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RESUMO 
Vários estudos têm mostrado que os processos oxidativos e inflamatórios estão 

fortemente implicados na etiologia das doenças crónicas.  

A ingestão de frutos e produtos hortícolas, fontes de vitaminas e compostos 

fenólicos (CF) com ações antioxidantes e outras, podem ter um papel primordial na 

proteção da saúde e prevenção da doença.  

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

proantocianidinas.  

O objetivo deste trabalho é caracterizar quimicamente o extrato de dióspiro, 

em especial a sua composição fenólica, averiguar as suas atividades antioxidante, anti-

inflamatória e antiproliferativa e ainda preparar uma formulação farmacêutica oral 

deste extrato.  

A caracterização química do extrato por HPLC-DAD-MS/MS mostrou a sua 

riqueza em glucose e frutose, L-triptofano e ácidos málico e cítrico. Foram ainda 

identificados ácidos fenólicos benzóicos e derivados do ácido gálhico e do ácido 

vanílico bem como procianidinas e flavanóis, 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 à de maçãs e morangos. Os 

ensaios de CAA e burst oxidativo dos neutrófilos mostraram atividade antioxidante 

superior à das laranjas, peras ou maçãs. 

A dose oral de extrato de 15mg EAG/Kg mostrou atividade anti-inflamatória em 

modelo animal de inflamação aguda (edema da pata induzido pela carragenina) e nos 

modelos animais de inflamação crónica de artrite reumatóide e de colite ulcerosa. 

O extrato fenólico de dióspiro reduziu a invasão e proliferação de células de 

adenocarcinoma do cólon HT-29 e inibiu ligeiramente as atividades de MMPs com 

efeito dependente da dose.  

Os fitossomas com extrato, de dimensão inferior a 300nm, conseguem 

encapsular 97,4% do total de CF e são monodispersos e com potencial zeta negativo e 

apresentam maior atividade antioxidante durante 6 meses sob condições de 

armazenamento de T e RH estabelecidas do que o extrato livre.  

Assim, o extrato fenólico de dióspiro mostrou propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e efeito anti-proliferativo nas células de cancro de cólon. A incorporação 

em fitossomas é uma alternativa para produção de suplemento alimentar.  

 

Palavras-chave: Diospyros kaki L., atividade anti-inflamatória, atividade anti-

proliferativa, atividade antioxidante, fitossomas 
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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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ABREVIATURAS 
AA  ácido araquidónico 

AA  ácido ascórbico 

AAPH  dicloridrato de 2’,2’-Azobis (2-amidinopropano) 

ABTS  (2,2´-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))  

AC  ácido cafeico 

ACH  ácido clorogénico 

ADME  absorção, distribuição, metabolização e eliminação 

AG  ácido gálhico (GA do inglês) 

AINEs  fármacos anti-inflamatórios não esteroides  

AMPK  proteína cinase AMP ativada 

AO  osteoartrite 

AP-1  activator protein 1 

APC  célula apresentadora de antigénio 

APCI  ionização por electrospray atmosférica 

API  ionização à pressão atmosférica 

APPI  foto-ionização a pressão atmosférica 

AR  artrite reumatoide 

BSA  albumina sérica bovina 

C  catequina 

CA  ácido cafeico 

CAA  celular antioxidant activity 

CAC  capacidade antioxidante celular 

CAC  cancro colorretal associado à colite 

CAEAC  caffeic acid equivalents antioxidant capacity 

CAO  capacidade antioxidante  

CCR  cancro colorretal 



vi 
 

CF  compostos fenólicos  

CFA  adjuvante completo de Freund (do inglês Complete Freund’s ajuvant) 

CHA  ácido clorogénico 

CIA  artrite induzida por colagénio 

CII  colagénio tipo II bovino 

COX  ciclooxigenase 

COX-2  ciclooxigenase-2 

CRC  cancro colorretal 

CXCL  quimiocina 

DAD  detetor de díodo 

DC  doenças crónicas 

DCFH-DA diacetato de diclorofluoresceína 

DCV  doenças cardiovasculares 

DDR  dose diária recomendada 

DHA  ácido docoso-hexaenóico 

DII  doença inflamatória intestinal 

DLS  dynamic laser scattering 

DNA  ácido desoxirribonucleico 

DP  desvio padrão 

DPPH  2,2-difenil-1-picril-hidrazil (ou do inglês 1,1-diphenyl-2-picrydrazy) 

DQ  dye-quenched 

EAG  equivalentes de ácido gálhico (GAE do ínglês) 

EC  epicatequina 

EC  equivalentes de catequina 

ECg  epicatequina-3- O-galhato 

ECM  matriz extracelular 
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ECRs   ensaios controlados randomizados 

EE  eficiência de encapsulação 

EGC  epigalhocatequina 

EGCg  epigalhocatequina-3-O-galhato 

eNOS  NOS endotelial 

EPA  ácido eicosapentaenóico 

EPR  ressonância paramagnética eletrónica (do inglês electron paramagnetic  

  resonance) 

EQ  quercetina 

ESI  ionização por electrospray 

FBS  soro fetal de bovino (do inglês Fetal bovine serum) 

FF  fruto fresco 

FL  fluoresceína dissódica 

FLS  fibroblastos sinoviais 

fMLP  N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (do inglês     

  N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine)  

FRAP  do inglês Ferric Reducing Antioxidant Power 

GA  ácido gálhico 

GABA  ácido gama-aminobutírico 

GI  trato gastrointestinal 

GSH-Px glutationa peroxidase 

HDL  lipoproteína de alta densidade 

HLA  antigénio leucocitário humano 

HMWT  taninos condensados de elevado peso molecular 

HORAC capacidade de resgate do radical hidroxilo 

HPLC  cromatografia Líquida de Alta Performance (high performance liquid  

  chromatography) 
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HT-29  células de adenocarcinoma de cólon humano 

IBD  inflammatory bowel disease 

IL  interleucina 

IL-1  interleucina-1 

IL-6  interleucina-6 

iNOS  óxido nítrico sintase indutível 

LC-MS  liquid chromatography-mass spectrometry 

LCAT  lecithin cholesterol acyl transferase 

LDL  lipoproteína de baixa densidade 

LMWT  taninos de baixo peso molecular  

LOO•  radicais alquilo peroxilo 

LOOH   hidroperóxidos de lipídios 

LOX  lipooxigenase 

LPS  lipopolissacarídeo 

LT  leucotrieno 

MAC  macrófago 

MAdCAM-1 molécula-1 de adesão celular adressina de adesão da mucosa 

MALDI  matrix-assisted laser desorption ionisation 

MAPKs proteínas cinase ativadas por mitogénios 

MDA  malondialdeído 

MICs  minimal inhibitory concentrations 

MMP  metaloprotesases da matriz 

MTT  brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

m/z  relação massa/carga de um ião 

NCD  doenças crónicas não transmissíveis 

NF  fator nuclear 

NF-κB  fator nuclear kapa B (nuclear factor-kappa B) 
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NKT  células T natural killer 

nNOS  NOS neuronal 

NO  óxido nítrico 

NOSs  sintases específicas de monóxido de azoto 

NrF2  fator redox nuclear 2 

NSAIDs drogas anti-inflamatórias não-esteroides 

OMS  Organização Mundial de Saúde  

ORAC  capacidade de absorção do radical oxigénio 

p53  proteína supressora de tumor 53 

PAs  proantocianidinas 

PAI-1  inibidor-1 do ativador do plasminogénio 

PBML  leucócitos mononucleares do sangue periférico 

PBS  solução salina de tampão fostfato 

PC  fosfatidilcolina 

PCR  proteína C reativa 

PFA  paraformaldeído 

PG  prostglandina 

PGE  prostaglandina E 

PI  índice de polidispersão 

PMA  acetato de miristato de forbol 

PUFA  ácidos gordos polinsaturados 

RNS  espécies reativas de nitrogénio 

ROO•  radicais peroxilo 

ROS  espécies reativas de oxigénio 

RPMI  Roswell Park Memorial Park 

SD  desvio padrão (standard deviation) 

SEM  scanning electron microscope 

SOD  superóxido dismutase 
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T-AOC  capacidade anti-oxidante total 

T2D  type 2 diabetes 

TEAC  capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox 

Th  T-helper 

TNBS  ácido trinitrobenzeno sulfúrico 

TNF  fator de necrose tumoral 

TNF-α  fator de necrose tumoral α 

tR  tempo de retenção 

TRAP  do inglês Trapping Antioxidant Parameter 

Treg  células T reguladoras 

Trolox  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxílico 

TSP  termopulverização 

TXA  tromboxano A 

UHPLC  cromatografia líquida de ultra alta performance (ultra high   

  performance liquid chromatography) 

uPA  ativador da urocrinase plasminogénio 

uPAR  recetor do uPA 
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INTRODUÇÃO 
As doenças crónicas (DC) como a diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares e 

cancro, são a principal causa de morte na atualidade, especialmente nos países mais 

industrializados. Estas doenças têm aumentado de forma exponencial em 

consequência da adoção de certos estilos de vida, em especial pelo consumo de dietas 

muito calóricas ricas em gordura e açúcar, pelo stresse e pelo sedentarismo, entre 

outros fatores.  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) estas mortes prematuras 

podem ser prevenidas (Organization 2013) com a adoção de hábitos alimentares 

saudáveis nomeadamente aumentando a ingestão de frutos e produtos hortícolas, 

principais fontes de algumas vitaminas e compostos fenólicos, que pelas suas ações 

antioxidantes e outras, podem ter um papel primordial na proteção da saúde das 

populações (OCDE 2014).  

Vários estudos têm mostrado que os processos oxidativos e inflamatórios estão 

fortemente implicados na etiologia das doenças crónicas. É consensual que o stresse 

oxidativo pode desencadear inflamação e que a resposta inflamatória (aguda e 

crónica) gera uma produção 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 inflamatório. 

O stresse oxidativo é consequência da elevada produção de radicais livres que 

não sendo totalmente neutralizados e removidos pelo sistema antioxidante endógeno 

podem provocar danos em macromoléculas biológicas, contribuindo para o 

desenvolvimento de patologias tais como por exemplo o cancro, doenças autoimunes 

e diabetes tipo 2 (Yoshihara et al. 2014). 

A inflamação aguda é um mecanismo de defesa do organismo muito 

importante mas necessita ser autorregulada pois quando descontrolada transforma-se 

em inflamação crónica havendo uma libertação persistente de mediadores que 

destroem tecidos tendo consequências patológicas para o organismo (Roda et al. 

2012; Roy et al. 2012). 

Diversos estudos epidemiológicos e experimentais (tanto in vitro quanto in 

vivo) sugerem que dietas muito calóricas ricas em açúcares e gorduras estão 

associadas a um maior risco de doenças cardiovasculares, diabetes e certos tipos de 

cancro (Willett 1994; Ferrari et al. 2001), sendo que os principais mecanismos 

fisiopatológicos apontados são as reações de peroxidação de lípidos e de ácido 

desoxirribonucleico (DNA), provocadas por espécies reativas de oxigénio e de azoto, 

embora existam outros mecanismos para além dos oxidantes como por exemplo o 

estado pró-inflamatório associado diretamente a estes alimentos ou à oxidação por 

eles provocada (Halliwell 1999; Michels et al. 2000; Ferrari et al. 2001). 
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Por outro lado, estão descritas correlações negativas entre o consumo de 

alguns alimentos, nomeadamente frutos e legumes, e o risco de desenvolvimento 

destas doenças (Halliwell 1999; Weisburger 2000; Ferrari et al. 2001). O papel benéfico 

das frutas e vegetais tem sido atribuído à grande variedade de 

antioxidantes/compostos fenólicos nestes alimentos e à presença de algumas 

vitaminas (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006). 

 

1. Diospyros kaki L. (Dióspiro) 
A cultura do dióspiro é nativa da China onde foi cultivado durante séculos antes 

de Cristo. Depois espalhou-se para o Japão (c. VII) e para a Coreia (c. XIV) na Idade 

Média, e posteriormente para outros continentes. Durante os últimos anos, a 

popularidade do dióspiro (Fig. i. 1) cresceu fora das áreas tradicionais de produção 

(China, Japão e Coreia), tornando-se numa cultura promissora no Brasil e em alguns 

países do Mediterrâneo como Espanha, Itália e Portugal. Na Europa, o cultivo de 

dióspiro é limitada à proximidade do mar Mediterrâneo (Del Bubba et al. 2009). 

O nome «dióspiro» (Diospyros) tem origem no grego dióspuron, que significa 

«alimento de Zeus», enquanto «caqui» vem do japonês kaki (柿) (Vieites 2012). 

A árvore de dióspiro pertence ao género Diospyros, família Ebenaceae, tem 

quatro espécies comercialmente importantes, sendo que entre elas a mais 

representativa é Diospyros kaki (dióspiro japonês) havendo, no entanto, outras 

igualmente relevantes como Diospyros virginiana, Diospyros oleifera e Diospyros lotus, 

(Bibi et al. 2007; Vieites 2012). 

 

 
Figura i. 1 – Dióspiros. Adaptado de (https://www.shutterstock.com/pt/search/persimmon) 

 

Em Portugal existem alguns pomares na região do Algarve, embora a maioria 

do dióspiro seja proveniente de árvores dispersas ou em bordadura, espalhadas por 

todo o país. A área ocupada por esta cultura é de 231 hectares, dando origem a uma 

https://www.shutterstock.com/pt/search/persimmon
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produção de cerca de 2 900 toneladas por ano. A China continua a ser o maior 

produtor, produzindo cerca de 2,5 milhões de toneladas, seguido pela Coreia do Sul 

com 530 000 toneladas e Japão com 266 000 toneladas, enquanto o Brasil aparece em 

quarto lugar no ranking mundial com 173 300 toneladas. O dióspiro tem uma 

produção mundial da ordem dos 5 milhões de toneladas correspondendo a 0,75% do 

total da produção de fruta (FAO 2016).  

As cultivares de dióspiro podem ser divididas em dois grupos distintos: 

adstringente (Rojo brillante, Triumph, etc.) e não adstringente (Fuyu, Hana-Fuyu, Jiro, 

etc.). A adstringência está ligada à estrutura química dos taninos que o fruto contem, 

sendo que os taninos são insolúveis na variedade não adstringente e solúveis nas 

adstringentes. Os taninos solúveis podem interagir com as proteínas da saliva 

originando um gosto amargo na boca.  

À medida que avança a maturação, o teor de taninos diminui e o risco de sabor 

amargo das variedades adstringentes também (Akagi et al. 2010). No entanto, a 

adstringência maior ou menor de todas as cultivares vai decrescendo durante o 

amadurecimento não só por diminuição do conteúdo em taninos mas porque o tanino 

solúvel se transforma em formas insolúveis (Pei et al. 2013). As cultivares 

adstringentes continuam a ter uma quantidade significativa de taninos solúveis mesmo 

quando maduras (Yaqub et al. 2016). 

As variedades Coroa de Rei, tipo Kaki e Roxo Brilhante são consideradas 

“adstringentes” e necessitam de uma maturação adequada. Fuyo, Hana Fuyo, Giro e 

outras incluem-se nas variedades não adstringentes, podendo ser consumidas 

imediatamente após a colheita.  

O dióspiro é um fruto esférico com uma coloração que vai de avermelhada a 

amarela de acordo com o conteúdo em carotenos, a polpa é viscosa vermelho-

alaranjada e mais ou menos “áspera”, consoante o teor em taninos. A polpa, 

independentemente da variedade, é constituída principalmente por mucilagem e 

pectina, que lhe conferem a sua aparência característica (OMAIAA 2011). 

O dióspiro é uma fruta de época e só está disponível na forma fresca por um 

curto período do ano. Na Europa, o dióspiro pode ser comprado no final do Outono e 

no início do Inverno, de Novembro a Fevereiro.  

O dióspiro (Diospyros kaki L.), para além do seu valor nutritivo, tem sido usado 

pela medicina tradicional chinesa pelos seus efeitos benéficos na saúde humana, 

nomeadamente contra a hipertensão, hemorragias (Uchida et al. 1995), na 

manutenção 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 função dos pulmões, do 
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estômago, do baço e dos intestinos e usado na prevenção e tratamento de doenças 

como garganta inflamada, aftas e insónias (Chen et al. 2008).  

Alguns estudos demostraram também que o dióspiro possui propriedades anti-

tumorais (Kawase et al. 2003), efeitos de prevenção 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 saúde têm sido associadas com a sua riqueza em 

antioxidantes onde se incluem as vitaminas, os compostos fenólicos e os carotenóides 

(Chen et al. 2008).  

 

1.1 Composição do dióspiro 

1.1.1 Caracterização nutricional 

O dióspiro é um fruto nutritivo sendo a recomendação de ingestão diária de 

dióspiro fresco de 100-150g (Giordani et al. 2011). 

A sua composição química é variada e compreende, entre outros componentes, 

diferentes açúcares, amido, ácidos orgânicos e aminoácidos, proantocianidinas (PAs), 

flavonóides, carotenóides, triterpenóides e ácidos gordos (Inaba et al. 1971; Ayaz et al. 

1999; Veberic et al. 2010; Zhou et al. 2010; Santos et al. 2018), proteínas e vitaminas 

A, B6, B12, D e C (Kim et al. 2013). Deve ser tomada em consideração a grande 

quantidade de hidratos de carbono que o dióspiro contém, em especial, no caso dos 

diabéticos.  

A Tabela i. 1 apresenta a composição nutricional do dióspiro. 

 



6 
 

Tabela i. 1- Composição nutricional genérica do dióspiro. Adaptada de (Barea-Álvarez 
et al. 2016; INSA et al. 2018). 

 100g da parte edível 

Energia (Kcal) 71,50 

Proteínas (g) 0,64 

Lípidos totais (g) 0,25 

Hidratos de carbono (g) 17,30 

Fibras (g) 2,60 

Água (g) 80,86 

Cálcio (mg) 8,00 

Ferro (mg) 0,20 

Magnésio (mg) 9,25 

Zinco (mg) 0,11 

Sódio (mg) 2,50 

Potássio (mg) 230,00 

Fósforo (mg) 19,50 

Selénio (µg) 0,60 

Tiamina (mg) 0,03 

Riboflavina (mg) 0,03 

Niacina equivalentes (mg) 0,20 

Vitamina B6 (mg) 0,10 

Vitamina C (mg) 11,75 

Vitamina A total (equivalentes de retinol) (µg) 177,00 

Folato (µg) 7,00 
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O dióspiro possui cerca de 12,5g de açúcar 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 ácido glucurónico (Maulidiani et 

al. 2018).  

Nos extratos de dióspiro foram encontrados ácidos orgânicos como málico, 

oxoglutâmico, cítrico, succínico e aspártico, aminoácidos como ácido gama-

aminobutírico (GABA), alanina, arginina, valina, leucina e isoleucina, ácidos gordos 

(ácido palmitoleico metil éster, ácido mirístico e ácido linoleico (Hitaka et al. 2013; 

Maulidiani et al. 2018) e vitaminas (trigonelina e ácido ascórbico). O α-tocoferol, ácido 

oleanólico, ácido betulínico, β-sitosterol e uridina também foram identificados 

(Maulidiani et al. 2018). 

