.4.2 Ensaio de migracao celular (wound healing assay)

O extrato de didéspiro foi avaliado quanto a sua atividade inibidora nas células
de adenocarcinoma do célon HT-29. Para a andlise da migracdo celular, o ensaio de
wound healing assay foi realizado como descrito por Lima et al. (Lima et al. 2016). As
células HT-29 (5x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 6 pogos e
permaneceram em cultura até atingirem 80% de confluéncia. Apds a remoc¢ao do meio
foi realizado um risco na monocamada de células com uma ponta de micropipeta
estéril de modo a criar uma abertura, simulando uma ferida de largura constante.
Posteriormente, os detritos celulares foram lavados duas vezes com PBS. Cada poco foi
entdao preenchido com meio fresco contendo o extrato fendlico em estudo, a uma
concentragdo de 0, 250, 500, 1000 e 2000ug de compostos fendlicos/mL (volume total
de 3 mL por pogo) e as células foram deixadas a crescer por 48h. O fechar da “ferida”
foi monitorizado e fotografado as 0 e as 48h. Para quantificar a células migratérias, as
imagens iniciais das monocamadas “feridas” foram comparadas com as imagens
correspondentes das células no final das 48 horas de incubagdo. Para facilitar a andlise
comparativa, foram desenhadas linhas artificiais sobre imagens das feridas originais e
sobrepostas nas fotos apds 48 horas de incubagdo. A migracao de células em todas as
linhas foi contada em trés campos aleatérios de cada tratamento triplicado, e os dados
sdo apresentados como a média + D.P.
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Estudo da inibicdo da atividade de enzimas MMP9 e MMP2

2.4.3 Atividade gelatinolitica de células do cancro do célon

As células HT-29 foram tratadas com extrato com concentracdes de 250, 500,
1000 e 2000ug de compostos fendlicos (EAG) /mL ™" durante 48h, como descrito acima,
e os meios extracelulares das culturas de células HT-29 foram colhidos para quantificar
as respetivas atividades gelatinoliticas. A gelatina dye-quenched (DQ) de substrato
fluorogénico foi utilizada para quantificar as atividades enzimaticas da MMP-9 e MMP-
2. A DQ-gelatin foi dissolvida em agua a 1 mg/mL de acordo com as instrugcbes do
fabricante. Todas as solugdes e diluicdes foram preparadas em tampdo de ensaio (Tris-
HCI 50mM a pH 7,6, NaCl 150mM, CaCl, a 5mM e Tween 20 a 0,01% v/v). Foi utilizada
uma placa de microensaio de 96 pocos. Cada poco foi carregado com 150uL meio para
as células HT-29, para cada tratamento e a placa foi incubada durante 1h a 37°C (Lima
et al. 2016). Posteriormente, adicionou-se DQ-gelatin (a uma concentracao final de 2,5
pug/mL) a cada poco e a placa foi deixada a incubar durante 1h. Os niveis de
fluorescéncia foram medidos (ex. 485nm/em. 530nm). Todos os dados foram
corrigidos subtraindo os seus controlos negativos correspondentes.

2.4.3.1 Zimogrdfia de substrato

Para determinar as atividades de metaloproteases nos sobrenadantes da
cultura de células cancerigenas HT-29, obtidos apds exposicdo celular aos extratos
fendlicos de didspiro, uma zimografia de gelatina foi realizada de acordo com métodos
padrdo (Toth et al. 2012), com as seguintes modificacoes: géis de SDS-poliacrilamida
(12,5% m/v de acrilamida) foram copolimerizados com 1% (m/v) de gelatina. Os
sobrenadantes das culturas celulares foram tratados com um tampdo ndo redutor
contendo Tris-HCI 62,6mM pH 6,8, SDS a 2% (m/v), 10% (v/v) de glicerol e 0,01% (p/v)
de azul de bromofenol foram carregados em cada pogo do SDS-gel. A electroforese foi
realizada como descrito anteriormente (Laemmli 1970) num gel de resolugdo de
acrilamida a 12% (p/v) e um gel de empilhamento de acrilamida a 4% (m/v), realizado
em uma unidade de electroforese vertical a 100 V e 20mA por gel. Apds a
electroforese, os géis foram lavados trés vezes em 2,5% (v/v) de Triton X-100 durante
90 minutos cada, para remover o SDS. Os géis foram entdo incubados durante a noite
com tampdo de desenvolvimento (50mM Tris-HCl, pH 7,4, 5mM CaCl,, 1uM ZnCl, e
0,01% (m/v) azida de sdédio). A coloracdo do gel ocorreu com 0,5% (m/v) Coomassie
Brilliant Blue G-250 em 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido acético, durante 30
min, e descorados com uma solucdo de 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido
acético. Bandas brancas visiveis contra um fundo azul marcaram a atividade
gelatinolitica de cada proteinase (Toth et al. 2012).
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2.4.4 Determinagao das concentragées minimas inibitdrias [minimal inhibitory
concentrations (MIC)]

A determinacdo das MICs foi realizada pelo método de microdiluicao em placas
estéreis de 96 pocos (Greiner Bio-one, Germany), como descrito anteriormente por
Bouhdid et al. (Bouhdid et al. 2010). Para isso foram distribuidos 50uL de meio RPMI a
cada poco. Depois, 50uL de cada amostra foi adicionada ao primeiro poco e
serialmente diluida de 1:2 no poco seguinte, até dez diluicGes.

Seguidamente, foram adicionados aos pocos 50uL de uma suspensdao com as
células HT-29 com uma concentragdo de 2x10° células/mL. Foi realizado o controlo
positivo de crescimento (50uL de meio RPMI + 50l de suspensdo celular) e o controlo
negativo de crescimento (100uL de meio RPMI). As placas foram incubadas, durante
24h a 37°C e o crescimento celular foi medido pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Carmichael et al. 1987). Apds o
tratamento, o meio extracelular foi cuidadosamente removido e foram adicionados
100uL de uma solucdo de MTT dissolvido em PBS com uma concentracdo final de 0,5
mg.mL™. As placas foram novamente incubadas durante 4h a 37°C. De seguida, foram
adicionados 100uL de dimetil sulfoxido (DMSQO) de forma a solubilizar os cristais de
MTT. Finalmente, e apds agitacdo das placas foi determinada a DO a um comprimento
de onda de 570nm, num espectrofotdmetro.

Para a determinacdo da MIC da MMP-9, os meios de cada pogo foram colhidos,
e as atividades gelatinoliticas foram determinadas com DQ-gelatina, como descrito
acima.

2.4.5 Atividade gelatinolitica no tecido do célon

As atividades das MMP-9 e MMP-2 também foram determinadas nos célons
dos murganhos submetidos a tratamentos com extrato de didspiro. As amostras foram
tratadas como descrito antes (Lima et al. 2016), com poucas alteragoes.
Resumidamente, o tecido coldnico foi homogeneizado numa proporg¢édo de 1/20 (peso
/ volume) em Tris HCl 50mM (pH 7,6), NaCl 150mM (as amostras foram sonicadas trés
vezes por 10s cada (a intervalos de 1 min). Apds 10 minutos em gelo, os extratos de
proteinas foram centrifugados durante 10 minutos a 13 000 g a 4°C, os sobrenadantes
foram preservados e as concentragbes de proteina foram determinadas pelo método
de Lowry (Lowry et al. 1951). As amostras foram armazenadas a -80°C até serem
ensaiadas. As atividades de gelatinase e colagenase foram medidas nos
homogeneizados dos tecidos coldnicos por fluorometria, usando o kit de andlise de
gelatina DQ e analises zimograficas como descrito acima.
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2.4.6 Analise estatistica

Para os modelos in vitro com as células do cancro e as atividades gelatinoliticas,
todas as experiéncias foram realizadas em triplicado, em pelo menos trés tempos
independentes, e os dados foram expressos como a média + desvio padrdao (D.P.). O
software SigmaPlot (Versdo 12.5) foi usado para comparar diferentes tratamentos,
usando analise de variancia unidireccional e bidireccional (ANOVA). O teste de Tukey
foi usado para comparar as diferencas entre os grupos, e as diferencas estatisticas com
valor de P inferior a 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliacdo da capacidade anti-proliferativa do extrato em células
HT-29

3.1.1 Cultura de células HT-29

3.1.1.1 Ensaio de migragdo celular (wound healing assay)

Na Fig. 3. 1, podemos observar o padrdo de migracdo de células HT-29 apds
uma exposicdo de 48 horas a extratos fendlicos de didspiro e as imagens
representativas dos fechos de “feridas” correspondentes. Os resultados mostram que
a exposicdo a 250, 500, 1000 e 2000ug/mL de extratos fendlicos de didspiro, de facto
reduziu a capacidade de células HT-29 para invadir a lacuna da ferida, de uma maneira
dose dependente. Apenas exposicoes superiores a 500ug/mL conseguiram reduzir
significativamente a invasdo celular (P <0,05). Embora as concentra¢gGes mais baixas
nao tenham induzido efeito significativo, a concentragdo mais alta utilizada
(2000pg/mL) foi muito eficaz na inibicdo da migragdo celular, reduzindo-a para perto
de nulo.
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Figura 3. 1 - Migracdo das células HT-29 apds exposicao ao extrato fendlico de
didspiro, determinada pelos ensaios de cicatrizacao de feridas. O histograma mostra
as taxas de migracgdo relativa, onde os valores sao as médias de pelo menos trés
réplicas = D.P., e s3o expressos como percentagem de fechamento da ferida em
relagao ao tempo 0. As células foram cultivadas até atingir 80% de confluéncia e a
monocamada foi arranhada com uma ponta de micropipeta (dia 0). As células foram
entao expostas a diferentes concentra¢des fendlicas do extrato de didspiro e a
migracgao celular foi registrada apds 48h. *P <0,05, **P <0,001.

3.2 A atividade gelatinolitica tanto nas células HT-29 cultivadas

como no tecido fresco do c6lon do estudo da colite in vivo

A Fig. 3. 2A demonstra que as atividades gelatinoliticas presentes no meio de
cultura das células HT-29 foram inibidas pelos extratos fendlicos do didspiro, mas que
a suas atividades nao foram fortemente reduzidas, ja que mesmo nas mais altas
concentragdes fendlicas as inibicdes foram inferiores a 50%. Dado que o ensaio DQ-
gelatina forneceu evidéncia de atividade gelatinolitica total no meio extracelular,
também analisdmos a atividade individual de ambas as gelatinases através da
zimografia. A Fig. 3. 2B demonstra um exemplo de um perfil zimografico do meio HT-
29 apds exposicdo a maior concentracdo de extratos fendlicos de didspiro
(2000pg/mL). Para ambas as gelatinases MMP-9 e MMP-2, nenhuma inibicdo visivel foi
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observada, quando comparada aos controles, corroborando os resultados obtidos na
Fig. 3. 2A e sugerindo que, embora os extratos fendlicos de didspiro inibissem
fortemente a invasdo celular, o(s) mecanismo(s) responsavel(is) deve(m) envolver
processos metabdlicos que ndo sejam/além da inibicdo da atividade gelatinolitica.

* * C ED
Pro-MMP9
MMP9
Pro-MMP2
MMP2

Controlo 250 pug/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 2000 pg/mL
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Figura 3. 2 - Efeito da administracdo de extrato fendlico de didspiro nas atividades
das gelatinases MMP-2 e MMP-9 do meio extracelular das células HT-29. (A)
Atividade proteolitica das gelatinases presentes no meio extracelular das células HT-
29 apd6s uma exposi¢ido de 48h a 250, 500, 1000 e 2000pug de compostos fendlicos/mL
do extrato de didspiro, conforme quantificado pelo método DQ fluorogénico. Os
resultados sdo expressos como fluorescéncia relativa, como % dos controles e
representam a média de pelo menos trés réplicas diferentes (n = 3) £ D.P. *P <0,05.
(B) Imagem representativa dos perfis zimograficos das atividades da MMP-9 e MMP-
2 do meio extracelular das HT-29 apds uma exposi¢cdo de 48h a maior concentragao
fendlica de didspiro (2000ug/mL). C = controlos e ED = extrato fendlico de didspiro.

O efeito dos extratos fendlicos de didspiro foi ainda analisado quanto a sua
efetividade na reducdo da proliferacdao de células cancerigenas. As concentragdes
minimas de inibicao (MIC) foram avaliadas tanto para o crescimento celular como para
a atividade gelatinolitica (Tabela 3. 1). As determinag¢des das MIC mostram que a
atividade gelatinolitica é inibida apenas em concentragGes superiores a 2000ug/mL, o
gue estd de acordo com os resultados apresentados nas Fig. 3. 1 e Fig. 3. 2, mas o
crescimento celular foi prejudicado em uma concentragdo muito menor que 5,2ug/mL.

Tabela 3. 1 - Concentrag6es minimas inibitdrias contra o crescimento das células HT-
29 e a atividade da gelatinolitica.

MIC (ug de compostos fenélicos totais.mL™)

Crescimento das células HT-29 5,2

Atividade da gelatinolitica no meio extracelular 2670

Legenda: Os valores estdo em pg de compostos fendlicos totais/mL.
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Apds a exposicao das células HT-29 ao extrato fendlico de didspiro, os célons do
modelo in vivo de colite, também foram avaliados quanto a sua atividade gelatinolitica,
tanto com o ensaio DQ-gelatina quanto com a zimografia do substrato (Fig. 3. 3).
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Pro-MMP2
MMP2

Actividade gelatinolitica (% dos controlos)

o

C+ C- ED

Figura 3. 3 - Efeito da administracdo de extrato fendlico de didspiro nas atividades
das gelatinases, MMP-2 e MMP-9, do tecido do célon dos ratinhos do modelo
experimental de colite. (A) Atividade proteolitica das gelatinases presentes em
célons, quantificada pelo método fluorogénico DQ. Os resultados s3ao expressos em
percentagem, como fluorescéncia relativa em relagdo aos controlos e representam a
média de pelo menos trés réplicas diferentes (n = 3) + D.P. *P <0,05. (B) Imagem
representativa dos perfis zimograficos das atividades da MMP-9 e da MMP-2 dos
mesmos cdélons. Os extratos de proteina do célon foram carregados em géis de
poliacrilamida de 12,5% (m/v) com 1% (m/v) gelatina.

C + = grupo TNBS; C- = grupo controlo negativo e ED = cdlon de animais tratados com
o extrato fendlico de didspiro.

Da mesma forma que ocorreu nas células HT-29, a exposicdo de murganhos
induzidos com colite experimentalmente a extratos fendlicos de didspiro ndo reduziu a
atividade de ambas as gelatinases (Fig. 3. 3A). Como esperado, os controlos negativos
(C- na Fig. 3. 3B) mostram uma baixa atividade tanto para MMP-2 quanto para MMP-9,
enquanto no tecido com colite induzida (C + na Fig. 3. 3B) existe uma atividade muito
maior de ambas as gelatinases. Comparando esses resultados com os tratados com o
extrato de diéspiro (ED na Fig. 3. 3B), é claro que a atividade das MMP’s na presenca
destes compostos fendlicos é semelhante aos controles positivos, sugerindo que os
extratos fendlicos de didspiro ndo inibiram efetivamente as atividades das MMP-9 ou
MMP-2.

Neste trabalho, testdmos o potencial anti-proliferativo do extrato fendlico de
didspiro em modelos de células de cancro de célon. Extratos fendlicos ou fendis
isolados de diferentes géneros alimenticios vegetais ja foram estudados em varias
linhas celulares de cancro (Wahle et al. 2010). Verificou-se que os compostos fendlicos
naturais suprimem a migrac¢ao celular maligna, invasao e metastizacao in vitro e in vivo
(Kampa et al. 2002; Kampa et al. 2004; Ogasawara et al. 2007; Chen et al. 2014;
Ademosun et al. 2016). Estudos in vitro apresentados no nosso trabalho também
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mostraram que o extrato fendlico de didspiro comprometeu com sucesso a
proliferacdo celular e invasdo em células do carcinoma do célon humano (HT-29),
sugerindo que os compostos fendlicos do diéspiro podem exercer um efeito
semelhante e podem ser utilizados em dietas preventivas ou curativas. Os efeitos
inibitérios foram considerados dependentes da dose, com maiores niveis de inibicao
obtidos para maiores concentracdes fendlicas.

Um ponto comum entre os estados inflamatdrios no desenvolvimento de DIl e
CCR é o envolvimento de um grupo de metaloproteinases de matriz (MMPs), uma
familia de endopeptidases dependentes de zinco envolvidas na remodelagao do tecido
conjuntivo (Herszenyi et al. 2012; Lee et al. 2013). Dois membros da familia MMP, as
gelatinases MMP-9 e MMP-2, foram ha muito reconhecidos como desempenhando
papéis importantes no turnover e na degradacdo das proteinas da matriz extracelular
durante o recrutamento celular na inflamacdo (Gu et al. 2008), bem como em outros
importantes processos oncoldgicos associados a patologias, como tumorogénese,
adesdo celular e metdstase (Baugh et al. 1999; Garg et al. 2009). Por exemplo, o efeito
de inibicdo exibido por compostos fendlicos na invasdao de células cancerigenas
mostrou-se relacionado com a sua capacidade de regular a MMP-2 e a MMP-9, bem
como o ativador da urocinase plasminogénio (UPA) e a expressdo do recetor do uPA
(uPAR) (Kim et al. 2006).

Sob este contexto, na ultima década, os metabolitos bioativos de plantas que
visam e inibem as atividades das MMPs, como os compostos fendlicos, tornaram-se
um alvo terapéutico desejavel na DIl e CCR tanto em abordagens preventivas quanto
curativas (Kuppusamy et al. 2014). Embora o objetivo de ter as MMPs como alvo se
tenha mostrado dificil (Coussens et al. 2002), poderia ser alcangado, pelo menos em
parte, através da ingestdo prolongada de inibidores naturais de MMP especificos dos
alimentos que estao disponiveis no cdlon, ao invés de biodisponiveis no soro.

Embora muitos estudos mostrem o efeito antioxidante do didspiro, muito
poucos se concentram em atividades especificas de inibicdo das MMPs. No nosso
trabalho, foram realizados ensaios gelatinoliticos para determinar se os extratos
fendlicos do didspiro poderiam inibir a MMP-9 e -2 e se isso poderia ser relacionado
com os resultados anteriores obtidos nos modelos in vivo e in vitro. Na verdade, os
nossos resultados mostram que os extratos fendlicos do didspiro podem inibir a
atividade gelatinolitica, mas apenas para as maiores concentragdes fendlicas testadas.
Além disso, embora houvesse reducao das atividades de MMP-9 e -2 em cultura de
células HT-29, isso ndo acontecia no tecido de célon fresco do estudo de colite in vivo.
Isto pode resultar em parte do modelo de animal de colite, onde as concentragdes de
fendlicos utilizados foram muito mais reduzidas que as necessarias para inibir a MMP-
9, como observado nas MICs encontradas neste trabalho (Tabela 3. 1).
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Mas o que é de realcar é que estes resultados sugerem que, embora o extrato
fendlico do didspiro possa inibir as atividades de MMPs, esta inibicao é fortemente
dependente da dose e certamente ndo serd a Unica responsavel pelas bioatividades
observadas. A enorme diferenca entre os valores de MIC obtidos para o crescimento
de células HT-29 e para as atividades das gelatinases em cultura de células HT-29
(Tabela 3. 1) corroboram ainda mais esta hipdtese.