Tendo uma composição mineral importante, o consumo de uma peça deste 

fruto (200-400g) pode fornecer 1-10% da dose diária recomendada (DDR) para cálcio, 

1-30% para cobre e potássio, 1-15% de ferro e magnésio, até 1% de sódio e até 4% de 

zinco (Mir-Marqués et al. 2015).  

O dióspiro é uma boa fonte de carotenóides tendo sido descritos valores de 

2mg de carotenóides/100g de fruto fresco (Butt et al. 2015), o que corresponde a 22% 

da dose diária recomendada (DDR) de vitamina A (INSA et al. 2018). Embora presentes 

maioritariamente na pele (Bing et al. 2006), a polpa contem ainda grandes 

quantidades destes compostos responsáveis pela cor dos frutos e cuja quantidade 

aumenta no fruto mais maduro (Ebert et al. 1985; Veberic et al. 2010). Os principais 

carotenóides são β-criptoxantina (193μg/100g) que é maioritária (Yaqub et al. 2016), 

β,β-caroteno (113μg/100g FF) e β-caroteno (30μg/100g FF) (Giordani et al. 2011). Este 

grupo de compostos têm sido implicados na redução de doenças degenerativas 

humanas devido à sua capacidade antioxidante e propriedades de captação de radicais 

livres (Block et al. 1992; van Poppel 1993; Steinmetz et al. 1996). 

Recentemente foram identificados na pele do dióspiro (Diospyros kaki THUNB.), 

ésteres de ácidos gordos dos carotenóides β-caroteno, licopeno, nomedamente éster 

do ácido monomirístico de β-criptoxantina, éster de ácido dimirístico de zeaxantina, 

bem como pequenas quantidades de ácido palmitoleico e ácido oleanólico. (Goto et al. 

2009; Hitaka et al. 2013). 

Em relação à vitamina C, um dióspiro pode suprir cerca de 46% das 

necessidades diárias desta vitamina (Rao et al. 2007). No geral os níveis de vitamina C 

nas cultivares não adstringentes são significativamente maiores (10 vezes) do que nas 

cultivares adstringentes (Giordani et al. 2011). A vitamina C existe no dióspiro em duas 

formas: ácido L-ascórbico e o seu produto oxidado, ácido L-desidroascórbico. Embora 

ambas as espécies químicas sejam compostos importantes graças às suas atividades 
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antioxidantes, elas não têm a mesma atividade, uma vez que o ácido L-ascórbico é 

mais ativo do que a forma oxidada (Gregory 2007). Cerca de 2/3 da vitamina C total no 

dióspiro está disponível como ácido L-ascórbico (Giordani et al. 2011).  

O dióspiro também é rico em compostos fenólicos já identificados como 

bioativos (Jung et al. 2005; Jang et al. 2010; Maulidiani et al. 2018). À semelhança dos 

carotenóides, estes são também mais abundantes na pele relativamente à polpa 

(Gorinstein et al. 1994). 

 

1.1.2 Compostos Fenólicos (CF)  

Os compostos fenólicos são metabolitos secundários das plantas e constituem 

um grupo de compostos complexo, com mais de 8 000 estruturas fenólicas conhecidas 

(Bloch et al. 1995; Bravo 1998).  

São compostos de baixo peso molecular, amplamente disseminados na 

natureza, que embora não tendo funções nutritivas têm associadas propriedades 

benéficas para a saúde humana, muitas delas consequência da sua atividade 

antioxidante, quer por eliminação de radicais livres como por absorção de radicais de 

oxigénio e ainda por quelatação de iões metálicos (Su et al. 2007). 

Para além da capacidade antioxidante, os compostos fenólicos possuem muitos 

outros efeitos, como efeito anti-inflamatório, antitumoral, antiaterogénico, que não 

podem ser explicados apenas com base nas suas propriedades antioxidantes (Rahman 

et al. 2006).  

Até há algum tempo atrás, o interesse nutricional dos compostos fenólicos 

prendia-se com a capacidade de alguns deles se ligarem e precipitarem 

macromoléculas, como as proteínas dietéticas, hidratos de carbono e enzimas 

digestivas, resultando na redução da sua digestibilidade (Bravo 1998). Mais 

recentemente, o interesse destes compostos está dirigido para a sua capacidade 

antioxidante (reação com radicais livres e quelatação de metais) e possíveis 

implicações benéficas na saúde humana, como prevenção e co-adjuvantes de 

tratamento de diversos tipos de cancro, doenças cardiovasculares e outras patologias 

(Wollgast et al. 2000).  

Uma grande variedade de atividades biológicas atribuídas aos flavonóides 

(compostos fenólicos abundantes na dieta) foi sendo reportada ao longo dos anos. 

Exemplos disso são as atividades antioxidante, anti-inflamatória, antibacteriana, 

antiviral, anticancerígena e antidiabética (Benavente-Garcia et al. 2008; Kumar et al. 

2013; Xiao et al. 2015; Loizzo et al. 2016).  
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Os compostos fenólicos encontram-se numa grande variedade de alimentos 

disponíveis para a dieta humana, incluindo frutos, vegetais, bebidas e especiarias, 

muitos dos quais usados empiricamente pelo Homem há milhares de anos, 

nomeadamente na medicina tradicional (Yoon et al. 2005). Frutos e vegetais são dos 

alimentos mais ricos nestes compostos.  

 

1.1.2.1 Classificações dos Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos compreendem uma ampla variedade de moléculas que 

possuem uma estrutura de polifenol (isto é, vários grupos hidroxilo em anéis 

aromáticos), mas também moléculas com um anel de fenol (C6H5OH), tais como ácidos 

fenólicos e álcoois fenólicos (Daayf et al. 2008). Assim, incluem desde moléculas mais 

simples, como ácidos fenólicos, até compostos com alto grau de polimerização, como 

os taninos.  

Os compostos fenólicos são divididos em várias classes de acordo com o 

número de anéis fenol que contêm e os elementos estruturais que ligam esses anéis 

entre si (D'Archivio et al. 2007). Segundo a Fig. i. 2 os compostos fenólicos dividem-se 

em cinco famílias: ácidos fenólicos, flavonóides, estilbenos, coumarinas e taninos. Os 

flavonóides são o grupo maior e melhor estudado de compostos fenólicos (Ferguson 

2001).  

 

Figura i. 2 – Classificação compostos fenólicos. Adaptado de (Liu 2004) 
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Estes compostos ocorrem sob a forma conjugada, com um ou mais resíduos de 

hidratos de carbono ligados a grupos hidroxilo, embora também existam ligações 

diretas da unidade do hidrato de carbono com um átomo de carbono do anel 

aromático. Os hidratos de carbono ligados podem ser monossacarídeos, dissacarídeos, 

ou oligossacarídeos. A glicose é o resíduo de hidrato de carbono mais comum, embora 

também se possa encontrar galactose, ramnose, xilose e arabinose, para além de 

ácidos glucurónico e galacturónico entre muitos outros. Também podem ser 

encontradas ligações com outros compostos, como ácidos orgânicos, aminas e lípidos 

ou ainda outras moléculas de fenóis. (Bravo 1998).  

Não havendo consenso quanto à nomenclatura e classificação dos compostos 

fenólicos, habitualmente dividem-se em duas grandes classes: flavonóides e não-

flavonóides (Wildman 2006).  

 

A) Flavonóides 

Os flavonóides, amplamente distribuídos 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 fenóis simples e os flavonóides representam a vasta maioria dos fenóis das 

plantas. São compostos com pesos moleculares baixos cuja solubilidade depende da 

estrutura química (grau de hidroxilação, glicosilação, acilação – conversão de fenol em 

ésteres, por exemplo). Podem ligar-se a componentes da parede celular como aos 

polissacarídeos e ligninas (Bravo 1998). 

 

B) Não-flavonóides 

Neste grupo estão incluídos os derivados do ácido hidroxicinâmico, como os 

ésteres dos ácidos cafeico, cumárico e felúrico e os derivados do ácido hidroxibenzóico 

como os ácidos siríngico, gálhico, elágico e vanílico e protacatechuíco (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 químicas de ácidos fenólicos. Ácidos hodroxibenzóicos são 
ácido benzoico (1), ácido salicílico (2), ácido vanílico (3), ácido gálhico (4) e ácidos 
hidoxicinâmicos ácido cinâmico (5), ácido ferúlico (6), ácido sináptico (7) e ácido 
cafeico (8). Adaptado de (Saxena et al. 2013) 
 

 

1.1.2.2 Compostos fenólicos presentes no Diospyros kaki 

O dióspiro é rico em flavonóides e taninos condensados (Mallavadhani et al. 

1998). Na parte comestível de dióspiro existem ácidos fenólicos como ácido gálhico e 

seus derivados glicosídeos e acilo, glicosídeos de ácido p-cumárico e vanílico, ácidos 

cafeico, clorogénico e várias flavonas di-C-hexóxidos (Sentandreu et al. 2014). Os 

resultados de Chen et al. estão de acordo com os estudos de Suzuki et al., que tinham 

já mostrado que o ácido gálhico é o composto fenólico em maior quantidade no 

dióspiro japonês (Suzuki et al. 2005; Chen et al. 2008). 

Foram detetados no dióspiro, os seguintes monómeros de flavan-3-óis: 

catequina, epicatequina, epigalhocatequina (Suzuki et al. 2005). A conjugação de várias 

técnicas analíticas permitiu identificar a miricetina como unidade terminal dos flavan-

3-óis mais comuns (catequina e epigalocatequina-3-O-galhato) (Li et al. 2010).  

O dióspiro acumula uma grande quantidade de taninos condensados em 

vacúolos de células específicas denominadas “células de tanino” durante o 

desenvolvimento do fruto, que são os responsáveis pela adstringência, que é uma 

sensação de secura devido à reacção com as proteínas da saliva (Taira 1995). 

As proantocianidinas resultam de reações de polimerização (condensação) de 

monómeros de flavonóides. Consistem em oligómeros e polímeros de flavanóis ligados 

por carbonos (C4-C8). Existem 2 tipos de proantocianidinas, as proantocianidinas B que 

são constituídas por unidades de catequina e epicatequina ligadas pelo C4 e C6 ou C8 e 

as proantocianidinas A, que para além do já referido, possuem também ligações C2-C7. 
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As proantocianidinas constituídas por apenas epicatequina são chamadas de 

procianidinas (de la Iglesia et al. 2010). 

No estudo da estrutura das proantocianidinas presentes no dióspiro, verificou-

se que estas consistem essencialmente em epigalhocatequina-3-O-galhato, galhato de 

epicatequina e epicatequina (Fig. i. 4) (Gu et al. 2008; Li et al. 2010). 

Experimentalmente a separação e determinação estrutural dos taninos é muito difícil 

devido à agregação intermolecular e à forte adsorção a vários adsorventes e a outros 

materiais usados para separação cromatográfica, porque os taninos do dióspiro 

possuem um grande número de grupos hidroxilo fenólicos (Gu et al. 2008). A 

distribuição dos pesos moleculares dos taninos condensados de elevado peso 

molecular foi determinada, estando num intervalo entre 1,16 x 104 Da e 1,54 x 104 Da 

(Gu et al. 2008).  

 

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

 

Suzuki et al. reportam que o conteúdo de fenóis totais nos extratos metanólicos 

de dióspiros 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 fenólicos totais na cultivar Diospyros kaki L. cv. Mopan (adstringente) 

comparativamente com os valores descrito no estudo de Suzuki et al.  

O dióspiro Mopan é a cultivar de dióspiro adstringente mais cultivado no norte 

da China, especialmente em Pequim. Um único fruto pode pesar cerca de 250g até 

cerca de 610g, muito nutritivo e com uma polpa com sumo doce. Chen et al. 

determinaram o conteúdo em fenóis totais e individuais (catequina, epicatequina, 

epigalhocatequina, ácido clorogénico, ácido cafeico e ácido gálhico) e compararam-nos 
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com os de outros frutos, como a maçã, a uva e o tomate. Assim concluíram que o 

dióspiro era o fruto com um conteúdo em compostos fenólicos totais mais elevado 

(cerca de 170mg/100g peso seco) quando comparado com uvas (cerca 100mg/100g 

peso seco), maçã (cerca 40mg/100g peso seco) e tomate (cerca 20mg/100g peso seco) 

(Chen et al. 2008). 

No entanto, a diversidade de pequenos fenóis nos extratos da polpa do 

dióspiro relatados até à data é surpreendentemente escassa, sendo normalmente 

restrito de três a dez componentes (derivados principalmente do ácido cinâmico), 

dependendo da variedade em estudo (Giordani et al. 2011). Assim, pode-se concluir 

que o perfil de fenóis de baixo peso molecular, por exemplo, na polpa do dióspiro 

ainda está por esclarecer (Sentandreu et al. 2014) 

 

1.1.2.4 Deteção e Quantificação dos Compostos Fenólicos 

Tem sido descrito que o conteúdo em compostos fenólicos totais pode variar 

entre as várias variedades de dióspiro. Para além da variabilidade no fruto o facto de 

não existirem métodos standardizados para extracção destes compostos faz com que 

seja difícil a comparação de resultados obtidos entre diferentes autores (Gorinstein et 

al. 1998; Suzuki et al. 2005).  

A extração é assim um passo determinante para a identificação e quantificação 

de compostos fenólicos e comparação dos resultados obtidos pelos diferentes autores. 

Após a extracção poderá ser feita uma concentração e purificação da amostra de 

modo a facilitar a análise dos compostos fenólicos na amostra (Ignat et al. 2011).  

Na literatura têm sido reportados diferentes métodos, que variam no tipo de 

solvente utilizado, tempo de extração, temperatura e número de extrações a realizar 

(Giordani et al. 2011). 

Os solventes de extração mais usados são metanol, água, acetona, solução 

metanol-água, solução etanol-água, etanol e clorofórmio (Giordani et al. 2011). 

Enquanto Suzuki et al utilizaram água destilada, a 80°C durante 90 minutos, 

como solvente de extração, com posterior reconstituição do extrato em solução de 

água-clorofórmio (Suzuki et al. 2005) outros autores fizeram extração sob refluxo a 

90°C com metanol acidificado com HCl (Gu et al. 2008; Li et al. 2010) e outros ainda 

realizaram o método de extração assistida por ultrassons, utilizando etanol com 

solvente (Chen et al. 2008) e extração com etanol-acetona à temperatura de 37°C 

durante 1 hora (Li et al. 2010). 

Como processo adicional para a eliminação de interferentes quer para 

separação de frações com diferente peso molecular foram já referidas metodologias 
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de preparação de amostra que usam resinas macroporosas e membranas de filtração 

na purificação de extratos (Gu et al. 2008). 

Também a identificação e quantificação dos diferentes compostos fenólicos 

presentes no dióspiro, apresenta dificuldades analíticas, dada a complexidade da 

matriz (Giordani et al. 2011). 

A quantificação espectrométrica de compostos fenólicos 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 princípios diferentes e são utilizados para 

determinar diferentes grupos estruturais presentes em compostos fenólicos, 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 determinação de compostos 

fenólicos totais (Naczk et al. 2006).  

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste numa mistura dos ácidos 

fosfomolibídico e fosfotunguístico, no qual o molibdénio e o tungsténio se encontram 

no estado de oxidação 6+ porém, em presença de certos agentes redutores, como os 

compostos fenólicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos 

quais a média do estado de oxidação dos metais está entre 5 e 6 e cuja coloração 

permite a determinação da concentração das substâncias redutoras, que não 

necessariamente precisam ter natureza fenólica (Singleton et al. 1965).  

Como referido anteriormente, os compostos fenólicos compreendem uma 

ampla variedade de moléculas que vão de moléculas mais simples como os ácidos 

fenólicos e álcoois fenólicos até estruturas complexas com vários anéis fenol. 

Os flavonóides constituem um aclasse de compostos fenólicos que pode 

também ser determinada utilizando um método colorimétrico baseado na 

complexação com Al (III) (Naczk et al. 2006; Huang et al. 2009).  

A principal desvantagem dos ensaios espectrofotométricos é que são métodos 

globais e que carecem por vezes de especificidade pelo que aos valores obtidos pode 

estar associado algum erro (Ignat et al. 2011), daí a vantagem na utilização de métodos 

separativos como a cromatografia em fase líquida, actualmente a técnica mais usada 

para o estudo da composição dos alimentos, nomeadamnete a composição fenólica, 

sendo associada à utilização de detetores especificos, permitindo um maior rigor nos 

resultados obtidos. Na separação dos componenetes são habitualmente usadas 

colunas de fase reversa. Entre os detetores a espectrometria de massa tandem 

(Sakakibara et al. 2003), apresenta inúmeras vantagens, nomeadamnete a capacidade 

de identificação e de quantificação. A evolução que tem ocorrido no desenvolvimento 
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deste tipo de equipamentos (diferentes fontes iónicas, diferentes analisadores) tem 

permitido nestes últimos anos um grande avanço no que se refere ao conhecimento 

sobre matrizes complexas como os alimentos e também a identificação de metabolitos 

em matrizes biologicas que permitem conhecer melhor o mecanismo de atuação dos 

compostos. No que se refere à identificação os equipamentos denominados de alta 

resolução como o ORBITRAP e FTICR são uma mais valia, enquanto que os 

equipamentos baseados em analisadores do tipo triplo quadrupolo permitem uma 

quantificação precisa e exacta dos compostos dada a sua especificidade (Ignat et al. 

2011).  

Assim as técnicas de cromatografia líquida associadas a espectrometria de 

massa, são hoje em dia a melhor abordagem analítica para estudar os compostos 

fenólicos em amostras complexas (Bureau et al. 2009; Ignat et al. 2011).  

 

1.2 Atividade Biológica do Dióspiro 

O dióspiro (Diospyros kaki L.) é um fruto nutritivo e com forte atividade 

antioxidante (Jung et al. 2005) especialmente pela sua riqueza em compostos 

fenólicos, 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) responsáveis 

pela redução de danos oxidativos e, consequentemente, com atividade nas doenças 

associadas a eles como as doenças cardiovasculares e a diabetes mellitus. Para além 

disso, há provas em como os dióspiros 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 

têm demonstrado que o dióspiro apresenta funções farmacológicas na promoção do 

sistema imunitário e atividade anti-tumoral (Achiwa et al. 1997; Kawase et al. 2003). 

O conteúdo em compostos fenólicos do dióspiro, incluindo as 

proantocianidinas e outros, têm sido igualmente relacionados com efeitos ao nível da 

redução de doenças degenerativas humanas (Steinmetz et al. 1996) e também estão 

na base da sua utilização 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 

arteriosclerótico (Gorinstein et al. 2001; Chahoud et al. 2004; Jung et al. 2005; Park et 

al. 2006; Park et al. 2008) e previne a síndrome metabólica (Matsumoto et al. 2011). 

No estudo de Tian et al. as proantocianidinas de elevado peso molecular do 

dióspiro mostraram atenuar a perda da memória e melhorar o desempenho 

comportamental quando testadas num modelo de envelhecimento em ratos (Tian et 

al. 2011). 
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As proantocianidinas, têm 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 dióspiro (Suzuki et al. 2005; Gu et al. 2008) 

apresentando atividade anti-inflamatória e de prevenção da aterosclerose (Gorinstein 

et al. 2000; Kim et al. 2013) e que a ação nas doenças cardiovasculares ocorre 

diminuindo a vasoconstrição e a oxidação da LDL. Atuam também na diabetes, 

diminuindo a expressão de recetores para os produtos finais de glicosilação avançada, 

a peroxidação lipídica no fígado, a hiperglicémia, hiperlipidémia e o stresse oxidativo. 