Em suma, os resultados mostram que o extrato de diéspiro tem um potencial
efeito anti-proliferativo e anti-invasivo em cultura de células do cancro do célon e
também indicam alguns dados sobre o seu possivel mecanismo de acdo. Tendo em
conta os resultados globais, particularmente a diminuicdo observada na expressao de
COX-2 e iNOS observada nos modelos de colite, os dados da literatura apresentam
evidéncias suficientes que sugerem que a bioatividade do didspiro pode ser
multifacetada e envolve varios mecanismos. Por exemplo, Kim et al. (Kim et al. 2013)
estudaram o efeito de um extrato aquoso de didspiro sobre inflamacdo alérgica
mediada por mastécitos, para determinar seus possiveis mecanismos de a¢do usando
modelos in vitro e in vivo, e demonstraram que o extrato foi capaz de diminuir a
expressdo génica e a secrecdo das citocinas pré-inflamatérias, TNF-a e IL-1p, inibindo o
factor nuclear kB, um mediador intracelular critico da cascata inflamatdria (D'Acquisto
et al. 2002).

A fisetina, um flavondide que esta abundantemente presente em muitos
vegetais e frutas, incluindo didspiros, também mostrou reduzir a gravidade da colite e
aliviar os sinais macroscépicos e microscopicos da doenca, reduzindo a expressdo de
COX-2 e iNOS no tecido do célon em colite induzida experimentalmente (Sahu et al.
2016), a semelhanca dos nossos resultados. Nesse artigo, os autores sugeriram que a
fisetina exercia essa atividade anti-inflamatéria através da inibicao da sinalizagao via
Akt, p38 MAPK e NF-kB, nos tecidos do célon (Sahu et al. 2016). Resultados anteriores
do nosso laboratério também mostraram que a fisetina ndo tem efeito sobre a
atividade da MMP-9 (dados ndo mostrados).

Além disso, ja foi descrito que a miricetina, um flavondide natural nas espécies
de didspiros, mostrava atividade anti-inflamatéria in vitro, reduzindo a produgdo de
mediadores inflamatdrios e a expressdao de COX-2 e iNOS em macréfagos RAW264.7
estimulados por LPS (Zhao et al. 2013).

Curiosamente, até mesmo a expressao de MMP pode ser regulada e induzida
por meio da ativacdo da via NF-kB (Yan et al. 2007), sugerindo que a via NF-kB é um
alvo possivel para os efeitos benéficos do extrato fendlico de didspiro, evidenciado
nestas experiéncias.

Em geral, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o extrato fendlico de
didspiro pode atuar através de multiplos mecanismos e/ou atuar num mediador a
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montante de processos inflamatérios que diminui a expressao de COX-2 e iNOS
(Yokozawa et al. 2007; Sun et al. 2014).

Em conclusdo, dado o papel dos processos inflamatérios na progressdo do
cancro colorretal e a ligacdo importante entre inflamacdo e cancro, os nossos
resultados evidenciam o grande potencial dos fendis do didspiro como ferramenta co-
adjuvante no tratamento farmacoldgico de doentes com DIl e também para prevencao
de CCR. Se tivermos em conta a quantidade de didspiro fresco requerido para o efeito
anti-inflamatodrio e anti-invasdao observado neste trabalho, um a dois didspiros por dia,
fica claro que mesmo a propria fruta exibe um bom potencial em dietas preventivas ou
na forma de suplementos alimentares.
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CAPITULO IV

Desenvolvimento de uma formula¢ao do
extrato para administracao oral
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CAPITULO IV. DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULAGAO DO
EXTRATO PARA ADMINISTRACAO ORAL

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais, vegetais, leguminosas e frutos sdo uma fonte
interessante de produtos naturais bioativos com potenciais aplicacdes farmacéuticas,
como suplementos alimentares e como parte de uma alimentacdo saudavel na
prevencdo de doencas como DCV, cancro e diabetes tipo 2 (Figueira 2010; Pinto et al.
2010; Matias et al. 2015). Estudos epidemioldgicos tém consistentemente mostrado
gue uma dieta rica em frutos e vegetais, bem como em graos inteiros de leguminosas
estd fortemente associada a reducdo do risco de desenvolvimento destas doencas
cronicas (Willett 1994; Temple 2000; Willett 2002; Liu 2004; Lima et al. 2016).

As propriedades terapéuticas atribuidas aos suplementos alimentares sdo
vastas. Muitos destes tém atividade antioxidante marcada, sendo utilizados devido a
esta propriedade. Outros sdo maioritariamente agentes inibitérios ou estimulantes do
metabolismo enzimatico e interferem no mecanismo de reparacdo do DNA (Figueira
2010; Pinto et al. 2010; Matias et al. 2015).

Mas, foi precisamente em 1989 que se introduziu pela primeira vez o conceito
de alimentos funcionais. Este termo, inventado no Japdo, abordava os objetivos do
programa FOSHU (que significa alimentacdo para uso especifico da saude). Estes
alimentos funcionais contém uma ou mais substancias fisiologicamente ativas que, em
guantidades suficientes e adequadas, promovem a saude e o bem-estar e podem ser
associadas a reducdao de fatores de risco do desenvolvimento de certas doencas
cronicas. Para ser classificado alimento funcional significa ndo ser suficiente um
alimento conter determinadas substancias com propriedades fisiolégicas, para que ele
seja imediatamente classificado como funcional (Figueira 2010; Pinto et al. 2010;
Matias et al. 2015), pois depende das quantidades em que os compostos com
atividade estdo presentes. Evidentemente, se para se fazer sentir o efeito tiverem de
ser consumidas porgdes exageradas do alimento, o conceito deixa de fazer sentido.

Assim, extrair os compostos com atividade e dar-lhe uma férmula farmacéutica
(suplemento alimentar) em que as doses sdao bem definidas e em que ha um controlo
de qualidade que garanta a seguranca sera, nalguns casos, a solucdo ideal.

O uso de suplementos dietéticos e alimentos funcionais estd a aumentar a
medida que a industria responde as exigéncias dos consumidores. No entanto, para
garantir sua eficacia e seguranca sao necessarias mais informagdes sobre os beneficios
para a saude e os possiveis riscos da dieta suplementada. Esta descrito na literatura
gue os extratos fitoquimicos de frutas e vegetais tém uma forte atividade antioxidante
e antiproliferativa, e a maior parte da atividade antioxidante total é devida a
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combinagdo de fitoquimicos (Somani et al. 2015; Serra et al. 2018). Os efeitos aditivos
e sinérgicos dos fitoquimicos em frutas e legumes sdo responsaveis pelas suas
potentes atividades antioxidantes e anticancerigenas (Liu 2004; Freag et al. 2018).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste capitulo incide na preparacdo de fitossomas contendo um
extrato bioativo de Diospyros kaki L. e o estudo comparativo da atividade bioldgica
destes nanossistemas contendo os compostos fendlicos do extrato e extrato ndo
encapsulado.

Neste capitulo pretende-se preparar uma formulacdo do extrato numa forma
farmacéutica oral que reuna as condicbes de qualidade para garantir ou mesmo
melhorar a bioatividade detetada para o extrato. Assim, foram efetuadas as seguintes
tarefas:

l. Preparou-se um extrato vegetal com atividade antioxidante e teor
conhecido em compostos fendlicos;

1. Preparou-se o complexo fitossoma;
M. Os fitossomas foram caracterizados fisica e morfologicamente;

\A Determinou-se a eficiéncia de encapsulacdo (EE) por diferentes
metodologias de determinacdo de compostos fendlicos totais e
também relativamente a cada composto detetado;

V. A avaliacdo da atividade antioxidante e o conteiddo em compostos
fendlicos foi realizada ao longo do tempo tanto na formulagdo, como
no extrato ndao encapsulado.

3. MATERIAIS

3.1 Materiais

Fosfatidilcolina (48% purificada a partir da lecitina de soja), 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), reagente Folin & Ciocalteu’s phenol e Quercetina 3-B-glucoside (290%
pureza) foram adquiridos a Sigma-Aldrich, Co (St. Louis, MO, EUA). O acido acético foi
adquirido a Panreac (Barcelona, Espanha). O carbonato de sddio anidro foi adquirido a
VWR® Prolabo®, VWR International (Cidade, Pais). O acido gdlhico (98%) foi adquirido
a Merck (Darmstadt, Alemanha). O metanol (99.9%) foi adquirido a Carlo Erba
Reagents (Rodano, Itdlia). A agua Milli-Q® (18.2 MQ cm) foi adquirida a Millipore —
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Direct Q3 UV System (Molsheim, Franca).Os solventes de cromatografia foram todos
de grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha) e os restantes reagentes foram de grau
analitico e adquiridos a Sigma-Aldrich, Co (St. Louis, MO, EUA). O filtro de porosidade
0,22 pum foi adquirido & VWR® (Lisboa). Oleo alimentar de girassol e milho refinados
foram adquiridos numa grande superficie (marca Continente ISO 9001).

4. METODOS

4.1 Preparagao dos fitossomas

Os fitossomas foram preparados por adicdo do extrato a fosfatidilcolina
dissolvida em 20mL de etanol (1:1 ou 1:2, relacdo molar). Esta mistura foi aquecida a
25°C com uma rotacdo de 300 rpm (HTS 1003, LMS, Tokyo, Japdo) durante 2 horas. Em
seguida, adicionaram-se 40mL de uma soluc¢do de acido acético a 2% e a mistura ficou
durante 24 horas na mesma condicdo anteriormente descrita. A metodologia de
formulacdo foi baseada em trabalhos anteriores de Matias et al. 2015 (Matias et al.
2015).

4.1.1 Caracterizagao fisica e morfolégica dos fitossomas

Os fitossomas foram diluidos com agua destilada e analisados num Delsa Nano
C (Coulter, CA, EUA). O tamanho médio das particulas, o indice de polidispersdo (Pl), o
potencial Zeta ({P) foram avaliados neste equipamento a temperatura ambiente com
um angulo de 165° para o tamanho e de 30° para o potencial zeta. A morfologia foi
avaliada por microscopia eletrénica de varrimento (SEM, 5200LV, JEOL, Téquio, Japao)
a 20Kv apos secagem e revestimento de ouro (500 nm) das amostras da formulagdo
1:1e1:2a0s0, 3 e 6 meses.

4.1.2 Determinagao da eficiéncia de encapsulagao (EE)

A eficiéncia de encapsulagao (EE, %) do extrato nos fitossomas foi determinada
pela avaliagdo da fragdo do extrato ndo-encapsulado (Rasaie et al. 2014; Rijo et al.
2014). Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido e analisado em HPLC-DAD.
Resumidamente, uma aliquota de 2mL da formulacgao fitossomal foi adicionada a 2mL
de 6leo de girassol e milho comercial e homogeneizada por agitacdao. Em seguida, esta
suspensdo foi centrifugada a 15000 x g (centrifuga Eppendorf 5804 R, Hamburg,
Alemanha) durante 30 minutos a 4°C. A fase inferior foi separada e filtrada com filtro
de 0,22um e injetada para analise cromatografica por HPLC. Foi preparado um branco
segundo o mesmo procedimento.

Posteriormente utilizou-se um sistema de HPLC com cromatdgrafo liquido de
alta pressdo (Spectra System, San Jose, EUA) equipado com uma bomba bindria de
gradiente (Spectra System P2000, San Jose, EUA), amostrador automatico (Spectra
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System AS1000, San Jose, EUA), detetor de diodos (Spectra System UV6000LP, San
Jose, EUA) e controlador UV (Spectra System SN4000, San Jose, EUA). A separacdo
cromatografica realizou-se numa coluna C18 de fase reversa (Thermo Scientific), com
didmetro de particula de 5um e comprimento de 15cm, com varrimento entre 190 e
700nm, com um intervalo de 1nm e também aos comprimentos de onda especificos,
280 e 360nm. O volume de injecdo foi de 20uL. Para a separacdao cromatografica, a
fase mével foi bombeada a um fluxo de 0,7mL min™ e consistia em agua Milli-Q®-acido
fosférico (99,9: 0,1, v/v) (eluente A) e dgua Milli-Q®-acetonitrilo-acido fosférico (59,9:
40,0: 0,1, v/v/v), (eluente B). O gradiente foi de 0-15 minutos de 0% a 20% de eluente
B; 10min com 20% de eluente B; 25-70min, de 20% a 70% de eluente B; 70-75min, com
70% de eluente B; 75-85min de 70% a 100% de eluente B; 85-110min, com 100% de
eluente B; 111-120min 100% do eluente A. A aquisicdo de cromatogramas e espectros
de UV-Vis foi realizada recorrendo ao softwareXcalibur™ 2.0.6 (Thermo Fisher
Scientific Corporation).

A andlise foi feita para o extrato (correspondendo ao extrato adicionado a
formulacdo) e para o sobrenadante (correspondente aos compostos fendlicos ndo
encapsulados) da preparacdo fitossomal. A EE do extrato nos fitossomas foi
determinada com base a 4rea total do cromatograma gerado entre os 0 e 60 minutos a
280nm e 360nm, para o extrato e para o sobrenadante. Donde, o extrato encapsulado
foi calculado pela diferenca entre a darea total de extrato e a 4area total do
cromatograma do sobrenadante (Abd El-Fattah et al. 2017). Aplicando a equacdo
(Equacdo 2), a EE (%) do extrato nos fitossomas foi determinada a 280 e 360nm. A EE
foi ainda calculada para compostos individuais detetados por HPLC, que estavam
presentes no sobrenadante. Tendo-se baseado na area do pico do composto no
cromatograma do extrato, a qual se subtraiu a area do pico correspondente ao mesmo
composto no sobrenadante, calculando-se o extrato encapsulado. E aplicando-se a
equacdo anterior (Equag¢ao 2), a EE por composto fendlico, a cada um dos
comprimentos de onda testado por HPLC foi determinada.

Equacao 2

A (extrato inicial ) — A (extrato no sobrenadante)
EE % = X 100
A (extrato inicial )

A EE foi ainda estimada utilizando os dados da quantificacdo espectrométrica
(765nm), por meio da técnica de Folin-Ciocalteu. A diferenca entre o teor de
compostos fendlicos totais no extrato inicial e o teor de compostos fendlicos totais
presentes no sobrenadante, determina o teor de extrato encapsulado. A eficiéncia de
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encapsulacdo (EE, %) do extrato nos fitossomas foi calculada aplicando a equacdo
(Equacao 2).

4.3 Ensaio de estabilidade

Os estudos de estabilidade em produtos farmacéuticos permitem evidenciar de
gue forma a qualidade do produto se mantém ao longo do tempo, sob a influéncia de
diferentes fatores ambientais tais como a temperatura, a humidade e a exposicao a
luz, estabelecendo, por exemplo, as condicdes de armazenamento adequadas
(Medicines 2004; Organization 2009).

4.3.1 Condi¢des de Armazenamento (curto prazo, longo prazo e acelerado)

Em geral, as condicbes de armazenamento (com tolerancias apropriadas)
devem ser estabelecidas e, se aplicavel, avaliando a sua sensibilidade a humidade ou
potencial perda devido ao solvente. As condi¢cOes de armazenamento e a duracdo dos
estudos escolhidos devem ser suficientes para cobrir o armazenamento, transporte e
utilizacdo subsequente (Medicines 2004).

4.3.1.1 Condi¢oes de armazenamento

Num estudo de longo prazo, para um produto final, o periodo de tempo
minimo deve ser de 12 meses, onde as condi¢cdes de armazenamento geralmente sdo
25°C + 2°C/60% humidade (RH) + 5% ou 30°C + 2°C/65% RH * 5% de HR (Organization
2009). Num estudo intermediario, o periodo de tempo minimo é de 6 meses e as
condi¢cGes de armazenamento geralmente sdo 30°C + 2°C/65% RH + 5% RH (Medicines
2004; Organization 2009).

As condigdes de armazenamento acelerado do estudo sdo de 40°C + 2°C/75%
RH 5% RH; 25°C £ 2°C/60% RH + 5% RH e 4°C + 3°C/55% RH * 5% RH, num periodo de
tempo de 6 meses.

Na condicdo de armazenamento acelerado é recomendado um minimo de trés
pontos de tempo, incluindo os pontos de tempo inicial e final (por exemplo, 0,3 e 6
meses), de um estudo de 6 meses (Medicines 2004; Organization 2009).

4.3.2 EspecificagOes

Os estudos de estabilidade devem incluir testes a compostos bioativos que sao
suscetiveis a alteragdes durante o armazenamento e tendem a influenciar qualidade,
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seguranca e/ou eficacia. O teste deve cobrir as propriedades fisicas, quimicas,
bioldgicas e microbioldgicas (Medicines 2004; Organization 2009).

4.3.3 Sistema de acondicionamento

O extrato ndo encapsulado ou apds encapsulacdo nos fitossomas foram
armazenados em vidros ambar tipo Il. Os estudos de estabilidade foram conduzidos
armazenando o extrato polifendlico concentrado em diferentes condigdes. Duas
formulagdes (1:1 e 1:2, relacdo molar), com 30mL cada, ficaram armazenadas durante
6 meses, em frascos de vidro de cor ambar e ao abrigo da luz a temperatura ambiente
(25°C) e 60% RH, no frigorifico a 4°C a 55% RH e a 40°C na estufa (Votsch
Industrietechnik, VC2033 mit TC-Steuerung) com 75% de RH. Em cada frasco foram
colocadas seis aliquotas de 7mL do extrato concentrado sob as mesmas condicdes,
bem como as solucbes de padrdo quercetina (10mL).

4.3.4 Frequéncia dos testes

Na condicdo de estabilidade acelerada foi realizado um minimo de trés pontos
de tempo, incluindo os pontos de tempo inicial e final (por exemplo, 0, 3 e 6 meses)
(Medicines 2004; Organization 2009), com 6 frascos de vidro de cor ambar com extrato
de didspiro concentrado, dois frascos com fitossomas (1:1 e 1:2) e solucdo de
guercetina como controlo positivo. Em periodos de tempo definidos foi determinada a
atividade antioxidante, através do método 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o teor
de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau.

4.4 Analise por High-performance liquid chromatography (HPLC)

Uma aliquota do extrato concentrado foi diluida em agua Milli-Q para uma
concentragao igual a utilizada na formulagdo (1:7) e foi analisada usando o método e
condicdes de analise descritas acima, sendo identificados os componentes maioritarios
do extrato com base no tempo de retencdo (tg), comprimentos de onda,
cromatogramas de padrées puros, sempre que disponiveis e por comparagao com 0s
prévios resultados descritos no Capitulo | e ainda por recurso a literatura.

Por comparagdo e sobreposicdao dos cromatogramas obtidos com o extrato,
comprimentos de onda e tg, foram identificados os compostos presentes no
sobrenadante da formulacao.

4.5 Determinag¢ao do teor em compostos fenolicos totais

A quantificacdo do conteldo polifendlico total foi estimada pelo método de
Folin-Ciocalteau com algumas modificacGes (Stamatakis et al. 2009). Uma aliquota da
amostra (100uL) foi adicionada a 200uL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido em
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agua 1:10). Apds 3 min foram adicionados 1mL de carbonato de sédio (15%, p/v) e 2mL
de agua. Apds 1h de incubacdo a temperatura ambiente, a absorvancia foi medida
num espectrofotometro UV-Visivel a 765nm. Como branco foi preparada uma mistura
de dgua e restantes reagentes na mesma propor¢ao da amostra teste. Foi construida
uma curva de calibragdo do acido galhico numa faixa de concentragdo de 2 e 500mg/L.
Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galhico (mg
EAG) por 100g de fruto fresco e por mililitro de extrato. As analises foram feitas em
triplicado (n = 3; média £ DP).