Estão descritas ações de diminuição de peso, melhorias na resistência à insulina, nas 

nefropatias, retinopatias e neuropatias e no cancro por aumento da apoptose e 

diminuição da proliferação celular e angiogénese. Parecem também actuar nas 

infeções bacterianas, melhor atividade anti-adesiva e diminuírem os mediadores 

inflamatórios (de la Iglesia et al. 2010).  

Muitos dados epidemiológicos sugerem que a ingestão de taninos (taninos 

condensados e taninos hidrolisáveis) pode prevenir o aparecimento de doenças 

crónicas (Lila 2007). Os efeitos biológicos de taninos têm sido extensivamente 

estudados utilizando vários modelos in vitro ou em modelos animais mas, no entanto, 

os dados clínicos em seres humanos ainda são limitados ou escassos (Serrano et al. 

2009). 

Como o nosso estudo assenta nas propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e na modulação do cancro de colón vamos desenvolver um pouco mais 

esses aspetos nesta introdução. 

 

1.2.1 Atividade Antioxidante 

O oxigénio molecular é fundamental em condições aeróbias de sobrevivência, é 

o aceitador final de eletrões da cadeira respiratória mitocondrial, permitindo a 

obtenção de energia na forma de ATP, a reoxidação do NADH e do FADH2 (Pietta 

2000).  

Espécies reativas de oxigénio (ROS) formam-se nas células aeróbias, através das 

reações de transferência eletrónica da cadeia respiratória e desempenham funções 

importantes em processos biológicos (Halliwell et al. 1990), em respostas fisiológicas e 

patológicas (Schreck et al. 1991). Algumas das suas funções biológicas normais e 

importantes estão relacionadas com a produção de energia, fagocitose, regulação do 

crescimento celular e sinalização intercelular e síntese de compostos biologicamente 

importantes (Halliwell 1997). 

Exemplos destas espécies são os radicais superóxido (O2
●-), peroxilo (ROO●), 

alcoxilo (RO●), hidroxilo (●OH) e o monóxido de azoto ou óxido nitríco (NO●) (Pietta 
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2000). O radical hidroxilo (tempo de meia-vida de 10-9 s) e o radical alcoxilo (tempo de 

meia-vida de apenas alguns segundos) são espécies muito reativas que rapidamente 

atacam moléculas das células próximas (Pietta 2000). Os hidroperóxidos de lipídios 

(LOOH) e o monóxido de azoto são menos reativos que os anteriores e em conjunto 

formam a classe dos ROS radicalares (Pietta 2000). O oxigénio singleto (1O2), o 

peróxido de hidrogénio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HOCl) são ROS não radicalares 

(Pietta 2000).  

As ROS podem ter origem intracelular ou extracelular, através de diversas 

fontes como mitocôndrias, peroxissomas (envolvidos no metabolismo dos ácidos 

gordos), lipoxigenases, NADH oxidase, citocromo P450 (microssomal da cadeia 

transportadora de eletrões) entre outras (Finkel et al. 2000; Valko et al. 2004). As 

células imunocompetentes libertam monóxido de azoto e vários radicais de oxigénio 

durante uma resposta imunológica crónica. Também existem fontes exógenas de ROS 

que incluem drogas e toxinas ambientais, fumo de cigarro, radiação UV, choque 

térmico e poluentes do ar (Clinton 1998). Estas espécies também são produzidas em 

determinadas situações fisiopatológicas como após a ingestão de dieta rica em ácidos 

gordos polinsaturados, inflamação, isquemia/reperfusão, entre outras. (Halliwell 

1994). 

Em condições fisiológicas normais a produção de ROS é bem controlada (Jacob 

et al. 1996). Em condições de stresse há um desacoplamento do fluxo de eletrões 

através da cadeia respiratória, o que pode conduzir à formação de ROS de forma 

desequilibrada (Pietta 2000). 

O organismo tem vários mecanismos de defesa antioxidante contra ROS:  

- enzimas (catalase, superóxido dismutase (SOD), glutationa dismutase, 

glutationa peroxidase);  

- moléculas endógenas que podem funcionar como antioxidantes (ácido úrico, 

glutationa, transferrina, ferritina, albumina, proteínas que tenham grupos –SH e 

bilirrubina entre outras);  

- algumas vitaminas (ácido L-ascórbico e α-tocoferol) e carotenóides (Pietta 

2000; Fernandez-Panchon et al. 2008). 

Quando os radicais livres são produzidos em excesso ou não são neutralizados 

pelos enzimas antioxidantes endógenos habituais (Jacob et al. 1996), as ROS, dada a 

elevada capacidade reativa que as caracteriza, reagem com moléculas biológicas como 

o DNA, proteínas de tecidos e de enzimas, lípidos das membranas celulares e hidratos 

de carbono, induzindo oxidações que causam dano nas membranas celulares, 

modificações em proteínas (incluindo enzimas) e dano no DNA (Pietta 2000). Este 

stresse oxidativo gerado destes desequilíbrios, que vão desde a sobreprodução de ROS 
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até ao défice de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (Valko et al. 2007), pode 

levar ao desenvolvimento de patologias como o cancro, arteriosclerose, dano da 

mucosa gástrica, processos degenerativos de envelhecimento (Halliwell et al. 1990), 

inflamação ou a cancro (Nordberg et al. 2001). Há ligação dos ROS/espécies reativas de 

nitrogénio (RNS) ainda a patogéneses como doenças cardiovasculares, hipertensão, 

lesão por isquémia/reperfusão, diabetes mellitus, doenças neurodegenerativas 

(doença de Alzheimer e doença de Parkinson) e a artrite reumatoide (Valko et al. 

2007). Pela associação das espécies reativas de oxigénio ao cancro e doenças 

cardiovasculares, os antioxidantes têm sido considerados uma via promissora para a 

prevenção e tratamento destas doenças, especialmente tendo em conta as ligações 

observadas entre dietas ricas em frutas e vegetais (e provavelmente antioxidantes) e 

diminuição dos riscos para o cancro (Seifried et al. 2007) 

Porque os mecanismos de defesa antioxidante nos humanos podem não ser 

suficientes e eficientes, a ingestão de antioxidantes exógenos, por via alimentar, torna-

se indispensável para combater o excesso de ROS (Jacob et al. 1996). Na dieta 

encontram-se antioxidantes como a vitamina C, vitamina E e carotenóides, que 

reduzem o risco de desenvolvimento de determinadas doenças (Jacob et al. 1996), mas 

também compostos fenólicos de vegetais, frutos, chá e vinho, por exemplo (Crozier et 

al. 2009). 

Os compostos fenólicos atuam como antioxidantes protegendo os tecidos 

humanos contra o stresse oxidativo e patologias associadas a essa condição (Biesalski 

2007), tendo sido reconhecidos como antioxidantes potentes através da capacidade de 

captação 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 à sua estrutura química, os grupos fenólicos podem 

aceitar um eletrão ou um protão formando-se radicais fenólicos relativamente estáveis 

impedindo as reações de oxidação em cadeia nos compartimentos celulares (Scalbert 

et al. 2005) mas também podem alterar a expressão dos múltiplos genes que 

codificam as enzimas com função antioxidante e mudança de sinalização celular 

(Markovic et al. 2012). 

Um mecanismo de atuação alternativo pode ser relacionado com a 

possibilidade dos compostos fenólicos presentes na dieta poderem aumentar o 

potencial das defesas endógenas antioxidantes e assim modular o estado redox 

celular, tanto em condições normais como durante processos fisiopatológicos (Rahman 

et al. 2006).  

A composição química, em conjunto com os estudos realizados in vivo e in vitro, 

sugerem um papel relevante do dióspiro na proteção contra os radicais livres e na 

prevenção de doenças 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 endógena 

via ingestão de alimentos ricos em compostos antioxidantes, com o objetivo de anular 

ou diminuir um dos fatores de risco no desenvolvimento de doenças crónicas.  

O papel relevante do dióspiro na proteção contra os radicais livres tem sido 

demonstrado em estudos in vitro e in vivo nos últimos anos (Giordani et al. 2011; 

Heras et al. 2017). O elevado potencial antioxidante dos ácidos fenólicos foi verificado 

por vários autores (Jung et al. 2005; Park et al. 2008). 

Gu et al, utilizou o método HPLC acoplado com espectrometria de massa com 

ionização por electospray (ESI-MS) para determinar as frações de taninos condensados 

(ou proantocianidinas, PAs) de elevado peso molecular que constituem o dióspiro (Gu 

et al. 2008). Este autor referiu que a atividade antioxidante das frações de taninos de 

elevado peso molecular é significativamente maior do que a da fração 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 são o antioxidante 

mais importante na polpa do dióspiro (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 dióspiro, especialmente 

dos dióspiros adstringentes pelo que Chen e colaboradores pesquisaram a atividade de 

captação dos radicais livres, do dióspiro Mopan, através dos métodos de captação 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 fenólicos totais e individuais (catequina, epicatequina, 

epigalhocatequina, ácido clorogénico, ácido cafeico e ácido gálhico) na atividade 

antioxidante apresentada pelo dióspiro Mopan (Chen et al. 2008). Os resultados foram 

comparados com os resultados obtidos para a maçã, a uva e o tomate, frutos usados 

como referência para comparação pois as suas propriedades antioxidantes estão 

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 dióspiro Mopan foi significativamente maior do que a dos frutos 

utilizados como referência. O ácido gálhico mostrou a maior atividade antioxidante de 

entre os 6 tipos de fenóis testados e o seu conteúdo é o maior de entre os 6 medidos 

no dióspiro Mopan, presumivelmente sendo o responsável pela capacidade 

antioxidante superior do dióspiro quando comparada com a maçã, uva e tomate. O 

conteúdo dos 6 tipos de fenóis catequina, epicatequina, epigalhocatequina, ácido 

clorogénico, ácido cafeico e ácido gálhico mostrou estar significativamente 

correlacionado com a atividade de captação de radicais livres dos 4 frutos, contudo o 
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conteúdo total dos 6 fenóis não representa mais do 20% do total de fenóis no dióspiro 

Mopan. 

Embora muitos outros compostos naturais, incluindo carotenóides, 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 

fenólicos totais são os principais responsáveis pelas atividades antioxidantes 

observadas (Chen et al. 2008). Esta ideia está de acordo com o já evidenciado em 

estudos prévios (Kaur et al. 2002) que mostraram que os compostos fenólicos podem 

contribuir principalmente para a atividade de captação de radicais livres, destes 

extratos de frutas e vegetais (Tabela i. 2) (Kaur et al. 2002; Chen et al. 2008). 

 

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

 Dióspiro Uvas Maçãs Tomate 

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

C 5,81 ± 0,12 22,021 16,04 ± 0,94 60,795 4,97 ± 0,49 18,837 3,11 ± 0,15 11,788 

EC 0,61 ± 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 0,91 ± 0,051 2,869 2,21 ± 0,16 6,967 6,29 ± 0,45 19,828 

AG 19,11 ± 0,61 259,033 5,63 ± 0,17 76,314 0,95 ± 0,03 12,877 3,01 ± 0,18 40,8 

ACH 3,67 ± 0,07 14,713 1,20 ± 0,02 4,811 14,54 ± 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) conteúdo em composto(s) fenólico(s) (mg/100g peso seco); 2) atividade antioxidante (eq. 

Trolox ×10−3 mmol/100g peso seco). Catequina (C), epicatequina (EC), epigalhocatequina (EGC), ácido 

clorogénico (ACH), ácido cafeico (AC) e ácido gálhico (AG). 

 

Estudos in vivo em que se adicionou dióspiro (o fruto total e não apenas uma 

parte dele) à alimentação de ratos submetidos a uma dieta rica em colesterol 

(Gorinstein et al. 2000; Park et al. 2008) mostraram que o dióspiro 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 dióspiro 

responsáveis por este efeito foram descritos como sendo os compostos fenólicos 

totais (Park et al. 2008). 

Os compostos fenólicos do dióspiro são 20 vezes mais potentes in vitro do que 

o clássico antioxidante, vitamina E (Uchida et al. 1990). O elevado potencial 
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antioxidante dos ácidos fenólicos foi verificado por vários autores (Jung et al. 2005; 

Park et al. 2008). 

Indubitavelmente, são indispensáveis mais estudos para o melhor 

esclarecimento da ação dos ROS nas funções celulares, em diferentes tipos de células, 

e o impacto na patologia dos diferentes estados da doença inflamatória (Rahman et al. 

2006), tal como devem continuar os esforços para a identificação de antioxidantes 

novos e mais eficazes que possam ser usados estrategicamente na prevenção e ajuda 

terapêutica (Rahman et al. 2006; Figueira et al. 2014) 

Uma vez que os antioxidantes fisiologicamente eliminam espécies reativas de 

oxigénio e azoto por transferência do átomo de hidrogénio, os métodos de 

transferência de átomo de hidrogénio são considerados como fisiologicamente mais 

relevantes.  

A avaliação da atividade antioxidante de um alimento pode basear-se na 

avaliação de mecanismos relativos ao resgate de espécies reativas de oxigénio e de 

azoto entre outos. As ROS e RNS são principalmente os radicais peroxilo (ROO•), 

hidroxilo (OH•), singuleto de oxigénio (1O2), anião superóxido (O2
-) e de monóxido de 

azoto (NO
•

). 

Os métodos mais usados na avaliação 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 absorção do radical oxigénio) que avalia a 

atividade de eliminação de radicais da amostra contra os radicais peroxil, que 

fisiologicamente são os mais importantes, métodos como a técnica de ressonância 

paramagnética eletrónica (EPR) (do inglês electron paramagnetic resonance) que 

medem a capacidade de inibição e resgate do radical ●OH, ensaios FRAP (do inglês 

Ferric Reducing Antioxidant Power) que mede o poder de redução do ião ferro, ensaios 

TRAP (do inglês - Trapping Antioxidant. Parameter) que avaliam a capacidade 

antioxidante de uma amostra e, ainda, técnicas que possibilitam uma avaliação 

capacidade de inibição da oxidação de LDL, por radicais ROO•, entre outros. O método 

HORAC mede a atividade de metalo-quelante de antioxidantes sob as condições de 

reações Fenton-like e, consequentemente, a capacidade de proteger contra a 

formação de radicais hidroxilo. Os métodos escolhidos abarcam diferentes aspetos da 

ação antioxidante e dão uma visão abrangente sobre o potencial antioxidante do 

extrato investigado. Isto é importante, uma vez que é recomendado o uso de mais do 

que um ensaio de atividade antioxidante para o entendimento detalhado dos 

princípios das propriedades antioxidantes dos antioxidantes (Ciz et al. 2010).  
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A avaliação das propriedades antioxidantes dos compostos, nomeadamente, 

dos flavonóides podem ser realizados in vitro em sistemas não celulares ou celulares. 

Quando os estudos são realizados em sistemas celulares, isto permite a previsão da 

atividade de flavonóides num ambiente que se assemelha mais as condições 

fisiológicas, ou seja, o seu efeito na modulação do fenómeno da explosão oxidativa 

(Ribeiro et al. 2015). Recentemente, investigadores da Universidade do Porto 

estudaram a modulação da explosão oxidativa em neutrófilos humanos por diversos 

flavonóides, nomeadamente a quercetina, um flavonol presente nos frutos de Rubus 

idaeus L. (Ribeiro et al. 2013). Os flavonóides foram estudados em presença de 

neutrófilos humanos que foram estimulados com forbol-12-miristato-13-acetato, e 

para a avaliação das ROS libertadas foram usadas técnicas de fluorescência e de 

quimioluminescência (Ribeiro et al. 2013). Segundo Ribeiro et al. (Ribeiro et al. 2013) 

todos os flavonóides testados evidenciaram capacidade de modular a explosão 

oxidativa dos neutrófilos.  

A produção de ROS e de RNS por neutrófilos pode ser avaliada in vitro por 

diversos métodos de deteção, nomeadamente através de técnicas de fluorescência e 

quimioluminescência (Freitas et al. 2009; Ribeiro et al. 2013). Estudos ex vivo 

realizados em neutrófilos humanos com derivados da pirazolona e com paracetamol 

evidenciaram a inibição da explosão oxidativa nestas células e o resgate de ROS 

libertados (Costa et al. 2006; Freitas et al. 2013).  

 

1.2.2 Atividade Anti-inflamatória 

A inflamação é um mecanismo de defesa do sistema imunitário através do qual 

o corpo combate infeções ou agressões (traumas por agentes físicos ou químicos, 

corpos estranhos, bactérias, vírus e outros agentes patogénicos) (Yoon et al. 2005; 

Serhan et al. 2010). Os sintomas clínicos que definem a inflamação são conhecidos 

como rubor, calor, edema e dor (Yoon et al. 2005). O rubor e o edema que ocorrem no 

local são resultado do aumento do diâmetro dos vasos sanguíneos, aumentando a sua 

permeabilidade, para permitir mais infiltração de leucócitos e de plasma a partir do 

sangue para os tecidos lesionados para combaterem os agentes patogénicos. Esta 

reação é classificada como uma inflamação aguda que, sendo autocontrolada, 

desaparece e a cura começa (Yoon et al. 2005).  

Uma resposta inflamatória é benéfica quando é autolimitada e envolve a 

inibição da expressão de proteínas pró-inflamatórias, o estímulo de proteínas anti-

inflamatórias e a inversão das alterações vasculares que induzem o processo inicial de 

recrutamento de células imunológicas (Zhou et al. 2007).  
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A regulação da resposta inflamatória aguda é conseguida porque existem 

numerosos fatores anti-inflamatórios que são expressos naturalmente. No entanto se, 

por qualquer razão a inflamação aguda não for auto controla, evolui para inflamação 

crónica. 

Durante o processo inflamatório 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 estão direta e indiretamente envolvidos na 

inflamação, pois induzem a ativação de fatores de transcrição levando à formação e 

libertação de mediadores químicos como o fator de necrose tumoral (TNF-) e 

interleucinas, que continuam a estimular o processo inflamatório e a produção de mais 

radicais livres. Assim acontece um ciclo com amplificação da resposta inflamatória 

(Huang et al. 2004; Boots et al. 2008). Deste modo, de um mecanismo de defesa 

benigno pode evoluir-se para doenças inflamatórias crónicas e a ativação inapropriada 

ou excessiva, bem como a falha na inativação deste mecanismo de defesa, podem ter 

efeitos graves na saúde humana (Yoon et al. 2005). Esses efeitos resultam em 

determinadas doenças ou situações, em que a resposta inflamatória pode ser 

exagerada ou inadequada e mantida sem qualquer benefício aparente e até com 

consequências adversas, originando uma inflamação crónica (Furst et al. 2007) que 

está na génese de doenças inflamatórias crónicas como, por exemplo, a artrite 

reumatoide e a colite ulcerosa, entre outras, e pode ser progenitora de progressão dos 

tumores, pois promove um microambiente em torno dos tumores que promovendo a 

proliferação, sobrevivência e migração (Coussens et al. 2002) permite a progressão 

maligna de células mutadas/transformadas (Yadav et al. 2010). 