4.6 Determinacao da atividade antioxidante

O potencial de eliminacdo de radicais livres pelo extrato e pela formulacdo
fitossomal (1:1 e 1:2) foi determinado de acordo com o procedimento previamente
descrito na literatura (Sucupira et al. 2012). Resumidamente, aliquotas de 10ulL de
cada amostra foram misturadas com 990 pL de solugao de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) (0,002% em etanol 70%). A mistura reacional foi incubada a temperatura
ambiente durante 30 min ao abrigo da luz. O controlo positivo foi quercetina a 10
mg.mL? em &dgua. Como controlo de absorvancia (i.e. a 100%), preparou-se uma
amostra contendo 10ulL de agua e 990uL de DPPH. O potencial de eliminacdo de
radicais livres das amostras de extrato de didspiro e de fitossomas (razdao molar 1:1 e
1:2) foi expresso através da avaliacdo da absorvancia medida a 517nm contra um
branco de etanol 70% usando um espectrofotometro UV-Visivel (Hitachi L-2000 da
Hitachi High Technology, Tokyo, Japdo). Cada amostra foi testada em triplicado. A
capacidade de sequestro do DPPH foi calculada utilizando a seguinte férmula (Equacao
3):

Equacao 3

Absorvancia controlo - Absorvancia amostra X100

Actividade de sequestro (%) =
Absorvancia controlo

4.7 Avaliacao do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta
ao longo do tempo

Os parametros de caracteriza¢do da formulagdo fitossomal foram determinados
por DLS ao longo de 0, 3 e 6 meses de armazenamento.

4.8 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados compreendeu, quando aplicavel: (i) a
determinacdo da média e do desvio-padrao; (ii) a comparacdo de valores médios entre
grupos através da analise de variancia ANOVA, seguida do teste de comparagao
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multipla de Tukey’s ou Sidak’s. Em todos os casos, os valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao fisica e morfoldgica dos fitossomas

Os parametros de caracterizacdo da formulacdo fitossomal por Dynamic Laser
Scattering (DLS) encontram-se descritos na Tabela 4. 1. Os fitossomas revelaram-se
monodispersos com um tamanho inferior a 300nm (Pl <0,3) independentemente da
temperatura de armazenamento para a formulacdo 1:1, exceto para a formulacdo 1:2
a 25° e 4°C (Fig. 4. 1 e Fig. 4. 2). O valor do potencial zeta desses fitossomas foi
negativo (Tabela 4. 1). O potencial zeta situou-se entre -41,74 e -27,62mV.

Tabela 4. 1 - Caracterizagao do tamanho médio (nm), distribuicdo de tamanhos (Pl) e
potencial zeta (mV) dos fitossomas preparados a 1:1 e 1:2 (razao molar,
fosfatidilcolina:extracto).

Fitossomas 1:1 Fitossomas 1:2
4°c 25°C 40°C 4°c 25°C 40°C
Tamanho médio 134,8 + 1771+ 193,3 +
236,6 £ 65,6 92,8 +26,6 153,7+42,3
@ +D.P. (nm) 36,0 70,0 92,2
é Pl 0,184 0,184 0,236 0,347 0,347 0,288
© -41,74 + -40,15 + -41,07 + -41,31+
Zeta (mV) -27,62+£0,01 -27,62+0,01
0,02 0,03 0,01 0,02
Tamanho médio 134,8 + 1771+ 193,3 +
324,0 £ 146,2 92,8 +26,6 226,6 + 150,8
" +D.P. (nm) 36,0 70,0 92,2
o
é Pl 0,184 0,184 0,236 0,347 0,347 0,288
m -41,74 + -40,15 -40,15 £ -41,31+
Zeta (mV) -27,62+0,01 -30,19£ 0.03
0,01 0,01 0,01 0,01
Tamanho médio 165,2 + 174,4 + 228,0+ 241,1+
161,1+62,5 183,5+126,9
+D.P. (nm) 57,6 82,8 37,4 129,4
o 0,141
é Pl 0,103 0,220 0,197 0,233 0,300
© 0,210
-20,07 -22,10 -20,07 = -21,03
Zeta (mV) -21,03+£0,01 -20,02 £ 0,01
0,01 0,02 0,01 0,01
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Figura 4. 1 - Influéncia da temperatura de armazenamento no tamanho dos
fitossomas.
**%**p<0,0001 - 0 meses vs 6 meses, ***p<0,05 - 3 meses vs 6 meses.
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Figura 4. 2 - Influéncia da temperatura de armazenamento no Pl dos fitossomas.
* p<0,05 vs 1:1, 4°C; ** p<0,05 vs 1:1, 4°C; *** p<0,05 vs 1:1, 4°C; # p<0,05 vs 1:1,

25°C.
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O tamanho dos fitossomas obtido, menor que 300nm, sugere um bom
indicativo para uma boa absor¢do oral uma vez que estd descrito que o tamanho
reduzido e, consequentemente, a elevada area de superficie versus volume ocupado
permitem estabelecer um contacto préximo com a barreira intestinal (Huang et al.
2011). Estudos publicados anteriormente demostraram que a complexacdo de
compostos naturais com fosfolipidos aumentou a estabilidade de uma formulacdo
(Semalty et al. 2010; Nicolai et al. 2016). Nestes estudos, o tamanho reduzido desses
nanossistemas teve um grande impacto na sua absorcdo oral, confirmando uma
relacdo inversamente proporcional entre a taxa de absor¢do e o tamanho de particula
(Jani et al. 1990; Hussain et al. 2001). E igualmente descrito que um tamanho menor
gue 300nm conduziu a formacdo de emulsdes estaveis de vitamina E (Parthasarathi et
al. 2016). Porém, particulas muito pequenas poderdo levantar outras questdes. Por
exemplo, um dado curioso relaciona-se com os tamanhos de particulas muito
reduzidos. Foram preparadas nanoemulsdes de licopeno com tamanhos de particulas
entre 100 e 200nm e estas Ultimas exibiram maior atividade antioxidante do que as de
100nm provavelmente devido a reacGes mais rapidas com os reagentes DPPH e ABTS
(Ha et al. 2015).

Além do tamanho, o valor do PI, indicativo do grau de heterogeneidade em
relacdo ao tamanho da amostra, é outro pardmetro muito importante. A distribuicao
de tamanho pode ser monodispersa ou polidispersa (Koppel 1972). A monodistribuicdo
de tamanhos dos sistemas de veiculagdo contribui para uma administracdo mais
uniforme e previsivel de compostos bioativos (Solans et al. 2005). Uma polidispersao
inerente, dentro de qualquer lote de nanoparticulas, precisa ser controlada, caso
contrério lotes diferentes do mesmo nanomaterial poderdo exibir resultados
diferentes em estudos, por exemplo, interagdao com células (Verma et al. 2010). Neste
nosso estudo, o Pl foi inferior a 0,3 para a formulagdo 1:1 a qualquer temperatura e
para a formulagdo fitossomal 1:2 a 40°C, o que demonstra a obtenc¢do de fitossomas
monodispersos nestas preparagdes ao longo dos seis meses do estudo. A formulagao
fitossomal 1:2 a 4°C e a 25°C durante os primeiros trés meses obteve Pl superior a 0,3.

Neste caso, sabe-se que um pequeno valor de PI (<0,3) é indicativo de uma
populacdo homogénea, enquanto Pl maior que 0,3 significa uma elevada
heterogeneidade (Koppel 1972; Zhang et al. 2012). Este fato é crucial para prever o
comportamento in vivo de cada formulagao fitossomal (ElImowafy et al. 2016; El-Far et
al. 2018).

O potencial zeta é um outro importante parametro fisico-quimico que
influencia a estabilidade das nanossuspensdes, podendo influenciar a estabilidade, a
biodistribuicdo e internalizacdo celular de bioativos (Kraft et al. 2014). Encontra-se
descrito na literatura que valores de potencial zeta extremamente positivos ou
negativos poderdo desencadear forcas repulsivas maiores, impedindo a agregacao das
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particulas e, portanto, garantindo uma redispersdo facil (Puttipipatkhachorn et al.
2001; Patil et al. 2007). No caso de uma estabilizacdo eletrostdtica e estérica
combinada, um potencial zeta minimo de + 20mV é desejavel (Honary et al. 2013). Um
alto potencial zeta (positivo ou negativo), normalmente superior a 30mV, em maddulo,
mantém um sistema estdvel (Prokop et al. 2002). Além disso, o comportamento in vivo
das formulacdes é condicionado por este valor. Este tépico ainda ndo se encontra
esclarecido e nao é consensual entre os investigadores destas areas. Por exemplo, num
estudo com nanoparticulas carregadas negativamente, estas foram removidas mais
lentamente do sangue em comparacdo com as nanoparticulas carregadas
positivamente apds a administracdo a modelos animais e permaneceram na corrente
sanguinea por mais tempo (Unger et al. 2007). Por isso, a modificacdo de carga de
nanossistemas oferece uma oportunidade para prolongar o tempo de circulacdo de
compostos bioativos no sangue, aumentando a possibilidade de sua interacdo com
células-alvo de interesse e alterando as propriedades farmacéuticas de nanossistemas
(Verma et al. 2010; Honary et al. 2013).

A morfologia dos fitossomas foi avaliada por SEM. A Fig. 4. 3 apresenta
particulas com um tamanho na escala nanométrica, independentemente da razdo
molar entre a fosfatidilcolina e o extrato, confirmando, por isso, os resultados da
técnica DLS. Os fitossomas preparados revelaram ser esféricos. A forma esférica é
importante para ter uma area superficial elevada de contato com as células. A
morfologia ideal das nanoparticulas para melhor absorcdo oral ainda ndo se encontra
elucidada. Sabe-se que depende da natureza dos materiais utilizados, dos métodos de
preparacdo das nanoparticulas, entre outros fatores. O efeito da forma das
nanoparticulas na sua internalizacdo foi investigado em muitos artigos. Num desses
artigos é descrito que particulas esféricas de tamanho similar foram internalizadas
500% mais do que particulas em forma de bastonetes (Jiang et al. 2008).

Por outro lado, avaliar a influéncia da forma e tamanho dos nanomateriais nas
interagdes celulares é crucial na toxicidade (Nel et al. 2009).

Figura 4. 3- Imagens de SEM dos fitossomas. A, esquerda: ampliagdao = 10.000x, barra
de escala = 1um; A, a direita: ampliagao = 20.000x, barra de escala = 1um.
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5.2 Determinagdo da eficiéncia de encapsulagdo (EE)
5.2.1 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Os perfis cromatograficos obtidos por HPLC encontram-se descritos nas Fig. 4. 4
a Fig. 4. 6. Observa-se na que a EE se situou em valores préximos de 100%, quer isto
dizer que o extrato foi encapsulado com sucesso nas formas fitossomais, conforme
descreve a Tabela 4. 2. A Tabela 4. 2 descreve com mais detalhe a analise
cromatografica das amostras. Os fitossomas foram capazes de encapsular 97,4% do
total de fendis: 99,38% de catequina; 99,25% de 4acido gdlhico e 99,81% de
monogalhoil-glucésido (Tabela 4. 2).

O perfil cromatografico do sobrenadante (Fig. 4. 6) demostrou pouca
abundancia de compostos fendlicos, comparado ao perfil do extrato livre, por
sobreposicdao dos cromatogramas do extrato de didspiro com o do sobrenadante.
Utilizando o software Xcalibur ™ 2.0.6 e a ferramenta de integracdo de area
cromatografica entre 0 e 60 minutos foi possivel somar as dreas de todos os picos
detetados a 280 e 360nm, tanto para o extrato quanto para o sobrenadante dos
fitossomas (Tabela 4. 3).

Tabela 4. 2 - Eficiéncia de encapsulagao (EE,%) do extrato nos fitossomas.

Metodologia Eficiéncia de
de Compostos detetados encapsulagao
determinagao (EE %)
X (fendis totais, catequinas totais; 974
4cidos hidroxibenzoéicos) ’
Compostos individuais:
HPLC (280nm) -
catequina 99,38
acido gélhico 99,25
monogalhoil-glucdsido 99,81
X(flavondides totais) 94,5
Compostos individuais:
Flavonol ou flavona 92,61
HPLC (360nm) — -
Quercetin trisacaride 95,17
Flavonol glucdsido 95,76
Flavonol hexdsido 92,69
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Tabela 4. 3 - Area de cada pico identificado com correspondéncia no sobrenadante
da formulagao.

Extrato diéspiro inicial Extrato no Sobrenadante
HPLC (280nm) HPLC (280nm)
Picot . Pico Rt ; Armax
. R Area Amax(nm) ID . Area ° ID
(min) (min) (nm)
7,25 937803,18 278 catequina 6,67 5819,23 278 catequina
8,78  9908293,47 272 acido galhico 9,12 74596,48 270  acido gélhico
monogalhoil- monogalhoil-
10,4 2353831,82 274 o 11,47  4548,86 274 o
glucosido glucosido
HPLC (360nm) HPLC (360nm)
flavonol ou flavonol
47,1 434966,39 254;357 48,32 32140,26 368 L.
flavona glucésido
quercetin flavonol
47,9 674195,85 256;354 . i 48,65 32537,30 368 L.
trissacarideo hexdsido
flavonol flavonol
48,63  151382,89 254;359 L. 53,82  6415,90 368 L.
glucdsido glucosido
flavonol flavonol
49,42 40327,70  262;359 L 49,68  2946,24 368 L.
hexdsido hexdsido

De acordo com a analise por HPLC, os compostos mais abundantes no extrato
foram identificados a 280nm (Fig. 4. 4), sendo catequina e acido galico a 8,45 e
8,78min, respetivamente. A avaliacdo em 360nm também foi realizada (Fig. 4. 5), e
compostos como canferol e quercetina em formas glicosiladas foram igualmente
identificados. Estas observacGes encontram-se de acordo com a literatura (Gu et al.
2008; Engels et al. 2012; Jimenez-Sanchez et al. 2015). Na verdade, os didspiros sdo
ricos em compostos fendlicos, como acido p-cumdrico e galhico (Gorinstein et al.
1994), e sdao conhecidos por conter proantocianidinas (Halsam et al. 1988). Matsuo
(Matsuo 1978) identificou o kaki-tanino no didspiro japonés e descobriu que os taninos
encontrados consistiam em catequina, catequina-galhato, galhocatequina e
galhocatequina-galhato. Sattar, Bibi e Chaudry (1992) (Sattar et al. 1992). Catequinas
(flavan-3-ols) sdao outros compostos fendlicos que podem oferecer beneficios
potenciais a saude humana, relacionados a varias fung¢des fisioldgicas, incluindo um
papel protetor contra doencgas relacionadas ao stresse oxidativo e capacidades
antimutagénicas e anticarcinogénicas (Suzuki et al. 2005).

Mais, as catequinas bem como extratos de didspiro sdo conhecidos ainda por
induzir apoptose de células Molt 4B (Achiwa et al. 1997). Em estudos in vitro, a
exposicdo a 250, 500, 1000 e 2000ug/mL de extratos fendlicos de didspiro reduziu a
capacidade de invasao de células HT-29 em feridas de forma dose-dependente. Para a
maior concentragdo utilizada (2000ug/mL), observou-se que esta foi muito eficaz na
inibicdo da migracao celular, reduzindo-a para perto de zero (Direito et al. 2017).
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Figura 4. 4 - Perfil cromatografico por HPLC a 280nm do extrato presente nos
fitossomas. Os compostos maioritarios identificados foram: 1) e 2) catequina; 3)
acido galhico; 4) monogalhoil-hexdsido; 5) monogalhoil-glucésido.
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Figura 4. 5 - Perfil cromatografico do extrato por HPLC a 360nm.
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Os principais

compostos identificados foram: 6) e 7) isdmeros de flavonas, isomeros metilados
p.ex.; 8) flavonol ou flavona; 9) quercetina trissacarideo; 10) flavonol glucésido; 11)
flavonol hexésido; 12) quercetina-O-hexdsido-galhato; 13) canferol 3-O-glucésido;
14) canferol 3-O-rutindsido; 15) canferol 3-O-diglucésido; 16) canferol 3-O-hexésido.

A capacidade anti-melanogénica das

proantocianidinas,

quercetina-3-0-

glucosideo e quercetina-3-0-galactosideo foi verificada pela inibicdo da tirosinase e da

160



sintese de melanina. A modulacdo do stresse oxidativo foi observada com as
proantocianidinas que tém a capacidade de modular o total de espécies reativas, a
peroxidacao lipidica e o balanco redox em células B16 (Kim et al. 2009; Ohguchi et al.
2010). Também Tatsuno et al. (2012) verificou que as proantocianidinas oligoméricas
tém efeitos anti-inflamatdérios e podem inibir a sintese de melanina pela atividade
inibitdria da tirosinase (Tatsuno et al. 2012).

Em estudos anteriores foram identificados as procianidinas e catequinas como
os principais flavondides do didspiro (Sentandreu et al. 2015). Esta andlise mostrou
algumas dificuldades analiticas dada a complexidade da matriz (Giordani et al. 2011). O
trabalho de Engels e colegas (2010) identificou a quercetina 3-O-glucopiranosideo ou
rutinosideo, 3-O-glicosideo canferol, canferideo hexosil pentdsido (Engels et al. 2012).
Um outro estudo desenvolvido por Jiménez-Sanchez et al. (2015) identificaram a
guercetina-3-0-glicosideo (Jimenez-Sanchez et al. 2015). A quercetina trissacarideo foi
relatada por Choi e colaboradores (Choi et al. 2010). No estudo da estrutura das
proantocianidinas no  didspiro, estes compostos foram essencialmente
epigalhocatequina-3-0-galhato, epicatequina galhato e epicatequina (Li et al. 2010).

Quercetina, canferol, rutina, astragalina, hiperina e isoquercitrina parecem
desempenhar um papel importante na melhoria do estado redox, inibindo a apoptose
e aumentando a viabilidade celular sob stresse oxidativo em células NG108-15 (Bei et
al. 2005). Segundo estudos anteriores, os flavondides das folhas de diospireiro
(Diospyros kaki) inibiram a apoptose em células MC3T3-E1 ativadas por H,0, com
supressao de NO, éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), COX-2, melanona dialdeido
(MDA), indicando que a atividade anti-apoptose foi mediada pela supressdo da
translocacdo do NF-kB/p65 para o nucleo. Por conseguinte, o efeito protetor desses
flavondides poderia entdo ser considerada uma abordagem promissora para o
tratamento da osteoporose (Sun et al. 2014).

A abundancia de compostos fendlicos no sobrenadante foi também avaliada
(Fig. 4. 6A, 4. 6B).
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Figura 4. 6 - Area cromatografica do sobrenadante a 280nm A) e a 360nm B).

No caso da analise por HPLC recorrendo ao comprimento de onda 280 nm, o
valor de EE foi de 97,4%, demonstrando claramente a elevada capacidade de
encapsulacao dos fitossomas pelo extrato, deixando fora dos complexos muito poucos
compostos, da ordem de 5x10° UAU no sobrenadante (Fig. 4.6 A) e 5x10° uAU no
extrato (Fig. 4. 4).