Em determinadas doenças ou situações, a resposta inflamatória pode ser 

exagerada ou inadequada e mantida sem qualquer benefício aparente e até com 

consequências adversas, originando uma inflamação crónica (Furst et al. 2007).  

Como exemplo disso temos a incidência e a prevalência mundiais das doenças 

inflamatórias intestinais (DII) como, por exemplo, a colite ulcerosa (CU) e a doença de 

Crohn (DC), doenças inflamatórias crónicas que aumentaram drasticamente ao longo 

do tempo (Rogler 2009; Molodecky et al. 2012; Burisch et al. 2014), cuja evolução, 

muitas vezes, termina em cancro colorretal. 

Do mesmo modo as doenças reumáticas em geral e a artrite reumatoide em 

particular aumentam o risco de morte e, especialmente, em condições inflamatórias 

que estão implicadas em complicações das doenças inflamatórias subjacentes, 

(Toledano et al. 2012) e cuja prevalência tem vindo a aumentar e chega a atingir 1% da 

população mundial (Tobón et al. 2010). 

Outras doenças crónicas, como doenças pulmonares e cardiovasculares, 

doenças neurológicas, diabetes e doenças autoimunes, apresentam um mesmo quadro 
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de aumento da resposta inflamatória 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 pró-inflamatórios (Esposito et 

al. 2006). Hábitos alimentares que incluem o consumo de dietas extremamente 

calóricas e ricas em açúcares, ácidos gordos saturados e trans originam um estado pró-

inflamatório persistente (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006), em que se verifica 

o aumento dos níveis circulantes de citocinas pró-inflamatórias, recrutamento de 

neutrófilos e stresse oxidativo (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006).  

Na resposta inflamatória aguda há uma complexa orquestração de eventos 

envolvendo perda de água, sais e proteínas do compartimento vascular, ativação de 

células endoteliais, interações de adesão entre leucócitos e a vasculatura do endotélio, 

recrutamento de leucócitos, ativação dos macrófagos dos tecidos, ativação de 

plaquetas e a sua agregação, ativação do sistema de complemento, sistema de 

coagulação e fibrinolítico e libertação de proteases e oxidantes pelas células 

fagocitárias, podendo todos em conjunto ajudar a lidar com o estado de agressão. 

Qualquer que seja a agressão, a primeira resposta in vivo, da resposta 

inflamatória aguda é a adesão dos neutrófilos ao endotélio vascular (“marginação”). A 

reversão da resposta inflamatória implica que os leucócitos sejam removidos por meio 

do sistema linfático ou por apoptose (morte/suicídio celular programada) e que a 

resposta inflamatória aguda em curso termine.  

A resposta inflamatória aguda é exuberante nas primeiras horas ou dias e 

depois vai gradualmente diminuindo, a não ser que o agente agressor não possa ser 

eliminado por fagocitose.  

A fim de levar a cabo o seu papel na inflamação aguda, os neutrófilos na 

corrente sanguínea detetam primeiramente mediadores químicos (quimioatratores) 

através de recetores da membrana celular. Em seguida, os neutrófilos ligam-se ao 

endotélio ativado através de diversas interações envolvendo moléculas de adesão e 

seus recetores. Depois de passar através de vénulas pós-capilares (diapedese), os 

neutrófilos migram para locais de inflamação que reconhecem como alvo, fagocitam-

no e finalmente, destroem-no. Eventualmente, os neutrófilos que participam na 

inflamação aguda devem ser removidos do local da inflamação quando a inflamação 

está resolvida (Serhan et al. 2010). 

Vários eventos intravasculares estão envolvidos no desencadeamento desta 

resposta. A primeira mudança é a ativação de células endoteliais da zona lesada, por 

mediadores inflamatórios produzidos localmente, entre os quais as citocinas IL-1 e 
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TNF-α. Ativadas, estas células expressam moléculas de adesão para leucócitos, 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 produção e libertação de citocinas e 

quimiocinas que vão quimiotaticamente atrair e ativar células polimorfonucleares 

(PMNs) para que estas adiram ao endotélio antes da sua transmigração para dentro do 

compartimento extravascular (Serhan et al. 2010).  

Um segundo evento é a abertura reversível das junções apertadas (tight 

junctions) das células endoteliais, o que permite a saída de proteínas e fluidos dos 

vasos para os tecidos. (Serhan et al. 2010).  

Outros mecanismos que contribuem para o processo inflamatório incluem a 

produção de uma variedade de citocinas (Hogan et al. 2008), libertação de mediadores 

lipídicos pro-inflamatórios, como os leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) e prostaglandinas 

(PGE2) (Cruvinel et al. 2010). 

Os mediadores da resposta inflamatória são variados e derivam de precursores 

plasmáticos e celulares, podendo ser classificados de acordo com suas propriedades 

bioquímicas. Entre os vários mediadores da resposta inflamatória, incluem-se: aminas 

vasoativas, peptídeos vasoativos, quimiocinas e enzimas proteolíticas, mediadores 

solúveis da inflamação derivados de componentes plasmáticos (bradicina, sistema do 

complemento, mediadores da coagulação), mediadores solúveis da inflamação 

derivados de células (maioritariamente PMNs) tais como a histamina, monóxido de 

azoto, eicosanóides derivados do ácido araquidónico (leucotrienos e prostaglandinas), 

citocinas (TNF-α, IFN-γ) 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 (anião superóxido, radical hidroxilo, 

peróxido de hidrogénio, monóxido de azoto e peroxinitrito). 

Os eicosanóides estão envolvidos na modulação da intensidade e duração da 

resposta inflamatória (Lewis et al. 1990; Tilley et al. 2001), sendo o seu precursor 

principal o ácido araquidónico (AA) que existe em quantidade relativamente elevada 

nos fosfolípidos de membrana das células envolvidas na inflamação (Levy et al. 2001; 

Gewirtz et al. 2002; Vachier et al. 2002; Serhan et al. 2003) e é libertado pela ação da 

fosfolipase A2 e então metabolizado. Quando a via de metabolização é a da 

ciclooxigenase (COX), há a formação de prostanóides como as prostaglandinas (PGs) e 

tromboxanos (TXs). Estas são substâncias muito potentes mesmo estando em 

concentrações 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 funções. A prostaglandina E (PGE) tem sido amplamente 

investigada, em função do seu papel como imunomoduladora. Entre os tromboxanos, 

apenas o tromboxano A (TXA) é ativo. Todos metabolitos formados a partir de ácido 

araquidónico recebem um sufixo “2” (PGE2, TXA2, PCI2) enquanto que os oriundos do 
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ácido eicosapentaenóico (EPA) recebem o sufixo “3” (PGE3, TXA3, PCI3) (Fig. i. 5) 

(Calder 2010). 

Uma outra via de formação de eicosanóides é a via da lipooxigenase, a qual 

leva a síntese de leucotrienos.  

Por exemplo, a PGE2 aumenta a permeabilidade vascular, a vasodilatação, o 

fluxo de sangue e pirexia do local, e potencia a dor causada por outros agentes. Além 

disso, promove a produção de certas metaloproteinases de matriz que podem causar 

danos e destruição local de tecido (p. ex., no osso na artrite reumatoide) (Tabela i. 3) 

(Calder et al. 2013). 

Embora seja geralmente considerado que os eicosanóides derivados do AA são 

pró-inflamatórios (Calder 2009) a PGE2, por exemplo, inibe a produção de duas das 

clássicas citocinas pró-inflamatórias, o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina 

(IL-1) (Calder 2009).  

Resolvinas são uma família de mediadores lipídicos produzidos a partir do ácido 

eicosapentaenóico e o ácido docoso-hexaenóico (DHA). As protetinas são produzidas a 

partir de DHA. A síntese 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-inflamatórias e ajudar na resolução da 

inflamação em estudos in vitro e em modelos animais de inflamação nomeadamente 

em artrite (Lima‐Garcia et al. 2011), colite (Arita et al. 2005) e asma (Aoki et al. 2008; 

Haworth et al. 2008). 

 

 
Figura i. 5 - Visão geral de síntese e ações de mediadores lipídicos produzidos a partir 
do ácido araquidónico, 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 lipídicos nos passos da inflamação. Adaptada de 
(Serhan et al. 2010). 

 
 

 

Em contraste com as ações anti-inflamatórias de ácidos gordos n-3, os ácidos 

gordos saturados parecem promover a inflamação, reduzindo a ativação do NF-kB e 

aumentando a expressão dos genes inflamatórios. Estudos em humanos demonstram 

que os ácidos gordos trans são pró-inflamatórios, talvez até mais do que ácidos gordos 

saturados. Estas considerações estabelecem que os ácidos gordos trans e saturados 

promovem maiores respostas inflamatórias e que os ácidos gordos n-3 são anti-

inflamatórios. Os múltiplos mecanismos envolvidos na interação de ácidos gordos com 

células inflamatórias criam um quadro complexo. Atualmente, estes múltiplos 

mecanismos de ação não estão completamente integrados, mas parece provável que 

as alterações na composição da membrana celular seja um evento chave uma vez que 

tais alterações podem influenciar os perfis de mediadores lipídicos, a função do 

recetor de membrana e os processos de sinalização celular (Calder et al. 2013). 

As espécies reativas de oxigénio e azoto produzidas durante o processo 

inflamatório conduzem a um fenómeno de stresse oxidativo, provocando lesão celular. 

Estas espécies reativas estão direta e indiretamente envolvidas na inflamação pois 

induzem a ativação de fatores de transcrição levando à formação e libertação de 

mediadores químicos como o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e interleucinas, que 

continuam a estimular o processo inflamatório e a produção de mais espécies reativas, 

levando a um ciclo com amplificação da resposta inflamatória. Se a inflamação pode 

estar na origem do stresse oxidativo, muitos estudos evidenciam que este pode 

também induzir a inflamação, criando-se assim uma dependência inter-relacionada 

(Huang et al. 2004; Boots et al. 2008). 
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As espécies reativas de oxigénio têm um papel importante no funcionamento 

adequado da resposta imune inata, na ativação da resposta imunitária adaptativa, bem 

como na regulação negativa de inflamação e na atividade do sistema imunitário. A 

desregulação de funções do sistema imunológico pode levar a doenças caracterizadas 

por inflamação, onde se incluem doenças crónicas. As ações dos ROS foram implicadas 

em doenças, incluindo diabetes, doença de Alzheimer e outras doenças 

neurodegenerativas, doenças cardiovasculares, cancro, particularmente num ambiente 

em que a geração de ROS ou a destoxificação se tornou desequilibrada (Seifried et al. 

2007).  

Durante a resposta inicial à invasão por um agente patogénico, a ativação da 

resposta imune inata, caracterizada pela geração de ROS dentro de células fagocíticas, 

tais como macrófagos e neutrófilos, é um acontecimento crítico na iniciação de 

fagocitose e subsequente destruição desses microrganismos (Bogdan et al. 2000; 

Droge 2002). Na produção de níveis elevados de aniões superóxido e de peróxido de 

hidrogénio por NADPH-oxidase, a explosão oxidativa (burst oxidativo) é necessário 

para a destruição de agentes patogénicos (Segal et al. 2000). 

A explosão oxidativa dos neutrófilos é caracterizada pela produção maciça de 

ROS num ambiente inflamatório e desempenha um papel fundamental na defesa 

contra agentes patogénicos ambientais. Num ambiente inflamatório, os neutrófilos e 

macrófagos ativados produzem grandes quantidades de radical superóxido e outros 

ROS através da isoforma fagocítica de NAD(P)H oxidase (Keisari et al. 1983). 

Neutrófilos e macrófagos ativados produzem também oxigénio singleto através de 

reações envolvendo a NAD(P)H oxidase ou a mieloperoxidase (Valko et al. 2007). 

A explosão oxidativa é uma das maiores armas do nosso organismo contra 

microrganismos invasores. Existem evidências que sugerem que determinados 

compostos podem regular a produção de espécies reativas de oxigénio pelas células 

humanas (Bochkov et al. 2017). A modulação da explosão oxidativa dos neutrófilos 

pode revelar-se útil a prevenir ou minimizar os efeitos nefastos de processos 

inflamatórios não controlados ou sustentados (Ribeiro et al. 2013).  

Também foram desenvolvidos mecanismos de sinalização que utilizam ROS 

para iniciar os processos que permitem que as células sobrevivam à exposição ao 

stresse oxidativo dentro de certos limites de tolerância, mas também quando o stresse 

e dano se tornam muito grandes, para garantir a morte celular. Como estas vias são 

iniciadas e controladas por ROS são consideradas o cerne da sinalização redox e da 

resposta oxidativa (Soberman 2003). 

Um grande número de funções fisiológicas é controlado por vias de sinalização 

redox, como por exemplo: i) produção redox regulada de NO; (ii) a produção de ROS 

pela NAD(P)H oxidase fagocítica (burst oxidativo); (iii) produção de ROS por NAD(P)H 
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oxidases nas células não fagocíticas; (iv) regulação do tónus vascular e outras funções 

reguladoras de NO; (v) a produção de ROS como um sensor para alterações da 

concentração de oxigénio; (vi) a regulação redox de adesão celular; (vii) a regulação 

redox de respostas imunitárias; (viii) apoptose induzida por ROS e outros mecanismos. 

O NO é gerado em tecidos biológicos por sintases específicas de monóxido de azoto 

(NOSs) que existem em três isoformas, NOS neuronal (nNOS), NOS indutível (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 estão 

constitutivamente expressas e a sua atividade é regulada pela concentração de cálcio 

intracelular (Levy et al. 2001; Gewirtz et al. 2002; Vachier et al. 2002; Serhan et al. 

2003). A iNOS é indutivamente expressa em macrófagos após estimulação por 

lipopolissacarídeos, citocinas e outras substâncias. A expressão de iNOS é regulada ao 

nível da transcrição e pós-transcrição por vias de sinalização envolvendo a transcrição 

do fator de transcrição NF-κB (nuclear factor-kappa B), ou proteínas cinase ativadas 

por mitogénios (MAPKs) (Valko et al. 2007). 

Os ROS produzidos durante um processo inflamatório desempenham um papel 

chave no reforço da inflamação através da ativação de fatores de transcrição como o 

NF-kB e a AP-1 (activator protein 1) e da acetilação e desacetilação das histonas 

nucleares, factores de transcrição já identificados como tendo uma importância crucial 

no desenvolvimento de várias doenças inflamatórias (Rahman et al. 2006). 

A ativação do NF-κB é um elemento central na imunidade levando à expressão 

de variados tipos de células e expressão de genes que respondem a estímulos 

específicos. Para além disso, a ativação e proliferação dos linfócitos T é fortemente 

dependente do potencial redox do microambiente extracelular. A diferenciação de 

linfócitos T para Th1, Th2 e linfócitos T reguladores parece depender também da 

ativação de cascatas de sinalização redox-sensíveis (Gostner et al. 2013). 

Os neutrófilos constituem a primeira linha da imunidade inata nos seres 

humanos. Utilizam várias estratégias para isolar e eliminar os microrganismos, tais 

como fagocitose, desgranulação, e a formação de armadilhas extracelulares (NETs). 

Tem sido bem documentado, que a produção de espécies reativas de oxigénio e azoto 

(ROS e RNS) é essencial no ciclo de vida de um fagócito polimorfonuclear. Estes 

compostos, devido à elevada reatividade atuam como poderosos fatores 

antimicrobianos no processo de eliminação de patogénios e podem também modular 

a resposta imunológica. Por outro lado, a quantidade excessiva de espécies reativas 

pode ter um efeito prejudicial sobre os tecidos do hospedeiro e sendo que vários 

marcadores de stresse oxidativo são detetáveis em muitas doenças, mostrando a 

importância da manutenção do equilíbrio entre a formação e a remoção de ROS/RNS 

(Manda-Handzlik et al. 2015). Em condições patológicas, grandes concentrações de 
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ROS/RNS podem levar a mudanças permanentes na transdução de sinal e expressão 

genética (Valko et al. 2007). 

A maioria das células tem demonstrado potencial para desenvolvimento de 

uma pequena explosão oxidativa produzindo baixas concentrações de ROS quando são 

estimuladas por variadas citocinas, fatores de crescimento e hormonas (Thannickal et 

al. 2000) sendo que as citocinas são dos fatores mais diretamente envolvidos na 

indução da produção de ROS em células não fagocíticas (Chapple 1997).  

Isto levou à hipótese de que a iniciação e/ou funcionamento de várias vias de 

transdução de sinal dependem da ação de ROS como moléculas de sinalização que 

podem atuar em diferentes níveis da cascata de transdução de sinal. Provavelmente, o 

efeito mais significativo dos ROS em vias de sinalização foi observado nas vias das 

proteínas cinase ativadas por mitogénio (MAPK) (Sun et al. 1996). Os ROS podem, 

portanto, desempenhar um papel fisiológico muito importante como mensageiros 

secundários (Lowenstein et al. 1994), regulando importantes funções celulares tais 

como a proliferação e a morte celular programada (Valko et al. 2007). 

Muitos trabalhos suportam a evidência de que os antioxidantes alimentares 

desempenham um papel importante na prevenção de muitas doenças humanas 

nomeadamente as que têm na sua génese fenómenos oxidativos e ou inflamatórios 

(p.ex., cancro, arteriosclerose, acidente vascular cerebral, a artrite reumatoide, 

neurodegeneração e diabetes) (Fang et al. 2002). 

Dado que as espécies reativas estão implicadas na patogénese de doenças 

inflamatórias crónicas, as intervenções terapêuticas baseadas nos efeitos 

antioxidantes dos compostos fenólicos podem ser uma alternativa para o tratamento 

ou prevenção dessas doenças (Rahman et al. 2006). 

Os compostos fenólicos medeiam a modulação da sinalização celular sendo por 

isso capazes de influenciar vários processos celulares como a sinalização, proliferação, 

apoptose, balanço redox, diferenciação, etc. (Rahman et al. 2006). Entre outros 

processos, regulam a ativação do NF-kB, a estrutura da cromatina, a biossíntese de 

glutationa, a ativação do fator redox nuclear (NrF2), a captura de ROS diretamente ou 

por via da atividade da glutationa peroxidase, e como consequência regulam os genes 

envolvidos no processo inflamatório (Rahman et al. 2006). Consequentemente, dados 

sugerem que os compostos fenólicos da dieta podem funcionar como modificadores 

das vias de transdução de sinal para exercer os seus efeitos biológicos benéficos 

(Rahman et al. 2006; Yokozawa et al. 2014).  

A investigação sobre os mecanismos de ação destas moléculas elucidaram o 

facto de os compostos fenólicos não exercerem os seus efeitos apenas como 

captadores de radicais livres, mas como podendo modular os processos de sinalização 



31 
 

celular durante a inflamação ou podendo eles próprios servir de agentes sinalizadores 

(Aggarwal et al. 2004; Yokozawa et al. 2007). 

Um grande número de estudos entre 2000 e 2016, entre ensaios clínicos e 

investigação experimental elucidaram o potencial anti-inflamatório de flavonóides, 

atribuindo a sua capacidade de atenuar a inflamação não só aos efeitos antioxidantes, 

mas também à capacidade de modular várias vias de sinalização 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-inflamatório dos flavonóides da dieta e 

seus efeitos de modulação sobre o processo inflamatório e as vias de sinalização 

intracelulares (Chen et al. 2017). 

Dados epidemiológicos e experimentais evidenciam que os compostos 

fenólicos ingeridos na dieta podem ter atividade anti-inflamatória, pois mostraram que 

as populações que consomem alimentos ricos em compostos fenólicos específicos têm 

menor incidência de doenças inflamatórias crónicas (Yoon et al. 2005). Estudos in vivo 

em modelos animais demonstraram a inibição de alguns dos mecanismos de 

inflamação bem como efeito sobre os mecanismos de iniciação tumoral por parte de 

vários destes compostos (Yoon et al. 2005). Mesmo o consumo alimentar de pequenas 

quantidades de compostos fenólicos teve um efeito significativo na redução do 

impacto de doenças inflamatórias crónicas em modelos animais, bem como nas 

populações que consomem alimentos ricos nesses compostos (Yoon et al. 2005). 

Nestes estudos os flavonóides da alimentação que modulam as vias de 

sinalização associadas à inflamação, regulando a expressão de mediadores pró-

inflamatórios. A relação entre a estrutura dos flavonóides e sua atividade anti-

inflamatória também é evidenciada, na esperança de oferecer informações úteis para 

o desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatórios baseados em fontes 

naturais (Chen et al. 2017). 

A investigações dos mecanismos de ação destas moléculas elucidaram o facto 

dos compostos fenólicos não exercerem, meramente, os seus efeitos como captadores 

de radicais livres, mas como podendo modular os processos de sinalização celular 

durante a inflamação ou podendo eles próprios servir de agentes sinalizadores 

(Aggarwal et al. 2004). 

Os flavonóides da dieta têm a capacidade de atenuar a inflamação, visando 

diferentes vias de sinalização intracelular desencadeadas por NF-κB, AP-1, PPAR, Nrf2 e 

MAPKs. A identificação das principais características estruturais necessárias para a 

modulação dessas vias relacionadas à inflamação (padrão de hidroxilação, dupla 

ligação C2=C3) tem um papel importante a desempenhar no desenvolvimento de 

novos fármacos anti-inflamatórios (Chen et al. 2017). 
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Os compostos fenólicos apresentam desta forma um potencial elevado para 

utilização farmacológica no contexto dos seus efeitos antioxidantes e anti-

inflamatórios (Rahman et al. 2006; Figueira et al. 2014). A catequina, por exemplo, foi 

identificada como um composto ativo do extrato aquoso do fruto, dióspiro, com 

atividade anti-inflamatória alérgica num modelo de inflamação alérgica (Kim et al. 

2013).  

Em termos terapêuticos o ácido acetilsalicílico e outros fármacos anti-

inflamatórios não-esteroides (AINEs), há muito que são usados como terapêutica da 

inflamação (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 necessário aparecerem novas 

moléculas com efeito terapêutico semelhante mas com menores efeitos secundários. 

Dado que que as abordagens terapêuticas e cirúrgicas convencionais não foram 

capazes de controlar totalmente a incidência e a progressão de muitas doenças 

inflamatórias, existe uma necessidade urgente de descobrir substâncias mais seguras 

como alternativa para a gestão terapêutica dessas doenças (Yoon et al. 2005),  

No entanto para além de se pensar em novos tratamentos é de toda a utilidade 

usar uma estratégia de prevenção do desenvolvimento e progressão destas doenças. 

Uma das medidas preventivas amplamente recomendada à população prende-se com 

o aumento do consumo de frutas e vegetais, naturalmente ricos em compostos 

bioativos que podem contribuir para a redução do risco de doenças associadas com o 

stresse oxidativo, devido à grande variedade de antioxidantes que estes compostos 

contêm (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006; Parada et al. 2007). Este efeito 

antioxidante deve-se principalmente aos compostos fenólicos presentes nestes 

alimentos (Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006) que, concomitantemente, têm 

vindo a demonstrar efeito anti-inflamatório (Impellizzeri et al. 2014; Oliviero et al. 

2015; Serra et al. 2018). 

Têm sido atribuídas ações anti-inflamatórias a alguns compostos fenólicos que 

têm vindo a receber uma atenção considerável por parte da população em geral e da 

comunidade científica em particular. 12 das 40 moléculas anti-inflamatórias aprovadas 

entre 1983 e 1994 derivaram ou basearam-se em produtos naturais (Cragg et al. 1997). 

Existe um grande potencial para que os compostos fenólicos da dieta se tornem a 

próxima geração de fatores dietéticos com efeitos na saúde ao nível do controlo da 

inflamação, para além dos fármacos sintéticos que já 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). 
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Têm sido observados efeitos de inibição dos compostos fenólicos na expressão 

da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da produção de prostanóide e metaloproteinase 

(Scoditti et al. 2012) conhecidas pelo desempenho de um papel crucial na 

angiogénese, um processo patogénico chave associado não só a doenças vasculares 

ateroscleróticas e cancro, mas também com doenças articulares inflamatórias crónicas 

(Oliviero et al. 2015). 

Os compostos fenólicos medeiam a modulação da sinalização celular sendo por 

isso capazes de influenciar vários processos celulares como a sinalização, proliferação, 

apoptose, balanço redox, diferenciação, etc. (Rahman et al. 2006). Adicionalmente, 

modelam a ativação do NF-kB, a estrutura da cromatina, a biossíntese de glutationa, a 

ativação do fator redox nuclear (NrF2), a captura de ROS diretamente ou por via da 

atividade da glutationa peroxidase e, como consequência, regulam os genes 

envolvidos na inflamação em macrófagos e células epiteliais pulmonares (Rahman et 

al. 2006), e os compostos fenólicos da dieta podem funcionar como modificadores das 

vias de transdução de sinal para exercer os seus efeitos biológicos benéficos (Rahman 

et al. 2006). 

A atividade anti-inflamatória dos compostos ou extratos pode ser determinada 

usando modelos animais de inflamação aguda e inflamação crónica. Como exemplos 

podemos nomear o modelo do edema da pata do rato induzido por carragenina, usado 

no estudo de inflamação aguda local, modelos de inflamação sistémica como, p. ex. os 

modelos de choque séptico induzido por lipopolissacarídeo (LPS) e de isquémia-

reperfusão de órgãos como coração, fígado, pulmão ou rim e, finalmente em modelos 

de inflamação crónica 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 fenólicos 

Embora seja verdade que à presença de compostos bioactivos na dieta estão 

ligados aos benefícios acima mencionado, a sua repercussão na saúde humana 

depende principalmente do estado bioquímico em que se encontram quando atingem 

a corrente sanguínea e consequentemente, os tecidos. O próprio processo digestivo 

leva a uma série de mudanças nos macro e micronutrientes condicionando sua 

bioacessibilidade e biodisponibilidade final (Parada et al. 2007).  

A bioacessibilidade inclui toda a sequência de eventos que ocorrem durante a 

transformação digestiva do alimento em material que pode ser assimilado pelo corpo, 

a absorção/assimilação pelas células do epitélio intestinal e, por último, o metabolismo 

pré-sistémico (tanto intestinal como hepático) (Fernandez-Garcia et al. 2009).  
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A biodisponibilidade (que engloba os eventos referentes à biacessibilidade e os 

da bioatividade) dos compostos da dieta em geral, e os fitoquímicos em particular, 

está dependente da quantidade consumida, da sua estabilidade digestiva, da sua 

libertação da matriz alimentar e a eficiência da passagem trans-epitelial. O melhor 

caminho para determinar os benefícios decorrentes da ingestão de alimentos e da sua 

biodisponibilidade, consiste em submeter o produto à digestão gastrointestinal in vivo, 

apesar de todos os inconvenientes éticos, médicos, financeiros e períodos longos de 

tempo de observação, especialmente quando se refere a humanos (Heras et al. 2017) 

O estudo dos mecanismos de absorção, distribuição, metabolização e 

eliminação (ADME) é fundamental para compreender os efeitos observados (Manach 

et al. 2004; Yoon et al. 2005).  

A absorção e o metabolismo dos constituintes alimentares que possuem grupos 

fenólicos são determinados pela estrutura química, grau de glicosilação/acilação, 

conjugação com outros grupos fenólicos, tamanho da molécula, grau de polimerização 

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 

fenólicos, levantam grandes dificuldades ao estudo da biodisponibilidade e efeitos 

biológicos associados (Bravo 1998). 

A estrutura química dos compostos fenólicos determina ainda a velocidade e o 

grau de absorção intestinal e a natureza dos metabolitos em circulação no plasma 

(Scalbert et al. 2000). Devido à sua hidrofilia, os flavonóides glicosilados penetram a 

membrana celular com dificuldade (Chen et al. 2017). Os flavonóides agliconas e 

flavonóides glicosilados são absorvidos no intestino delgado, contudo são rapidamente 

transformados em derivados metilados, glucoronidados ou sulfurados (Das et al. 

1969).  

Muitos flavonóides da dieta provaram ser potentes agentes antioxidantes em 

modelos in vitro mas é menos provável que in vivo ocorra uma atividade antioxidante 

semelhante. Como já mencionado, após a ingestão, os flavonóides sofrem 

biotransformação no intestino delgado e no fígado (deglicosilação, oxidação, 

conjugação, metilação) e também no intestino grosso (clivagem do anel, quebra de 

ligações duplas, descarboxilação). Consequentemente, pouco do flavonóide ingerido 

pode ser detetado no plasma após a ingestão, sendo os seus metabolitos os 

predominantes na circulação sistémica e nos tecidos. Os metabolitos de flavonóides 

têm uma capacidade antioxidante mais baixa do que as moléculas ingeridas e, além 

disso, alguns deles (metabolitos com fração livre de catecol e/ou grupo hidroxilo livre 

na posição C-3) mostraram poder ter efeitos pró-oxidantes (aumento na produção de 

radicais peróxido de hidrogénio e anião superóxido) (Prochazkova et al. 2011), o que 

nos leva a pensar que os potenciais efeitos benéficos estarão dependentes das doses 

ingeridas.  
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Estudos de biodisponibilidade em humanos mostraram que as quantidades de 

compostos fenólicos encontrados intactos na urina variam de composto fenólico para 

composto fenólico (Scalbert et al. 2000).  

Considerando a complexidade dos processos de transformação metabólica e 

absorção dos compostos fenólicos e os aspetos ainda pouco compreendidos da 

biodisponibilidade, continua a ser premente responder a questões como: que dose de 

compostos fenólicos deve ser tomada? Quais as alterações metabólicas pós-absorção 

que tornariam os compostos fenólicos mais bioativos? Como a maioria dos estudos 

que demonstram os efeitos benéficos dos compostos fenólicos são in vitro, doses 

semelhantes nos animais produzirão efeitos similares? (Rahman et al. 2006). 

As proantocianidinas são compostos fenólicos com estruturas poliméricas que 

poderão ser absorvidas, como comprova a deteção de formas triméricas em soro de 

rato (Serra et al. 2010), podem sofrer reações de metilação, glucoronidação e 

sulfatação (Blade et al. 2010) ou podem não ser absorvidas e exercer efeitos locais no 

trato gastrintestinal neutralizando compostos oxidantes e carcinogénicos, ou ser 

metabolizadas por microrganismos do cólon produzindo ácidos carboxílicos 

hidroxilados (van't Slot et al. 2009). 

Durante a digestão no intestino delgado, as proantocianidinas de elevado peso 

molecular, podem formar complexos com proteínas, amido e enzimas digestivas 

incluindo pectinase, amilase, lipase, protease e β-galactosidase (Chung et al. 1998), 

resultando na formação de complexos menos digestíveis. As interações são do tipo 

ligações por pontes de hidrogénio, interações hidrofóbicas, eletrostáticas e covalentes, 

originando compostos menos solúveis e a acessibilidade a enzimas também diminui 

(Goel et al. 2005). Cerca de 95% das proantocianidinas são libertadas da matriz 

alimentar pela ação de enzimas bacterianas no intestino grosso (Saura-Calixto et al. 

2007). 

No entanto, acredita-se que as proantocianidinas podem exercer os seus 

efeitos biológicos de duas maneiras diferentes: (i) como uma estrutura complexa não 

absorvível, com propriedades de ligação que podem produzir efeitos locais no trato 

gastrointestinal (antioxidante, eliminação de radicais, antimicrobiana, antiviral, 

antimutagénica e efeitos antinutricionais), ou (ii) como proantocianidinas absorvíveis 

(provavelmente de baixo peso molecular) e metabolitos absorvíveis a partir da 

fermentação colónica de taninos que podem produzir efeitos sistémicos em vários 

órgãos (Haslam 1996).  

Outros autores sugerem que as proantocianidinas podem exercer as suas 

propriedades biológicas de três formas diferentes: (i) por complexação com iões 

metálicos; (ii) por meio de atividades de antioxidantes e eliminação de radicais; ou (iii) 
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através da sua capacidade para complexar com outras moléculas, incluindo 

macromoléculas, tais como proteínas e polissacarídeos (Haslam 1996). 

Muito pouco se sabe sobre os efeitos biológicos dos metabolitos microbianos 

das proantocianidinas. Esta questão precisa ser abordada no futuro próximo para se 

entender a significância destes compostos. O seu tempo de permanência na circulação 

do ser humano é muito mais longo do que no caso de metabolitos hepáticos derivados 

diretamente dos compostos fenólicos de plantas (Seeram et al. 2006). Assim, podem 

ter um papel importante na prevenção das doenças crónicas (Serrano et al. 2009). 

Com base nos resultados obtidos, Lee e os colaboradores (2008) sugerem que o 

efeito antioxidante das proantocianidinas do dióspiro 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 países industrializados, a AR afeta 0,5-1,0% dos adultos, surgindo novos 

casos todos os anos, com maior incidência nas mulheres e idosos (Scott et al. 2010). É 

mais prevalente em indivíduos 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 doença 

(Brosseau et al. 2004). 

A artrite reumatoide é uma doença autoimune que causa inflamação crónica da 

articulação e tecidos envolventes, com infiltração de macrófagos e linfócitos T ativados 

que produzem anticorpos, citocinas e quimiocinas (ex: IL-6, IL-10 e LTβ) (Bauerova et 

al. 2000). É um dos exemplos mais representativos do quadro inflamatório crónico, em 

parte desencadeada pela ativação dos linfócitos T e libertação de citocinas, 

interleucinas (ILs) e o fator de necrose tumoral (TNF) (Teixeira 2006). Daqui resulta a 

dor e degeneração do osso e cartilagem, que podem levar à incapacidade funcional 

grave, temporária ou definitiva, ou mesmo à morte, se em condições mais avançadas 

da doença (Teixeira 2006; Furst et al. 2007).  

Os tecidos mais afetados são a membrana sinovial, a cartilagem e os ossos 

(McInnes et al. 2007), no entanto pode ter implicações sistémicas aumentando, por 

exemplo, o risco de doença coronária cardíaca (Sattar et al. 2003). É caracterizada pela 

presença de articulações edemaciadas, sensíveis e destruição da porção sinovial das 

articulações, levando a invalidez e mortalidade prematura (Aletaha et al. 2010). 

A AR é uma doença multifatorial, envolvendo fatores ambientais e genéticos 

(Tobón et al. 2010). Deficiências, incapacidades e desvantagens associadas a AR 

podem ser devastadoras, levando a dor, restrição de atividade, e diminuição da 
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qualidade de vida, o que se reflete em aumento de custos no sistema de saúde 

(despesas de saúde) e da sociedade (perda de produtividade devido à morbidade e 

diminuição da expectativa de vida) (Kobelt et al. 1999).  

A AR é caracterizada por sinovite persistente, inflamação sistémica e auto-

anticorpos (Scott et al. 2010). 

Esta doença produz uma degeneração progressiva do sistema músculo-

esquelético (Kobelt et al. 1999). Os doentes sofrem de dor articular, força muscular 

reduzida e função física prejudicada (Ekdahl et al. 1992). Uma síndrome caracterizada 

por dor, rigidez, e sinovite simétrica (inflamação da membrana sinovial) das 

articulações diartrodiais (articulações livremente móveis, tais como o joelho) que 

conduz à destruição articular, diminuição funcional, e comorbidade substancial nos 

sistemas cardiovascular, neurológico, e metabólico (Brennan et al. 2008). 

A par da fadiga (Ek et al. 2001; Moreland et al. 2006), a destruição de osso e 

cartilagem é um dos grandes efeitos da artrite reumatoide, manifestando-se através 

de osteopénia, erosão óssea e redução do espaço sinovial à observação por radiografia 

(Plant et al. 1998). Apesar dos mecanismos da destruição de osso e cartilagem serem 

diferentes, ambos são parcialmente dependentes do processo inflamatório (Pettit et 

al. 2001; Redlich et al. 2002).  

Nas articulações com AR, várias células inflamatórias, incluindo células imunes 

inatas (p. ex., mastócitos, macrófagos, células dendríticas e células NK), células imunes 

adaptativas (células T e B), e fibroblastos sinoviais (sinoviócitos tipo fibroblasto) (FLS) 

são ativados. Estas células interagem umas com as outras através de uma série de 

citocinas e/ou contactos célula-a-célula, que conduz à inflamação prolongada, 

proliferação anormal de fibroblastos sinoviais, e a destruição da cartilagem e osso 

(Gravallese et al. 2000; Firestein 2003; McInnes et al. 2005).  

Reconhece-se também que as células do tecido hospedeiro (fibroblastos 

sinoviais ativados, condrócitos e osteoclastos) são envolvidas, mediando a destruição 

da cartilagem e do osso, bem como promover a perpetuação da inflamação (Brennan 

et al. 2008). 

A inflamação grave da membrana sinovial (sinovite), onde existe uma elevação 

3-100 vezes de citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1β (IL-1β), e proteína C-reativa (PCR) 

(McInnes 2001) conduz a sinovite crónica (Brennan et al. 2008).  

A inflamação crónica da membrana sinovial e as reações imunitárias 

dependentes dos linfócitos B e T, em conjunto com a hiperplasia da membrana 

sinovial, levam à formação do pannus, um tecido composto por células imunitárias, 

vasos sanguíneos (angiogénese) e células fibrosas (McInnes et al. 2007). A proliferação 
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do pannus ocorre no início da doença e pode ser observada antes da destruição da 

cartilagem e do osso (Hau et al. 1999). A destruição da cartilagem é mediada por 

metaloproteases da matriz (MMP) sintetizadas nos macrófagos ativados e nos 

fibroblastos estimulados pelas citocinas pró-inflamatórias, (p.ex.: Interleucina-1 e TNF-

α) (Yoshida et al. 1990).  

Os condrócitos passam de um estado anabólico em que sintetizam matriz, para 

um estado catabólico com a libertação de metaloproteases e de citocinas, 

nomeadamente IL-1β, Il-17, IL-18 e TNF-α, contribuindo desta forma para a 

degradação da cartilagem (Fig. i. 6) (McInnes et al. 2007). 

Os níveis de citocinas em circulação refletem a atividade da doença e o grau de 

inflamação presente e pode também desempenhar um papel significativo nos efeitos 

sistémicos da doença, tais como a doença vascular (Sattar et al. 2003) e caquexia 

reumatoide (Roubenoff et al. 1994). O desenvolvimento de caquexia reumatoide é 

associado ao excesso de produção de citocinas pró-inflamatórias, em particular fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina 1β (IL-1β) (Walsmith et al. 2004; 

Roubenoff 2009).  