A escolha deste sistema de veiculagdao para a aplicacdao do extrato de didspiro
foi inicialmente desenhada devido a baixa biodisponibilidade oral e/ou erratica dos
compostos fendlicos. (Belcaro et al. 2010; Rasaie et al. 2014). A atividade medicinal
destes complexos tem sido descrita em varios campos de aplicagdo, como a
cardiovascular (Panda et al. 2009), anti-inflamatéria (Bombardelli et al. 1991),
hepatoprotectora (Loguercio et al. 2007; Bares et al. 2008), anticancerigena (Flaig et al.
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2007) e mesmo como cosméticos (anti-envelhecimento da pele) (Bombardelli et al.
1991).

Os nossos resultados demonstraram que esta formulacao fitossomal apresenta
caracteristicas fisico-quimicas adequadas que poderdo conduzir a uma boa
biodisponibilidade dos compostos fendlicos. Estas formulagcbes fitossomais também
mostraram ser formulacdes adequadas que permitem uma alta EE do conteldo
fendlico do didspiro.

5.2.2 Andlise espectrofotométrica

A EE do extrato pelos fitossomas foi posteriormente verificada por metodologia
espectrofotométrica utilizando a técnica de determinacdo dos compostos fendlicos
totais, Folin-Ciocalteau. A curva do padrdo de &acido galico entre 2 e 500mg/L, de
equacao y = 0,002x + 0,0236 e R? = 0,9868, permitiu a determinacdo da concentracao
de fendis totais no extrato concentrado, no extrato presente na formulacdo e no
sobrenadante da formulacdo (Tabela 4. 4). O valor de EE aplicando a Equacdo 2 foi de
93,6%.

Tabela 4. 4 - Concentragdo dos compostos fenodlicos totais determinados pela técnica
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau.

Amostras [Compostos Fendlicos] (mg/L)
Extrato inicial 1112 + 34,6
Extrato no Sobrenadante 70,9+ 4,9

A ligeira diferenca encontrada pela determinacao espectrofotométrica de
fendis totais pela técnica de Folin-Ciocalteau em relagdo aquela determinada por HPLC
deve-se provavelmente ao fato de a técnica de Folin-Ciocalteau ser mais inespecifica,
reagindo também com compostos nao fendlicos (Huang et al. 2005; de Oliveira et al.
2009; Everette et al. 2010).

5.3 Determinagao do teor em compostos fendlicos totais

Durante o periodo de armazenamento, o teor em compostos fendlicos
presentes em cada uma das amostras armazenadas foi doseado ao longo do tempo (O,
3 e 6 meses), em condicdes diferentes de T e RH. As Fig. 4. 7 mostram a percentagem
de degradacdao de compostos fendlicos totais do extrato na forma livre e encapsulado
nos fitossomas.

De forma resumida, a Fig. 4. 7 representa o decaimento do teor em compostos
fenélicos de 68,3% a 4°C, 90,5% a 25°C e 51,7% a 40°C no extrato livre, durante os 6
meses de armazenamento.
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Figura 4.7 - Percentagem de degradag¢do de compostos fendlicos totais ao longo de 6
meses no extrato livre e nos fitossomas. Nas condicoes de T e RH estabelecidas para
0 armazenamento.

** p <0,0001 extrato livre a 25°C vs fitossomas 1:1 a 25°C; # p <0,0001 fitossomas 1:1
a 25°C vs fitossomas 1:2 a 25°C; *** p <0,0001 extrato livre a 40°C vs fitossomas 1:1 a
40°C; +++ p<0,0001 fitossomas 1:2 a 40°C vs extrato livre a 40°C.

A 4°C, o decaimento do contelddo em compostos fendlicos no extrato livre foi
maior que o de decaimento nos fitossomas 1:1. Aos 25°C, o extrato livre apresentou o
maior decaimento no conteudo em compostos fendlicos (70,8% na formulacdo 1:1,
85,7% na 1:2 e 90,5% no extrato livre). A 40°C, o extrato livre apresentou metade da
degradacdao do conteudo em compostos fendlicos que as formulagdes fitossomais
tiveram. Em resumo, o menor decaimento observado neste estudo foi para a
formulagdo 1:1 a 4°C, seguindo-se a 25°C. A 40°C o extrato livre mostrou metade do
decaimento do contetdo em compostos fendlicos das formulagdes.

5.4 Determinagao da atividade antioxidante (DPPH)

Os resultados encontram-se descritos na Fig. 4. 8. Observa-se que estes
fitossomas mantiveram o comportamento do extrato, amplificando seu potencial
antioxidante ao longo do tempo de estudo sob as condi¢cdes de armazenamento. Em
contraste com o extrato livre, os fitossomas com extrato apresentaram maior atividade
antioxidante durante 6 meses (Fig. 4. 8). Especificamente, a 40°C, o decaimento da
atividade antioxidante demonstrado pelos fitossomas 1:1 e 1:2 foi quatro e seis vezes
menor do que os demonstrados pelo extrato nas mesmas condigdes, respetivamente.
O padrao de quercetina apresentou um decaimento de 51.8%, aproximadamente nove
vezes maior que o do extrato, nas mesmas condicdes de T e RH. Em relagdo aos
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fitossomas, o padrao de quercetina decaiu 38 vezes mais do que a formulacdo 1:1 e 57
vezes mais que a formulagao 1:2.

ek g BN Quercetina
- .
s 40°C . =) Extrato livre
i BN Fitossomas 1:1
Z_-): 4k Fitossoams 1:2
S .
e 0
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Figura 4. 8 - Atividade antioxidante do extrato, fitossomas (1:2 e 1:1) e controlo
positivo (quercetina), nas condicoes de T e RH estabelecidas, em termos de
percentagem de decaimento (% DPPHy -% DPPH). **** p<0,0001 vs quercetina,
#p<0,0001 vs quercetina, **p<0,0001 vs quercetina, ***p<0,0001 vs extrato livre,
+p<0,0001 vs extrato livre.

A 25°C, o decaimento da atividade antioxidante do extrato e dos fitossomas
segue aproximadamente a mesma percentagem de decaimento, aproximadamente
entre 10% e 15%. O decaimento da atividade antioxidante para a quercetina foi de
quatro vezes superior ao observado no extrato e trés vezes maior do que os fitossomas
(1:1) e aproximadamente quatro vezes maior que os fitossomas 1:2 sob as mesmas
condigdes de armazenamento.

Verifica-se, globalmente, que os fitossomas tém uma menor perda da atividade
ao longo dos 6 meses, particularmente aos 40°C, o que sugere que estes fitossomas
mantiveram o comportamento do extrato, amplificando a sua atividade antioxidante
ao longo do tempo de estudo nas condi¢cdes de armazenamento (Tabela 4. 5). Uma
possivel explicacdo foi que a maioria dos compostos bioativos nas formula¢des de
fitossomas encontra-se protegida. Por exemplo, os grupos hidroxilo dos compostos
fendlicos do extrato nao foram expostos ao meio quando se encontram encapsulados
nos fitossomas, como descrito em estudos anteriores com nanoencapsulagdo de
flavondides do extrato de folha de Diopyros kaki (Li et al. 2011).

Tabela 4. 5 - Determinagado da atividade antioxidante pelo método DPPH no extrato e
nos fitossomas, as diferentes condicoes de T e RH ao longo do tempo de estudo.
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DPPH (%)
Tempo (meses) to t; te
Extrato livre 4°C | 67,2+2,48 37,7645,331 37,7645,331
Extrato livre 25°C | 62,08 + 3,15 | 51,96 +0,433 | 51,96+ 0,433
Extrato livre 40°C | 47,17 + 3,37 62,21 + 3,37 61,21 + 3,37
Quercetina 63,41 +5,33 | 55,64+1,473 55,64+1,473
Quercetinarep. | 68,16 £ 1,90 - -
Quercetina 4°C - 11,032 +4,294 | 11,032 £ 4,294
Quercetina 25°C - 17,67 £9,192 17,67 £9,192
@ | Quercetina40°C - 9,59 + 5,866 9,59 + 5,866
'§ Fitossomas 4°C
g 01:01 0 253515567 | 25,35t5,567
01:02 17,63+ 2,15 2,230,981 2,230,981
Fitossomas 25°C
01:01 - 3,210,777 3,21+0,777
01:02 - 6,29+3,989 6,29+3,989
Fitossomas 40°C
01:01 13,55+2,92 12,215,645 12,245,645
01:02 6,36 £ 1,49 5,452,931 5,452,931

Legenda: - ndo determinado; Quercetina rep.— repeti¢cdo da determinagao.

A todas as temperaturas, a quercetina exibiu um decaimento de atividade
antioxidante muito superior ao extrato nas mesmas condi¢des seguido dos fitossomas.
Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores; Jang et al. (2010)
observaram que o extrato de didspiro possui uma atividade antioxidante superior aos
controlos utilizados (vitamina C e BHT) (Jang et al. 2010). Neste ultimo estudo, todos
os extratos de didspiro testados inibiram os danos ao DNA induzidos pelo H,0,,
sugerindo que os extratos de didspiro podem ter efeitos benéficos sobre o efeito
oxidante e protetor do DNA (Jang et al. 2010).

A 40°C observou-se uma menor reducdo de atividade antioxidante e a menor
reducdo de compostos fendlicos no extrato, o que pode estar relacionado a descrigdes
prévias que relacionaram a atividade antioxidante desse fruto, com a abundancia de
compostos fendlicos totais (Chen et al. 2008; Li et al. 2011; Pu et al. 2013). Chen et al.
(2008) descreveram que o conteudo total de 6 compostos fendlicos (catequina,
epicatequina, epigalhocatequina, 4cido clorogénico, acido cafeico e acido galhico)
estava significativamente correlacionado (R2 = 0,831, P <0,05, radical ABTS; R* = 0,745,
P <0,05, radical DPPH) com a atividade de eliminacdo de radicais nas amostras
testadas, macd, uva, tomate e didspiro. Embora o conteldo total dos 6 compostos
fendlicos ndo seja superior a 20% do total de fendlicos no didspiro Mopan, e tendo o
acido galhico exibido a atividade antioxidante mais forte de todos os 6 compostos
fendlicos e o seu contelddo é o maior no didspiro de Mopan, presumivelmente
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responsavel por sua atividade antioxidante muito maior em comparacdo com macas,
uvas e tomates (Chen et al. 2008).