 
Figura i. 6 - Papel das citocinas na inflamação na artrite reumatoide. Adaptado de 
(Choy et al. 2001). 
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Inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2) são recomendados para o tratamento da 

AR e da osteoartrite (OA) (Yoon et al. 2005). No entanto, alguns têm mostrado efeitos 

colaterais inesperados (Yoon et al. 2005).  

Com a introdução dos agentes biológicos - caso dos inibidores do TNFα, houve 

uma melhoria no prognóstico da doença nomeadamente na perda de funcionalidade 

das articulações permitindo uma melhor qualidade de vida dos doentes (Klareskog et 

al. 2009). 

Uma das medidas preventivas amplamente recomendada à população prende-

se com o aumento do consumo de frutas e vegetais devido à grande variedade de 

antioxidantes que estes compostos contêm, nomeadamente os compostos fenólicos 

(Esposito et al. 2006; Rahman et al. 2006). 

Na verdade várias fontes de evidências sugerem que a produção de radicais 

livres no local da inflamação pode contribuir decisivamente para a patogénese da 

doença (Mapp et al. 1995; Araujo et al. 1998). 

Existe um grande potencial para que os compostos fenólicos da dieta se tornem 

a próxima geração de fatores dietéticos com efeitos na saúde ao nível do controlo da 

inflamação (Yoon et al. 2005). 

Os custos diretos e indiretos associados aos doentes com AR são muito altos 

(Huscher et al. 2006), o que fundamenta a necessidade de implementar medidas 

preventivas que levem a uma diminuição incidência da doença como, por exemplo, 

adoção de dietas ricas em alimentos que contenham um elevado teor de 

antioxidantes. 

Uma revisão sistemática sugeriu que há provas de um efeito protetor de uma 

maior ingestão de frutas e vegetais no desenvolvimento de AR (Pattison et al. 2004). 

Estudos in vitro mostraram que efetivamente antioxidantes da dieta suprimem a 

libertação de citocinas inflamatórias (Jung et al. 2004; Kowalski et al. 2005; Surh et al. 

2005). 

 

2.1 Modelos Experimentais de Artrite In Vivo 

Os modelos de artrite podem ser espontâneos, usando animais geneticamente 

modificados, ou induzidos. Nos modelos de indução 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 à sua semelhança à AR no humano (Asquith et al. 2009). 

Normalmente são utilizados murganhos DBA/1 e consiste na imunização dos animais 
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através da administração intradérmica de colagénio tipo II heterólogo em adjuvante de 

Freund completo, o qual irá amplificar a resposta imunitária pela presença de 

Mycobacterium tuberculosis mortos (Holmdahl et al. 1990; Nandakumar et al. 2007). 

Os sinais clínicos aparecem 21-25 dias após inoculação e manifesta-se como uma 

poliartrite mais proeminente nos membros com infiltração inflamatória sinovial, 

erosão do osso e da cartilagem e hiperplasia sinovial. Estão também presentes 

linfócitos B e T com a produção de anticorpos anti-colagénio e células T específicas 

para colagénio (Fig. i. 7) (Asquith et al. 2009).  

 

Figura i. 7 - Diagrama esquemático da inflamação e erosão óssea nas articulações 
artríticas de ratos do modelo CIA. Os anticorpos anti-CII produzidos pela imunização 
de proteína heteróloga e CII CFA ligam-se ao CII de cartilagem, e o sistema do 
complemento é ativada. C5a, que é um produto de clivagem do componente do 
complemento 5, é potentemente quimiotático para neutrófilos e macrófagos e 
modula a expressão de FcgRs. Os anticorpos ligados CII ativam através C5a os 
neutrófilos e macrófagos recrutados. Seguindo FcgR ligadura, estes leucócitos 
ativados segregam materiais e citocinas pró-inflamatórios quimiotáticas, tais como 
IL-1β, TNF-α, IL-8, IL-6, o óxido nítrico (NO), e as prostaglandinas (PGE2), que ativam 
macrófagos sinoviais e infiltrando células mononucleares. Em inflamação em curso, 
células T, células B, células dendríticas, macrófagos e sinoviais proliferar e agem em 
conjunto para secretar citocinas ao interagir uns com os outros. As MMPs, elastáse e 
catepsina G degradar a ECM e cartilagem. Os fibroblastos sinoviais e macrófagos 
progridem para hiperplasia e a formação de centros germinais ectópicos ocorrem 
algumas vezes, devido às atividades de citocinas, fatores de crescimento e 
neoangiogénese. Sob condições restritas, tais como os níveis mais baixos de IFN-γ e 
IL-4 e níveis mais elevados de TGF-β e IL-6, as células Th17 são induzidas e a 
osteoclastogénese ocorre. Os osteoclastos gerados causam erosão óssea. As células T 
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desempenham um papel regulador na sinóvia e aumenta ou inibe a inflamação e a 
erosão óssea, de acordo com as condições prevalecentes. Adaptado de (Cho et al. 
2007) 
 

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

 

3. DOENÇA INFLAMATÓRIA INTESTINAL (DII) 
As doenças inflamatórias intestinais (DII) são inflamações gastrointestinais 

idiopáticas crónicas que envolvem ulcerações recorrentes dos intestinos (Pithadia et 

al. 2011). DII, onde se incluem doença de Crohn (DC) e colite ulcerosa (CU), são 

doenças gastrointestinais comuns marcadas por inflamação crónica do epitélio 

intestinal, danificando o tecido mucoso e manifestam-se com vários sintomas 

intestinais e extraintestinais, principalmente relacionados com stresse oxidativo, 

inflamação e de autoimunidade (Targan et al. 1995; Fiocchi 1998; Mowat et al. 2011). 

A inflamação da mucosa intestinal é induzida por fatores ambientais, herança 

genética e imunidade. A imunidade é crucial entre todas. A homeostasia das citocinas 

tipo TH1/TH2 é importante na imunidade da mucosa intestinal. Citocinas pró-

inflamatórias estão significativamente aumentadas e citocinas anti-inflamatórias estão 

diminuídas na inflamação intestinal (Jian et al. 2005). 

As DII podem estar relacionadas com o aumento de permeabilidade do 

intestino, permitindo a passagem de agentes patogénicos que, com exposição repetida 

e contactando diretamente com as células imunitárias desencadeiam uma resposta 

adaptativa normal, levando a uma inflamação crónica (Strober et al. 2007) 

A mortalidade na doença inflamatória crónica é baixa (Duricova et al. 2010), o 

diagnóstico é feito na maior parte dos casos em doentes ainda jovens (Loftus et al. 

2002), o que faz prever que a prevalência global da DII continuará a aumentar 

substancialmente nas próximas décadas. As razões definitivas para as crescentes taxas 

da DII são em grande parte desconhecidas (Molodecky et al. 2012). Embora a etiologia 

de DII tenha vindo a ser extensivamente estudada nas últimas décadas (Podolsky 

2002), a patogénese da doença ainda não está totalmente compreendida (Jones et al. 

2008; Mikhailov et al. 2009). Contudo, está acordado que o início e progressão da DII 

resultam de uma interação complexa entre predisposição genética, razões ambientais, 

uma resposta imunológica aberrante e um ambiente infecioso (Thoreson et al. 2007; 

Wirtz et al. 2007; Mayer 2010). Também são referidos outros fatores como tabagismo, 

dietas ricas em gordura e açúcar, uso de certos medicamentos e stresse podem 

aumentar a probabilidade do aparecimento da doença (Danese et al. 2004). A 

localização geográfica, origem étnica, suscetibilidade genética, condições sanitárias e 
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de higiene, infeções microbiológicas e o sistema imune desregulado e o histórico 

familiar são fatores que condicionam a inflamação da mucosa (Baumgart et al. 2007).  

Evidências têm sugerido que a DII é o resultado de uma resposta imunológica 

anormal a bactérias intestinais em hospedeiros geneticamente suscetíveis (Abraham et 

al. 2009). 

As lesões intestinais típicas do DII revelam características e localização 

diferentes, dependendo se é DC ou CU. A DC é uma doença inflamatória transmural, 

ou seja, afeta todas as camadas da parede do intestino e qualquer localização ao longo 

do trato gastrointestinal, da boca ao ânus (Wibmer et al. 2010), envolvendo a mucosa, 

a submucosa, o tecido muscular e tecido conjuntivo (Mowat et al. 2011). Ao contrário 

da CU a doença de Crohn pode não ser contínua e deixar partes de tecido saudável, 

entre locais de tecido inflamado (CCFA et al. 2015). A colite ulcerosa é uma inflamação 

crónica, idiopática da mucosa do cólon, que começa no reto, tipicamente envolve 

apenas a mucosa e a submucosa superficial (Podolsky 1991) e geralmente estende-se 

em parte ou pela totalidade do cólon (Ordás et al. 2012). Manifesta-se normalmente 

como áreas contínuas de inflamação e ulceração, sem os segmentos do tecido normal 

(Head et al. 2003). Diarreia com sangue é o sintoma característico da doença, mas os 

doentes apresentam frequentemente dor abdominal, febre, e sinais clínicos de 

obstrução intestinal ou diarreia com passagem de sangue ou muco, ou ambos 

(Baumgart et al. 2012). 

A evolução clínica é imprevisível, marcada por períodos de exacerbação e 

remissão alternados (Ordás et al. 2012).  

Como a doença de Crohn pode envolver o cólon e tem manifestações clínicas 

comuns com a colite ulcerosa, estas duas doenças têm sido muitas vezes confundidas e 

diagnosticadas como doença inflamatória do intestino, apesar de serem claramente 

entidades fisiopatológicas distintas. A colite ulcerosa é a forma mais comum de doença 

inflamatória do intestino em todo o mundo. Em contraste com a doença de Crohn, a 

colite ulcerosa é uma doença da mucosa que é menos dada a complicações e pode ser 

curada por meio de colectomia e, em muitos doentes, é uma doença moderada 

(Solberg et al. 2009).  

Tanto a colite ulcerosa como a doença de Crohn são doenças da sociedade 

moderna, e sua frequência nos países desenvolvidos tem vindo a aumentar desde 

meados do século 20, mas a colite ulcerosa tem uma incidência maior (Loftus 2004). A 

sua incidência tem aumentado nos países que adotaram um estilo de vida 

industrializado o que sugere que fatores ambientais podem ser cruciais no 

desencadeamento desta doença (Ordás et al. 2012). 
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A alteração da permeabilidade do intestino é um dos fatores etiológicos que 

leva a uma resposta inflamatória descontrolada (Strober et al. 2007) 

O fator de necrose tumoral TNF-α está 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 eficácia do 

tratamento com anti-TNF-α para a colite ulcerosa, corroboraram a importância do 

TNF-α na patogénese da doença (Fig. i. 8) (Ordás et al. 2012). 

A síntese de TNF-α leva à produção de ROS que por sua vez leva à ativação do 

fator nuclear κβ (NF-κβ), responsável pela expressão de diversas citocinas, entre as 

quais se encontra o TNF-α, isto leva a uma ciclo vicioso e à perpetuação da inflamação 

(Head et al. 2003). 

 

Figura i. 8 - Fisiopatologia da colite ulcerosa. Adaptado de (Ordás et al. 2012).  
TLR = Toll-like receptor. HLA = antigénio leucocitário 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 adesão celular adressina de adesão da mucosa. 

 

A ativação de vias de NF-kB estimula a transcrição de genes pró-inflamatórios, o 

que resulta num aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, 

interleucinas 12, 23, 6, e 1β) (Ordás et al. 2012). 
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Como é hábito nas reações inflamatórias, existe libertação de espécies 

oxidativas. Também na CU a lesão pode ser causada pelo stresse oxidativo. Esta lesão 

resulta do desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigénio e de 

antioxidantes, contribuindo para perpetuação do dano tecidual e genético que poderá, 

eventualmente, levar ao desenvolvimento de cancro (Aslan et al. 2011).  

Apesar de já existirem diversos tratamentos para as doenças inflamatórias do 

intestino, nenhum deles é 100% eficiente na cura mas têm o objetivo de diminuir a 

sintomatologia e provocar remissão. Devido à natureza inflamatória destas doenças a 

maioria dos fármacos utilizados têm como alvos precisamente os mediadores das 

cascatas inflamatórias que estão na origem da Doença de Crohn e da Colite Ulcerosa.  

O tratamento farmacológico para a DII 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 diminuição da resposta inflamatória ativa (Mowat et al. 2011). 

Estas moléculas atuam em diversas moléculas da cascata inflamatória, 

nomeadamente: inibição da ciclooxigenase (COX), lipooxigenase (LOX), linfócitos B 

(Kozuch et al. 2008), interleucina-1, NF-κB (Egan et al. 1999), na ativação do TNF, na 

produção de ROS e sobre o fator ativador das plaquetas (Hanauer 2004). Estes 

fármacos são também capazes de inibir a quimiotaxia dos macrófagos intestinais e 

levar à redução de anticorpos das células mononucleares (Whittle et al. 2010). 

Sendo fármacos com contraindicações pelos seus possíveis efeitos secundários, 

continua a procurar-se novas moléculas anti-inflamatórias eficazes mas com menor 

toxicidade para o tratamento de doentes com DII (Jian et al. 2005). 

Nos últimos tempos têm sido usados uma nova geração de produtos 

biofarmacêuticos, principalmente anticorpos monoclonais visando o TNF-α, 

particularmente nas manifestações moderadas a graves da doença, resistentes às 

terapias convencionais. No entanto, existe um risco aumentado para malignidades e 

uma perda de resposta terapêutica ao longo do tempo devido à formação de 

anticorpos (Yadav et al. 2016).  

Em resumo, continua a procura de uma abordagem farmacológica que 

prejudique o desenvolvimento de processos inflamatórios no cólon com menor 

incidência dos efeitos adversos, mas também de estratégias preventivas e/ou 

modeladoras dos processos inflamatórios. 

Nos últimos anos, tem-se realçado que alguns alimentos com função nutritiva 

fornecem um efeito benéfico para a saúde na prevenção e tratamento de 

determinadas doenças (Ortega 2006; Sirtori et al. 2009). Alguns estudos vão surgindo 

neste campo tentando esclarecer a mais-valia de alguns alimentos, nomeadamente 
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presentes na dieta mediterrânica, e o seu efeito na prevenção ou controlo sobre o 

desenvolvimento desta doença. Um desses exemplos é o azeite extra virgem que foi 

testado num modelo de colite crónica. Os resultados mostraram que exerceu um 

efeito benéfico notável pela modulação de citocinas e na redução da COX-2 e iNOS por 

via da diminuição da expressão do p38 MAPK. Muitos destes benefícios são atribuídos 

não só ao conteúdo elevado de ácido oleico mas, sobretudo, aos altos teores de 

compostos fenólicos presentes no azeite (Sánchez-Fidalgo et al. 2012). 

Vários ensaios clínicos confirmaram a eficácia e tolerabilidade de suplementos 

naturais em doentes com DII. Evidências crescentes sugerem que estes compostos 

naturais realizam o seu efeito protetor sobre a DII através de numerosos mecanismos 

moleculares, incluindo anti-inflamatórios e imunorregulatórios, antioxidante, 

modulação de vias de transdução de sinal intracelular, bem como melhoria da 

microbiota intestinal (Farzaei et al. 2016).  

Vários trabalhos relatam que os alimentos vegetais enriquecidos com 

antocianinas desempenham o seu papel protetor na DII e cancro colorretal (CCR) 

induzido por inflamação via diferentes vias celulares de transdução de sinal (Sodagari 

et al. 2015; Farzaei et al. 2018). A combinação de alimentos enriquecidos com 

antocianinas com a medicação existente poderá ser encarada como novas opções 

terapêuticas para doentes com DII. Além disso, ensaios controlados randomizados 

(ECRs) bem planeados são essenciais para avaliar o papel de alimentos enriquecidos 

com antocianinas e de componentes isolados de antocianinas como promissores 

agentes dietéticos preventivos e terapêuticos para DII e para a oncogénese a ela 

associada (Farzaei et al. 2018), desde que a sua segurança e eficácia sejam confirmadas 

em futuros ensaios clínicos bem delineados, com uma amostragem adequada (Farzaei 

et al. 2016).  

Assim, muitos mais alimentos ou extratos fenólicos desses alimentos deverão 

ser estudados com o objetivo de prevenção do aparecimento de doenças, 

nomeadamente, das DII. 

Com esse objetivo neste trabalho estuda-se o efeito do extrato fenólico de 

dióspiro, como antioxidante e anti-inflamatório, num modelo animal de CU. 

 

3.1 Modelo Experimental de Colite 

Os modelos animais de inflamação intestinal são indispensáveis para a nossa 

compreensão da patogénese da doença de Crohn e colite ulcerosa, as duas principais 

formas de doença inflamatória dos intestinos em humanos. Também a procura de 

outras abordagens terapêuticas é crucial para o tratamento de DII e, para tal, é 

importante o uso de modelos animais para mimetizar as características da doença. 
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As disfunções da barreia epitelial são importantes, já que levam ao 

desenvolvimento de inflamação intestinal, devido ao contacto que existe entre os 

antigénios que passam pelos intestinos e o sistema imunitário adaptativo (Strober et 

al. 2007). 

A colite pode ser induzida pela administração intrarretal dos reagentes ácido 

2,4,6-tri-nitro-benzeno-sulfónico (TNBS)/oxazolona ou sulfato de sódio dextrano (DSS) 

(Morris et al. 1989; Wirtz et al. 2007), que se acredita induzirem uma resposta 

mediada por células T contra antigénios proteínas/luminais autólogas modificadas-

hapteno. O etanol é necessário para quebrar a barreira das mucosas, ao passo que 

TNBS e oxazolona se acredita que haptenize autólogos do cólon ou proteínas da 

microbiota tornando-os imunogénicos para o sistema imunitário do hospedeiro 

(Neurath et al. 1995). 

O TNBS e o DSS induzem quimicamente a inflamação intestinal e são os 

modelos mais utilizados de indução química de colite, tanto aguda como crónica (Wirtz 

et al. 2007). Estes são modelos baseados na inflamação intestinal devido à perturbação 

da integridade epitelial ou seja, o início da doença deu-se pela deficiência na 

integridade epitelial/permeabilidade (Fig. i. 9). 

 

 
Figura i. 9 - Mecanismo de indução e tolerância no modelo de colite induzida por 
ácido trinitro-benzeno sulfónico (TNBS). Adaptado de (Strober et al. 1998).  
APC = célula apresentadora de antigénio; MAC = macrófago; TNF-α = fator de 
necrose tumoral-α.  

 

A gravidade da doença e o tempo requerido para produzir a lesão pode variar 

entre laboratórios (Murthy 2006). Em geral, a lesão aguda transmural atinge o ponto 

máximo em três dias a uma semana, após a instalação intracolónica, o que 

gradualmente progride para inflamação crónica durante cerca de oito semanas (Morris 
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et al. 1989; Murthy 2006; Qin et al. 2011). Concretamente, o TNBS apresenta uma 

infiltração de células inflamatórias dentro de 2 horas após a administração, mas os 

sinais típicos de inflamação crónica podem desenvolver-se após 48 horas (Cheon et al. 

2012).  

Dado que a colite é amplamente reconhecida como uma doença mediada por 

Th1, os perfis de citocinas na colite com TNBS apoia ainda mais a relevância do modelo 

TNBS para estudar as respostas do sistema imunológico relacionadas com a colite (Alex 

et al. 2009). 

O modelo de colite por TNBS tem sido muito útil para estudar muitos aspetos 

importantes da inflamação do intestino, incluindo os padrões de secreção de 

citoquinas, os mecanismos de tolerância oral, a adesão celular e imunoterapia (Wirtz 

et al. 2007). 

Para efeitos de avaliação de novos agentes terapêuticos, modelos de colite 

aguda experimentalmente induzida (por exemplo, DSS ou TNBS) são amplamente 

usados apesar de se assemelharem somente em alguns aspetos à doença humana. 

Estes modelos indutíveis oferecem a vantagem adicional de custo-eficiência e alta 

reprodutibilidade (Wirtz et al. 2007). 

 

4. ATIVIDADE ANTICARCINOGÉNICA 
A persistência da inflamação numa forma crónica gera um ambiente 

profundamente modificado que favorece a ocorrência de células transformadas e a 

sua progressão a cancros malignos (Ognjanovic et al. 2010). A inflamação crónica é 

uma das marcas da maioria dos tumores sólidos e é uma condição precursora de uma 

grande gama de cancros incluindo os do cólon, esófago, estômago e bexiga 

(Ognjanovic et al. 2010). A inflamação crónica é caracterizada pela atração persistente 

de células imunológicas que secretam mediadores específicos no local de lesão 

(Ognjanovic et al. 2010). Estes mediadores incluem radicais livres agressores de DNA, 

citocinas e quimiocinas que aumentam a proliferação celular, estimulam o 

desenvolvimento de células estromais, diminuem a apoptose, aumentam a neo-

angiogénese e facilitam a motilidade e invasão celulares (Ognjanovic et al. 2010). As 

citocinas são produzidas numa larga variedade de formas com sobreposição dos 

efeitos biológicos, operando dentro de uma complexa rede de sinalização (Ognjanovic 

et al. 2010). De particular importância no cancro são as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), 

TNFα, quimiocinas e seus recetores, bem como os recetores de “death domain family” 

(Ognjanovic et al. 2010). Células residentes de locais inflamatórios adaptam-se 

produzindo fatores que aumentam a sua sobrevivência (Ognjanovic et al. 2010). Um 

desses fatores é a ciclooxigenase-2 (COX-2), que é controlada pela interação entre 
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proteína supressora de tumor 53 (p53) e o fator nuclear kapa B (NF-кB), dois fatores 

com amplos papéis nas respostas inflamatórias (Ognjanovic et al. 2010). Assim, 

segundo o trabalho desenvolvido por Ognjanovic e colega (2010), o cancro pode ser 

visto como a consequência duma falha na resposta, essencialmente orientada para a 

cicatrização de feridas (Ognjanovic et al. 2010). Nesta perspetiva, os mediadores 

inflamatórios oferecem uma gama grande de potenciais alvos para intervenções 

preventivas ou terapêuticas (Ognjanovic et al. 2010).  

As paredes do cólon e reto são compostas de várias camadas, incluindo 

mucosa, submucosa, muscular própria e serosa. A camada mais íntima da parede do 

intestino, a mucosa, é composta por uma camada única de células epiteliais colunares, 

que produz grande quantidade de muco, sendo assim, denominadas de células 

caliciformes. Este é o sítio das primeiras alterações genéticas que levam ao 

desenvolvimento do cancro (Yeatman 2001). 

A mucosa intestinal tem funções de excreção, absorção e barreira imunitária. A 

função de barreira da mucosa é levada a cabo por células epiteliais intestinais, 

componentes extracelulares e sistema imunitário. Estes componentes podem bloquear 

substâncias nocivas de entrarem no corpo (Targan et al. 1995; Fiocchi 1998).  

A incidência e a prevalência mundiais das doenças inflamatórias intestinais (DII) 

aumentaram drasticamente ao longo do tempo, evidenciando a sua emergência como 

doença crónica global (Molodecky et al. 2012; Burisch et al. 2014). Um dos principais 

problemas de saúde crónicos em relação à DII é o potencial para a diferenciação 

celular. A carcinogénese colónica exemplifica a ligação entre a inflamação crónica e a 

origem do cancro e tem sido discutida e investigada há muito tempo. Doentes com 

colite ulcerosa e doença de Crohn têm um risco elevado de desenvolver cancro, 

incluindo cancro de cólon e cancro de intestino delgado respetivamente (Bernstein et 

al. 2001). 

O cancro colorretal associado à colite (CAC) é um tumor que se desenvolve no 

contexto da inflamação crónica e é considerada a complicação mais grave da DII 

(Taleban et al. 2016). Os doentes com colite ulcerosa são mais propensos a 

desenvolver cancro colorretal (CCR) (risco de 20 a 30 vezes) quando comparado com a 

população em geral (Romano et al. 2016). O cancro colorrectal em doentes com colite 

ulcerosa surge nas áreas de inflamação crónica da mucosa, a displasia unifocal ou 

multifocal (Mathy et al. 2003). 

O CCR começa normalmente a manifestar-se nas idades compreendidas entre 

os 45 e os 50 anos, mas aumenta progressivamente com a idade, e os homens têm um 

maior risco do que as mulheres (Society 2013). Neste tipo de cancro, apenas 5% dos 

casos é de origem hereditária (Labianca et al. 2010). 
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Na Europa, surgem cerca de 250 000 novos casos por ano de cancro do cólon, 

em que aproximadamente 9% são malignos, com maior incidência nas zonas 

urbanizadas e industrializadas (Labianca et al. 2010). 

Sabe-se que uma alimentação adequada poderia prevenir entre 70 a 80% de 

todos os casos de CCR (Glade 1999). Para além da dieta, a obesidade e a inflamação 

são fatores de risco para este tipo de cancro (Bruce et al. 2000). A indução de cancro 

por inflamação pode ser suscetível a influências nutricionais. Assim, componentes 

alimentares, podem ser envolvidos na geração de espécies reativas de oxigénio, que 

podem influenciar as defesas antioxidantes, ou interferir no processo inflamatório. O 

consumo de carnes vermelhas, carnes processadas, bebidas alcoólicas (mais de 30 g 

diários de etanol), gordura saturada e açúcar são fatores que levam ao 

desenvolvimento deste tipo de cancro (Cancer et al. 2007). Para além dos riscos 

alimentares, o tabagismo, o uso crónico de anti-inflamatórios não esteroides, doenças 

colorretais, pré-disposição genética e síndrome metabólico aumentam o risco para o 

cancro de cólon (Stewart BW 2003). 

A metastização é um processo pelo qual o tumor se difunde de um órgão 

primário para órgãos ou tecidos secundários (Deryugina et al. 2006). Para que isto 

ocorra é necessário que as células cancerígenas passem diversas barreiras fisiológicas 

(Chambers et al. 1997), sendo que apenas algumas, menos de 0,1%, têm a capacidade 

de superar todos os obstáculos e sobreviver para formar novas colónias (Stamenkovic 

2000). No entanto, como já mencionado, uma percentagem relevante dos indivíduos 

com cancro apresenta metastização. As metástases definem o tumor maligno e são a 

principal causa de morte no cancro (Stamenkovic 2000). Há várias décadas que a 

literatura tem associado as metaloproteases de matriz (MMP) com este fenótipo 

maligno (Liotta et al. 1982; Pauli et al. 1983). 

 

4.1 Metaloproteases da Matriz 

As metaloproteases da matriz (MMPs) estão implicadas em determinados 

pontos críticos no processo de metastização como no destacamento, na passagem das 

células cancerígenas para os vasos sanguíneos ou linfáticos (intravasamento) e ainda 

no processo inverso, ou seja, a passagem destas células para fora dos vasos sanguíneos 

ou linfáticos (extravasamento), Fig. i. 10 (Stamenkovic 2000). 
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Figura i. 10 - Processo de metastização. Adaptado de (Wirtz et al. 2011). 

 
As MMPs são endoproteases dependentes de zinco com capacidade de 

degradação dos componentes da matriz extracelular (Nagase et al. 1999). As MMPs 

têm funções cruciais em vários processos fisiológicos normais, como na degradação 

fisiológica da matriz extracelular, por exemplo, na formação e remodelação de tecidos, 

sua reparação e angiogénese e desenvolvimento de órgão (Shapiro 1998; Page-McCaw 

et al. 2007), na regulação de processos inflamatórios (Parks et al. 2004) e em doenças 

como o cancro (Egeblad et al. 2002).  

Estas estão ligadas ao desenvolvimento das metástases do cancro, a inflamação 

crónica e a danos nos tecidos, em distúrbios neurológicos (Klein et al. 2011). Estas 

desordens ocorrem porque as MMPs regulam diferentes processos celulares, 

nomeadamente, a apoptose, angiogénese, invasão e metastização (Verma et al. 2014). 

As MMPs regulam a apoptose através da degradação da matriz proteica, que pode 

resultar numa ação apoptótica ou anti-apoptótica nas células endoteliais e epiteliais 

(Herren et al. 1998). 

Estas proteases da família das metaloproteases (Klein et al. 2011), podem ser 

divididas em 5 subgrupos, identificados consoante os substratos sobre os quais 

exercem proteólise (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 

glicoproteínas como substratos (Nagase et al. 1999);  

(iii) as gelatinases (MMP-2 e -9), que são particularmente ativas na degradação 

de substratos da matriz extracelular (ECM) como o colagénio tipo I 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 não têm o domínio hemopexina-like e 

são capazes de processar o colagénio IV, mas não o colagénio I (Marchenko 

et al. 2001); 

(v) MMPs membranares tipo I (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 família das MMPs, existem duas metaloproteases específicas, a 

gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9). A maior diferença entre MMP-2 e 

MMP-9 é a diferente regulação da expressão (Huhtala et al. 1991). 

Tipicamente a MMP-2 é expressa apenas constitutivamente com pequenos 

ajustes na regulação de aumento ou diminuição sob várias condições (Birkedal-Hansen 

et al. 1993). Pelo contrário, a expressão da MMP-9 é altamente indutível pelos fatores 

de crescimento, quimiocinas e outros sinais estimuladores (Hipps et al. 1991). 

As gelatinases degradam vários tipos de colagénio presente na matriz 

extracelular, bem como gelatina e elastina (Fanjul-Fernandez et al. 2010). A ativação é 

conseguida por remoção proteolítica do pro-péptido por enzimas, como a tripsina, 

plasmina (Vanwart et al. 1990) e outras MMPs ou por stresse oxidativo. A ativação das 

MMPs pode ser influenciada pelas espécies reativas de oxigénio. A resposta 

inflamatória no local do tumor gera grandes quantidades de ROS que são produzidos 

pelos neutrófilos e macrófagos ativados. Estes oxidantes inicialmente ativam MMPs via 

oxidação do pró-domínio cisteína (Weiss et al. 1985) mas, eventualmente, em 

combinação com a enzima mieloperoxidase, contributo das células inflamatórias. (Fu 

et al. 2003). 

O aumento da atividade das gelatinases tem sido observado numa variedade de 

patologias incluindo o cancro, inflamação, doenças infeciosas, doenças neurológicas 

degenerativas e doenças vasculares (Van den Steen et al. 2002). Estudos mostram que 

das MMPs, as gelatinases são as mais importantes para a formação de metástases 

(Bjorklund et al. 2005; Nikkola et al. 2005). Ambas são expressas em várias células 

incluindo fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais, monócitos e osteoclastos 

(Fanjul-Fernandez et al. 2010) e vários estudos mostram que estão diretamente 

implicadas na formação de metástases, 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 têm um papel crucial na invasão e 

metastização do cancro, pois as células estão ligadas entre si pela matriz extracelular e 
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quando esta é degradada, as células cancerígenas estão livres para iniciar a migração, 

entrar na corrente sanguínea, proliferar e colonizar outros locais. Vários estudos têm 

verificado esta relação entre as MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B) e a 

formação de metástases (Bernhard et al. 1994; Hua et al. 1996; Itoh et al. 1998; 

Parsons et al. 1998) e que com a inibição das gelatinases, em particular da MMP-9, é 

possível impedir de uma forma eficaz a formação de metástases e a invasão tumoral 

(Zheng et al. 2006; Yang et al. 2014).  

Os inibidores das MMP’s (MMPIs) conseguiram reduzir a progressão do 

cancro/metástase em ensaios in vitro e em modelos animais, parecendo serem 

principalmente eficazes nos estados iniciais do cancro ou até na prevenção do 

desenvolvimento de micrometástases não detetadas após a cirurgia (Herszenyi et al. 

2012). 

Devido à aparente eficácia da inibição destas enzimas na prevenção de 

metástases, tem havido um trabalho desenvolvido na criação de inibidores de MMPs 

sintéticos. No entanto, os resultados não têm sido muito animadores, uma vez que 

devido à sua similaridade e ubiquidade, torna-se difícil inibir especificamente a MMP-9 

ou a MMP-2 sem se observarem graves efeitos secundários, devido à inibição não 

seletiva das MMPs. Estudos realizados anteriormente com o objetivo de inibir a 

atividade das enzimas em doentes com cancro produziram resultados muito 

insatisfatórios com vários efeitos secundários e generalizados, como no sistema 

músculo-esquelético, devido à toxicidade dos inibidores (Zucker et al. 2004). Por esta 

razão, a investigação mais recente tem-se direcionado para novos compostos 

inibidores de MMPs, principalmente derivados de plantas, que apresentam um menor 

risco de aparecimento de efeitos secundários e de toxicidade e sendo clinicamente 

ativos contra vários tipos de células cancerígenas (Sarkar et al. 2010; Herszenyi et al. 

2012).  

A utilização de alimentos com atividade anticancerígena e anti-metastática, 

abriu portas para uma ação preventiva da formação tumoral, em que os alimentos ou 

os seus componentes proporcionam benefícios para a prevenção e/ou tratamento 

tumoral (de Mejia et al. 2010). Algumas estratégias terapêuticas de sucesso contra o 

crescimento do cancro do cólon têm sido alcançadas usando suplementos alimentares 

vegetais com ação sobre MMPIs usadas na prevenção ou em recidivas pós cirúrgicas 

(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 benefício do consumo de legumes no 

potencial decréscimo do risco de cancro embora haja necessidade continuar a 

pesquisa nesta área (Glade 2008). 
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Estudos in vivo e in vitro com dióspiro (Diospyros kaki L.) sugerem um papel 

relevante deste fruto na proteção contra os radicais livres e na prevenção de algumas 

doenças humanas (Giordani et al. 2011), o que é justificado pela sua composição 

química e pela sua riqueza em compostos fenólicos. 

Já foi descrito que a β-criptoxantina e a quercetina no extrato de pele de 

dióspiro têm um efeito preventivo da carcinogénese (Chen et al. 2002; Nishino et al. 

2002; Murakami et al. 2008). 

Também os resultados de Izuchi e colaboradores (2011) mostraram um 

decréscimo na expressão de genes relacionados com o processo tumoral, sugerindo 

que o extrato de pele de dióspiro testado, suprime o stresse oxidativo que pode 

resultar em carcinogénese, contudo mais estudos são necessários para esclarecer o 

mecanismo pelo qual ocorre este efeito anticancerígeno (Izuchi et al. 2011). 

As proantocianidinas do dióspiro também têm sido associadas à atividade 

antioxidante, atividade anti-inflamatória e prevenção da aterosclerose (Gorinstein et 

al. 2000) e existem, ainda, evidências que de que os extratos de dióspiro e seus 

constituintes possuem uma atividade antitumoral potente em células de cancro 

humano. Embora os mecanismos moleculares envolvidos permaneçam em grande 

parte desconhecidos, estudos mostraram que o ácido 24-hidroxiursólico, um 

triterpenóide encontrado no dióspiro, ativa a proteína cinase AMP-ativada (AMPK), 

inibe a expressão da ciclooxigenase-2 (COX-2) em células HT-29 e induz apoptose 

celular por ativação de poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), caspase-3 e fosforilação 

de p53 em Ser15. Também induz fortemente a fragmentação do DNA em células HT-29 

e, assim, inibe significativamente a formação de colónias de células HT-29 em agar 

(Khanal et al. 2010). No entanto, não há nenhuma evidência da ação do dióspiro na 

atividade das metaloproteases da matriz (MMP-9 e MMP-2). 

Existem várias linhas de evidência em que o extrato de dióspiro e seus 

constituintes têm atividade antitumoral potente contra células tumorais humanas. No 

entanto, os mecanismos moleculares em atividades antitumorais não são ainda 

compreendidos (Achiwa et al. 1997; Kawase et al. 2003; Direito et al. 2017). 

A metodologia para estudar o possível efeito anticarcinogénico dos extratos 

fenólicos do dióspiro pode assentar em técnicas in vitro usando células de 

adenocarcinoma de cólon humano, HT-29, que são células epiteliais intestinais 

humanas, com características aderentes e tumorogénicas, no intuito de avaliar a 

implicação desses compostos fenólicos na prevenção do desenvolvimento do cancro 

colorretal, testando o efeito dos extratos na proliferação e invasão de células de 

carcinoma do cólon humano. 
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É usual avaliar a capacidade anti-proliferativa dos extratos em células HT-29, 

fazendo ensaio de migração celular e determinando as concentrações mínimas 

inibitórias (MICs). 

É ainda de toda a utilidade estudar a inibição da atividade das enzimas MMP-9 

e MMP-2 através da inibição da atividade gelatinolítica em células HT-29, com 

zimografia de substrato usando SDS-PAGE. 

 

5. FITOSSOMAS 
Atualmente, a extração de ingredientes funcionais do dióspiro tornou possível a 

sua utilização em muitos alimentos como, por exemplo, iogurtes ou produtos de 

panificação, a fim de melhorar a textura e a viscosidade do produto e até aumentar o 

seu potencial pré-biótico (Thebaudin et al. 1997; Guevara-Cruz et al. 2013; Martinez-

Las Heras et al. 2017).  

No atual cenário da Saúde, observa-se uma mudança de paradigma do 

tratamento para a prevenção. O potencial preventivo dos suplementos alimentares 

começa a ser um dos focos da indústria alimentar e farmacêutica. Para garantir o 

cumprimento de seu uso a longo prazo, o desenho dos sistemas de veiculação 

adequados para estes suplementos administrados por via oral torna-se um pré-

requisito. A via de administração oral é considerada uma via não invasiva, com uma 

enorme facilidade de execução, levando à adesão do doente a longo prazo. Porém, é 

igualmente descrito que a via oral de administração é condicionada por diversos 

fatores intrínsecos à anatomofisiologia do trato gastrointestinal (GI) mas também 

características relacionadas com os próprios 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 

número de novas estratégias de formulação está sendo desenvolvido para superar os 

problemas relacionados à absorção oral e à biodisponibilidade desses produtos. Estas 

novas formulações foram utilizadas não só para aumentar a solubilidade e 

biodisponibilidade destes bioativos, mas também se revelaram eficazes no aumento da 

sua estabilidade física, química e biológica. A literatura descreve ainda vários exemplos 

dessas formulações que oferecem uma vantagem adicional de controlar a libertação 

de agentes bioativos por um período prolongado de tempo e também de fazê-los 

chegar ao local necessário, evitando assim o seu desperdício e permitindo otimizar as 

doses que são administradas (Lipinski et al. 2001; Ajazuddin et al. 2010; Belcaro et al. 