Em estudos com nanoparticulas, Shyam et al. (Shyam et al. 2012)
desenvolveram o complexo de fosfolipidos e acido galhico em diferentes proporg¢des
para melhorar as propriedades lipofilicas do acido galhico e para superar sua ma
absorcdo por causa da menor lipofilicidade. Estes investigadores analisaram as suas
propriedades por espectrometria ultravioleta visivel (UV), espectrometria de
infravermelho (IR), calorimetria diferencial de varredura (DSC), solubilidade,
dissolucdo, etc. Finalmente, estes autores sugeriram que o complexo fosfolipido-
galhico forma um novo composto que elimina eficazmente os radicais DPPH com forte
atividade antioxidante (Shyam et al. 2012). Maiti et al. (Maiti et al. 2007) observaram
que os fitossomas de curcumina (flavondide do acgafrao, Curcuma longa) e naringenina
(flavondide do fruto da toranja, vitis vinifera) apresentaram uma maior atividade
antioxidante quando comparada com a curcumina pura, em todos as doses testadas
(Maiti et al. 2007). Esta ultima observacdo esta de acordo com nossos resultados, onde
a quercetina pura por si s6 mostrou uma atividade antioxidante menor do que o
extrato livre e os fitossomas testados.

Os nossos resultados sugerem que o extrato polifendlico do didspiro permite a
obtencdo de uma forma farmacéutica com caracteristicas e propriedades de interesse,
por exemplo, na area da oncologia. Existem varias linhas de evidéncia de que o extrato
de didspiro e seus constituintes tém atividade anticancerigena potente. Embora seus
mecanismos moleculares ainda ndo sejam totalmente compreendidos, estudos
mostraram que o acido 24-hidroxiursélico, um triterpendide encontrado no didspiro
ativa a proteina cinase ativada por AMP (AMPK), inibindo a expressdo da
ciclooxigenase (COX-2) em células HT-29 e induzindo a apoptose por ativagao de poli
(ADP-ribose) polimerase (PARP), caspase-3 e fosforilagdo de p53 em Serl5. Esta
igualmente descrito que também induziu fortemente a fragmentacdo do DNA em
células HT-29 e inibiu significativamente a formac¢do de coldnias de células HT-29 em
agar mole (Khanal et al. 2010). Outros estudos in vitro também mostraram que o
extrato fendlico de didspiro impediu a proliferacao celular e a invasao de células HT-
29. Estudos posteriores em ratinhos administrados com extrato fendlico de diéspiro
demostraram uma expressdao diminuida de COX-2 e iNOS no tecido colénico dos
murganhos com colite, dois importantes mediadores da inflamacgao intestinal, mas nao
houve inibicdo da atividade das gelatinases MMP-9 e MMP- 2 (Direito et al. 2017).
Dado o papel dos processos inflamatdérios na progressao do cancro colorretal e a
importante ligacdo entre inflamacdo e cancro, esses resultados destacam um outro
potencial dos compostos fendlicos de didspiro como uma ferramenta farmacolégica no
tratamento de pacientes com doencas inflamatérias intestinais num futuro préximo
(Direito et al. 2017).
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Agora, com este estudo, fundamenta-se a aplicacdo destes nanossistemas
como candidatos promissores para uma administracdo futura de agentes bioativos do
extrato do fruto diéspiro, com alto interesse farmacéutica e/ou nutracéutico. No
entanto sdo necessdrias, pesquisas integradas e meta-andlises no sentido de
aprofundar o mecanismo de acdo e a sua utilizacdo cronica, por exemplo.

Uma prova de conceito aplicada em modelos animais poderd responder a
algumas destas questdes. A avaliacdo toxicolégica em modelos in vitro e em modelos
in vivo poderd elucidar a sua aplicacdo na prevencdo e/ou tratamento de doencas.

Por fim, ndo menos importante, é crucial que num futuro préximo se avalie
possibilidade de transposicao do processo de preparacado a escala industrial, de forma
a ser exequivel a sua ampla e difusa utilizacao.
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CAPITULO V. CONCLUSOES

Capitulo |

A andlise dos resultados da avaliacdo fitoquimica do extrato permitiu-nos
escolher qual a amostra assim como a mistura extrativa a utilizar no restante trabalho.
Como tal escolhemos a amostra de didspiro liofilizado e a solucdo extrativa de acetona
80% por permitir obter o extrato mais rico em fendis.

Os cromatogramas obtidos por HPLC-DAD-MS/MS mostraram que 280nm foi o
comprimento de onda que permitiu a detecdo de mais compostos e com area superior
pelo que foi o comprimento de onda escolhido para os posteriores estudos.

A caracterizacdo quimica do extrato preparado demonstrou que este é uma
fonte nutricional, de acglcares como glucose e frutose mas ndo de sacarose. O
aminoacido L-triptofano foi identificado. O conteddo em acido ascdrbico presente no
extrato demonstrou ser moderado. A presenca dos acidos organicos acido malico e
citrico foi também comprovada. Foram identificados no extrato os acidos fendlicos
benzdicos e derivados do acido galhico (glicosilados e acetilados) e do acido vanilico
(glicosilados). Bem como procianidinas diméricas e mondmeros de flavanols
(epicatequina), derivados glicosilados de flavonas e derivado de flavonol.

Estes compostos correlacionam-se positivamente com a atividade antioxidante
registada para o extrato. A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por ensaios
de ORAC e HORAC. Os resultados mostram que os valores obtidos no extrato de
diéspiro embora sejam mais baixos que os descritos para alguns frutos vermelhos sao
superiores aos apresentados por alguns autores referentes a estudos com amostras de
macgas e morangos. Valores que se correlacionam diretamente com o teor em
compostos fendlicos de cada amostra.

Este fruto pode ser uma potencial fonte de antioxidantes naturais na
alimentagdo e em aplicagdes como suplementos alimentares.

Capitulo I

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por ensaios de CAA e burst
oxidativo pelos neutrofilos. O extrato mostrou maior atividade antioxidante do que
outros extratos de frutas, como laranjas, peras ou magas. Em ambos os casos o extrato
demonstrou, ndo apenas a capacidade de atuar como antioxidante intracelular (CAA)
mas também de interferir com a fungao dos neutréfilos, inibindo a libertagdao de
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espécies deletérias reativas de oxigénio, que amplificariam os sinais inflamatérios ja
desencadeados.

A administracdo oral do extrato na dose de 15mg EAG/Kg, mostrou atividade
anti-inflamatdria num modelo animal de inflamacdo aguda, bem como nos modelos
animais de inflamacdo crénica de artrite induzida pelo colagénio e de colite ulcerosa.

A acdo anti-inflamatdria aguda do extrato de Diospyros kaki L. p.o. poderd ter
resultado da intervengdo dos seus principais compostos fendlicos e/ou antioxidantes
naturais.

No modelo animal de inflamacdo crénica, artrite reumatoide induzida pelo
colagénio, a administracdo do extrato fenélico de didspiro diminuiu o edema, os danos
na cartilagem e a reabsor¢cdo dssea da articulagio dos membros posteriores,
demonstrando assim um significativo efeito protetor na progressdo da AR. Estes
efeitos podem ser observados na pratica considerando o consumo médio de didspiro
na populacao.

Este consumo de fruta ou de um extrato desta fruta pode ser uma ferramenta
farmacoldgica util na gestdo de condicBes artriticas crénicas associadas a inflamacao
ativa, ou uma boa medida preventiva no aparecimento da doenca.

A administracdo do extrato de didspiro reduz os sinais macroscopicos e
funcionais da lesdo por colite. A administracdo do extrato fendlico de didspiro atenua
as caracteristicas histoldgicas e os marcadores inflamatérios da lesdo por colite em
modelo animal. O extrato de didspiro inibiu a inflamacdo em modelo animal de colite
ulcerosa.

Estes efeitos podem ser observados na pratica considerando o consumo médio
de menos de um didspiro por dia.

Capitulo I

O extrato fendlico de didspiro reduz a invasdo e proliferacdo de células de
cancro do célon HT-29.

A atividade gelatinolitica tanto nas células HT-29 cultivadas como no tecido
fresco do célon proveniente do estudo do modelo da colite in vivo sdo ligeiramente
reduzidas. Os extratos fendlicos do didspiro ndo s3ao potentes inibidores das
metaloproteinases da matriz e esta inibicdo é fortemente dependente da dose.
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Capitulo IV

Este estudo propde pela primeira vez a preparacdo de fitossomas com extrato
aquoso de didspiro para potencial aplicacdo em suplementos alimentares ou
cosméticos. Os fitossomas obtidos com um tamanho inferior a 300nm revelaram ser
monodispersos e foram preparados com sucesso. Em contraste com o extrato livre, os
fitossomas com o extrato apresentaram maior atividade antioxidante durante 6 meses
e sob condicdes de armazenamento de de T (4°C, 25°C e 40°C) e RH (55%, 60% e 75%)
estabelecidas.

Estes nanossistemas também foram capazes de encapsular 97,4% do total de
fendis, sugerindo que estes nanossistemas poderdo despertar interesse para a
industria alimentar e farmacéutica, desenvolvendo sistemas de veiculagdo estaveis.

Este estudo sugere que o extrato fendlico de didspiro tem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias importantes e mostra efeito anti-proliferativo nas
células de cancro de cdélon ndo sendo, no entanto, potente inibidor das
metaloproteinases de matriz. A sua facil incorporacdo em fitossomas, com
manutencdo de atividade antioxidante durante 6 meses, pode ser uma alternativa para
a producdo de um suplemento alimentar com beneficios para a saude.
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