2010; Abd El-Fattah et al. 2017). 

A veiculação destes agentes bioativos em nanossistemas é considerada uma 

estratégia promissora para a otimização dos seus efeitos farmacológicos, nutracêuticos 
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ou funcionais. Recentes revisões bibliográficas demonstraram que, de todos os 

fármacos utilizados na clínica moderna, cerca de 90% apresentam origem natural, isto 

é, são derivados de produtos naturais ou a sua estrutura química foi inspirada em 

produtos naturais (Newman et al. 2012).  

Novas estratégias de veiculação de fármacos como acontece com os 

FITOSSOMAS® (Indena, Milão, Itália) têm demonstrado inúmeras vantagens para 

ultrapassar essas limitações (Semalty et al. 2010).  

Os fitossomas são complexos moleculares formados por fosfolípidos, como a 

fosfatidilcolina, e os fitocomponentes existentes num produto natural. Como principais 

componentes da membrana celular, os fosfolípidos possuem uma excelente 

biocompatibilidade (Vemuri et al. 1995; Nogueira et al. 2015). Além disso, os 

fosfolípidos são conhecidos pelas suas estruturas anfifílicas. Esta última característica 

confere uma capacidade de auto-organização, para fácil formação de emulsões e 

características humectantes muito interessantes do ponto de vista cosmético. Em meio 

aquoso, os fosfolípidos geram diferentes estruturas supramoleculares que são 

naturalmente dependentes das suas propriedades e condições específicas. No 

mercado existem inúmeros produtos baseados em fitossomas (Indena 2018).  

Os fitossomas diferem dos lipossomas pois têm um teor de fosfolípido similar 

ao do fármaco (proporção molar 1:1 ou 1:2) que permite uma maior proporção de 

fitocomponentes no complexo (Fig. i. 11). No caso dos lipossomas, o composto ativo é 

colocado no interior de uma cavidade interna da partícula, verificando-se uma 

interação limitada com o meio circundante. No fitossoma existe uma dispersão do 

composto ativo no meio fosfolipídico (Indena 2018). 

Os fosfolípidos são pequenas moléculas lipídicas onde a “cauda” hidrofóbica 

tem o glicerol ligado a dois ácidos gordos e a “cabeça” hidrofílica, constituída pelo 

grupo álcool fosforilado ligado ao glicerol, ou a serina, ou a etanolamina ou a colina ou 

a inositol (Citernesi et al. 1995; Stryer et al. 1995). Fosfolípidos de soja, principalmente 

fosfatidilcolina, são substâncias lipofílicas e facilmente complexam compostos 

fenólicos. Neste contexto, fosfatidilcolina, o principal bloco de construção molecular 

das membranas celulares e um composto miscível em água e em óleo/ambientes 

lipídios, é bem absorvido por via oral e tem o potencial para atuar como um 

acompanhante (chaperon) de compostos fenólicos, acompanhando-os através de 

membranas biológicas (Kidd 1996; El-Far et al. 2018). 
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Figura i. 11 – Fitossomas são formas avançadas de formulações vegetais feitas pela 
ligação de parte individual do extrato vegetal à fosfatidilcolina (PC). Adaptada de: 
Copyright © FIT-BioCeuticals Ltd. 

 

As primeiras referências da preparação destes complexos referem-se ao uso 

essencialmente de solventes orgânicos no meio reacional como, por exemplo, o 

diclorometano ou o dioxano (Saraf et al. 2013). Estes solventes apresentam grandes 

limitações de segurança e têm sido progressivamente substituídos por solventes 

menos tóxicos como a acetona ou o etanol (Saraf et al. 2013). Os métodos mais 

frequentes de preparação de fitossomas são a evaporação de solvente, salting-out ou 

ainda através da utilização de fluídos supercríticos (Saraf et al. 2013; Gonçalves et al. 

2018). 

Para uma boa biodisponibilidade, os produtos naturais devem ter um bom 

equilíbrio entre a hidrofilicidade (para dissolução nos fluidos gastrointestinais) e 

lipofilicidade (para atravessar biomembranas). Muitos fitoconstituintes como os 

compostos fenólicos têm boa solubilidade em água mas são, no entanto, mal 

absorvidos (Manach et al. 2004) devido ao seu tamanho grande, incompatível com um 

processo de difusão passiva e/ou sua fraca miscibilidade com óleos e outros lípidos. 

Como resultado, a capacidade dos flavonóides para atravessar a membrana exterior do 

intestino delgado rica em lípidos é severamente limitada (Semalty et al. 2010; 

Gonçalves et al. 2018).  

Fitoconstituintes solúveis em água (principalmente compostos fenólicos) 

podem ser convertidos num complexo molecular mais compatível com lípidos. Aqui o 

complexo é geralmente mais biodisponível do que um simples extrato vegetal devido à 

sua capacidade de atravessar as biomembranas ricas em lípidos e alcançar a circulação 

(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 

(Milão, Itália) no final dos anos oitenta. São muitos os extratos vegetais populares que 

estão comercialmente disponíveis na forma fitossomal, como, por exemplo, Ginkgo 

biloba L., sementes de uva (Vitis vinifera L.), cardo milk thistle (Silybum marianum (L.) 

Gaertn), chá verde (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), ginseng (Panax ginseng C.A. 

Meyer), alcaçuz (Glycyrrhiza glabra L.), castanha (Aesculus hippocastanum L.), Centella 

asiatica (L.) Urban, azeitona (Olea europea L.), Terminalia sericea Burch. Ex. DC, Amni 

visnaga (L.) Lam, cúrcuma (Curcuma longa L.) e espinheiro (Crataegus spp.) (Semalty et 

al. 2010).  

De acordo com o nosso conhecimento baseado na pesquisa bibliográfica 

realizada entre 1980 e 2019 usando motores de busca e fontes de indexação online 

como o Google Books, PubMed e Web of Knowledge, o extrato de dióspiro ainda não 

foi encapsulado em fitossomas. O dióspiro e os seus componentes têm potencial 

promissor como agentes moduladores na terapia baseada na dieta. No entanto, a 

investigação integrada e meta-análise são ainda necessários para melhorar a 

meticulosidade (Butt et al. 2015). 

Em resumo, como é mais vantajosos prevenir doenças crónicas do que tratá-

las, reduzir o risco de doenças cardiovasculares ou cancro, tornou-se uma das 

prioridades das autoridades de saúde, dos cientistas e da indústria alimentar. Para 

reduzir o risco de sofrer de doenças associadas ao stresse oxidativo, é 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 

inflamação está, por um lado diretamente relacionada com o stresse oxidativo e, por 

outro, com muitas doenças crónicas é importante estudar a possível ação anti-

inflamatória dos mesmos alimentos tanto por via de mecanismos antioxidantes como 

outros. 

É inegável o papel da alimentação na saúde humana. A chamada alimentação 

“dos países industrializados” caracterizada por ser altamente calórica, rica em açúcares 

refinados e ácidos gordos saturados, e pobre em antioxidantes e fibras favorece o 

desenvolvimento de algumas doenças crónicas como obesidade, diabetes, doenças 

cardiovasculares e cancro. De facto, este tipo de alimentos altera a homeostasia do 

endotélio vascular, havendo evidências que após o seu consumo há um aumento 

excessivo das citocinas pró-inflamatórias e diminuição das anti-inflamatórias o que 

pode conduzir à hipertensão, resistência à insulina, dislipidémias, aterosclerose e 

doenças cardiovasculares (DCV) (Esposito et al. 2006) 

Pelo contrário sabe-se que outras dietas são responsáveis por uma diminuição 

dos fatores de risco associados às doenças crónicas sendo uma delas a dieta 

mediterrânica em que se verifica uma diminuição na mortalidade por DCV 

(Trichopoulou et al. 2003; Estruch et al. 2006) e no aparecimento de diabetes tipo 2 e 
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síndrome metabólico (Martinez-Gonzalez et al. 2008). O mecanismo através do qual a 

dieta mediterrânica beneficia o sistema cardiovascular não está atualmente bem 

definido, mas sabe-se que esta dieta está inversamente relacionada com alguns 

marcadores inflamatórios como a Interleucina-6 (IL-6), PCR e também com o stresse 

oxidativo (Dai et al. 2008).  

O padrão de dieta mediterrânica tradicional é caracterizado por uma 

abundância de alimentos vegetais, como verduras, legumes, frutas, grãos, cereais, 

nozes, peixe e consumo moderado de carnes brancas. O azeite é a principal fonte de 

gordura. Quantidades variáveis de vinho são frequentemente consumidas com as 

refeições. O vinho em quantidades moderadas também está incluído nesta dieta e 

ervas aromáticas e especiarias são outro componente importante que parece 

aumentar as características de promoção da saúde pela dieta alimentar e 

palatabilidade (Vallverdu-Queralt et al. 2014). Muitos dos componentes característicos 

da dieta mediterrânica são considerados "alimentos funcionais", os quais são 

conhecidos por terem efeitos positivos sobre a saúde, capacidade de bem-estar, e 

podem ser responsáveis por algumas das vantagens associadas à dieta (Oliviero et al. 

2015). 

Os compostos fenólicos de frutas e legumes, azeite virgem e vinho tinto, têm 

sido alvo de atenção devido às suas propriedades anti-inflamatórias, anti-angiogénicas, 

cardioprotetores e anticancerígenas importantes (Oliviero et al. 2015). 

Sendo o dióspiro um fruto da dieta mediterrânica rico em compostos fenólicos 

pareceu-nos importante estudarmos a sua potencialidade como antioxidante e anti-

inflamatório bem como averiguar se terá algum papel no cancro.  

Sendo um fruto com uma quantidade considerável de açúcar aconselhar a sua 

ingestão em grande quantidade pode não fazer sentido, em especial quando se trata 

de grupos de risco como os diabéticos. Por outro lado, tratando-se de um fruto sazonal 

só está disponível no mercado por períodos relativamente curtos. Assim, poderá ser 

importante conseguir produzir um suplemento alimentar usando uma forma 

farmacêutica que permita a ingestão controlada da dose eficaz de compostos fenólicos 

sem a desvantagem da ingestão de grande quantidade de açúcar. 

6. OBJETIVOS GERAIS 
Considerando o exposto anteriormente, este trabalho tem por objetivo estudar 

as atividades antioxidante e anti-inflamatória e o potencial antitumoral de um extrato 

de Diospyros kaki L (dióspiro) visando a formulação de uma forma farmacêutica oral 

desse extrato. 

Os objetivos específicos do trabalho experimental realizado são os seguintes: 
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I. Obtenção de um extrato de dióspiro rico em compostos fenólicos e 

fazer a sua caracterização química.  

II. Avaliação da atividade antioxidante e anti-inflamatória do extrato de 

dióspiro 

III. Avaliação in vitro da atividade anticancerígena do extrato de dióspiro. 

IV. Formulação do extrato numa forma farmacêutica oral (fitossomas) e 

sua avaliação. 

Para se atingirem os objetivos propostos, o trabalho experimental foi delineado 

em cinco etapas e compreende os capítulos seguintes: 

Capítulo I - descreve a otimização do método para preparação dos extratos de 

dióspiro e a caracterização química dos extratos obtidos, incluindo a avaliação da 

composição fenólica e atividade antioxidante in vitro, utilizando diferentes 

metodologias analíticas. 

Assim, apresentam-se e discutem-se os dados dos estudos preliminares que 

possibilitaram a seleção dos métodos de extração e das técnicas de preparação da 

amostra de Diospyros kaki L. (dióspiro). Procede-se à caracterização química dos 

extratos utilizados que irão ser utilizados nos ensaios in vivo e in vitro. Esta 

caracterização compreendeu avaliação da composição fenólica e da atividade 

antioxidante in vitro. 

A 1ª etapa do trabalho compreende a comparação de diferentes modos de 

preparação da amostra, implementação e/ou otimização de metodologias para a 

obtenção de um extrato rico em compostos fenólicos. A avaliação do melhor extrato é 

feita por métodos espectrofotométricos para a determinação do teor total de 

compostos fenólicos (método de Folin-Ciocalteur), flavonóides totais e procianidinas 

totais. São utilizados métodos separativos nomeadamente, cromatografia líquida 

associada a diferentes modos de deteção (absorção no UV-visível, fluorescência, 

eletroquímico e espectroscopia de massa) para a análise dos diferentes compostos 

fenólicos do extrato e também será avaliada a sua capacidade antioxidante pelos 

testes ORAC e HORAC.  

Capítulo II - respeitante à avaliação da atividade do extrato de dióspiro, in vitro 

e in vivo, no que se refere a potenciais efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios.  

Assim, (i) são apresentados e discutidos os resultados obtidos nos estudos de 

avaliação das propriedades antioxidantes intracelulares; (ii) é estudado o efeito anti-

inflamatório de um extrato fenólico de dióspiro num modelo de inflamação aguda e 

em dois modelos de inflamação crónica, (modelo AR e modelo CU) realizados em ratos 

e ratinhos. 
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Realizam-se estudos com extratos de dióspiro para a caracterização in vitro de 

efeitos antioxidantes (atividade antioxidante intracelular e impacto no oxidative burst 

em neutrófilos humanos) e anti-inflamatórios. Com a realização de estudos in vivo em 

animais de laboratório, envolvendo a ingestão de uma dieta suplementada com um 

extrato de dióspiro, visando a avaliação de efeitos anti-inflamatórios em modelos 

experimentais de inflamação aguda (modelo do edema da pata induzido pela 

carragenina) e crónica (CIA, modelo de AR induzida pelo CII e modelo de inflamação 

crónica de colite). 

Capítulo III - respeitante à avaliação da atividade anticancerígena dum extrato 

de dióspiro, in vitro, utilizando a linha celular HT-29 (células humanas do cancro do 

cólon). 

Assim, (i) são apresentados e discutidos os resultados obtidos da avaliação da 

capacidade anti-proliferativa do extrato em células HT-29 e (ii) da capacidade de 

inibição das enzimas MMP-9 e MMP-2. 

É caracterizada a bioatividade in vitro do extrato por avaliação da capacidade 

anticancerígena, estudando a capacidade anti-proliferativa do extrato em células HT-

29 e também avaliada a capacidade de inibição da atividade enzimática das MMP-9 e 

MMP-2. 

Capítulo IV - respeitante à formulação do extrato numa forma farmacêutica 

oral.  

Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados obtidos com a 

formulação farmacêutica para uso oral realizada, relativamente à garantia da 

manutenção da bioatividade detetada no extrato.  

Esta etapa inclui a seleção da forma farmacêutica, a sua preparação e 

caracterização bem como os ensaios de estabilidade/atividade. 
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Os resultados do trabalho foram apresentados em Encontros científicos e originaram 

publicações em revistas internacionais  

 

Publicações em revistas internacionais com arbitragem científica: 

Direito R, Lima A, Rocha J, Ferreira RB, Mota J, Rebelo P, Fernandes A, Pinto R, Alves P, 

Bronze R, Sepodes B, Figueira ME (2017). "Dyospiros kaki phenolics inhibit colitis and 

colon cancer cell proliferation, but not gelatinase activities." Journal of Nutritional 

Biochemistry, 46: 100-108. DOI: 10.1016/j.jnutbio.2017.03.002 

Direito R, Reis C, Roque L, Gonçalves M, Sanches-Silva A, Gaspar M, Pinto R, Rocha J, 

Sepodes B, Bronze R, Figueira ME (Submetido, 2019). "Phytosomes with Diospyros 

kaki L. Phenolic Extract: Preparation and in vivo assessment of its therapeutic value". 

special issue "Bioinspired Design in Drug Delivery" of journal Pharmaceutics 

Rosa Direito, João Rocha, Ana-Teresa Serra, Adelaide Fernandes, Marisa Freitas, 

Eduarda Fernandes, Rui Pinto, Rosário Bronze, Bruno Sepodes, Maria-Eduardo Figueira 

(submetido, 2019) “Anti-inflammatory effects of persimmon (Diospyros kaki, L.) in 

experimental rodent rheumatoid arthritis”. 
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organized by the Portuguese Pharmacology Society. 

Direito R, Rocha J, Bronze M R, Marques C, Sepodes B, Figueira M E (2013) "Evaluation 

of the anti-inflammatory activity of a persimmon (Diospyros kaki, L.) extract in an 

animal (Wistar rats) model of rheumatoid arthritis." XLIII Annual Meeting of the 

Portuguese Pharmacological Society; XXXI Clinical Pharmacology Meeting; XII 

Toxicology Meeting, UMIB, ICBAS-University of Porto, 6-8 February, 2013, Porto. 
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CAPÍTULO I. AVALIAÇÃO DA COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA DO 

EXTRATO DE Diospyros kaki L. (Dióspiro) 
 

1. INTRODUÇÃO 
Foram estudadas as melhores condições experimentais (escolha de solvente e 

condições de operação) para obtenção de um extrato rico em compostos fenólicos, a 

utilizar no trabalho experimental descrito nos capítulos seguintes deste trabalho. A 

avaliação da composição fitoquímica do extrato foi efectuada utilizando diferentes 

metodologias analíticas e foi ainda avaliada a sua atividade antioxidante. 

A avaliação do melhor extrato foi feita com base nos resultados obtidos nos 

métodos espectrofotométricos para a determinação dos teores totais de compostos 

fenólicos, flavonóides totais e procianidinas totais. Selecionado o extrato mais rico em 

compostos fenólicos este foi ainda analisado por cromatografia líquida LC-MS/MS para 

identificação dos compostos presentes. Foram ainda doseados alguns compostos 

fenólicos característicos deste fruto. 

2. OBJETIVOS 
Neste capítulo procedeu-se à escolha das condições de preparação de um 

extrato e sua caracterização no que se refere à sua composição fenólica. Assim: 

I. avaliaram-se diferentes métodos de extração de compostos fenólicos tendo 

como ponto de partida informação já disponível na bibliografia; 

II. procedeu-se à caracterização química do teor em de fenóis totais, flavonóides 

totais, procianidinas totais; 

III. identificaram-se os principais compostos fenólicos, açúcares, aminoácidos e 

vitaminas presentes no extrato; 

IV. quantificaram-se os principais ácidos fenólicos 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; H2O desionizada obtida num 

sistema de purificação de água ultrapura Milli-Q® Reference/Millipore Direct Q3 UV 

System (Millipore, Bedfore, US); acetona p.a. da Merck; azoto líquido; papel de filtro 

Whatman no.41; filtro Watman 0.45µm e 0.20µm. 
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Determinação do teor em fenóis totais: reagente de Folin-Ciocalteu da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, US); carbonato de sódio (35%); ácido gálhico (98%) adquirido à 

Fluka Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US) 

Determinação do teor em flavonóides totais: catequina (98%) da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, US); nitrito de sódio (5%); cloreto de alumínio (10%); hidróxido de sódio 

(98%) adquirido à Merck (Darmstadt, Germany). 

Determinação do teor em procianidinas totais: vanilina 99% da Reagents plus 

(1%); ácido clorídrico (37%) da Carlo Erba Reagentes (8M); catequina da Sigma Aldrich; 

etanol absoluto (99,9%) da Carlo Erba Reagents (Rodano, Italy). 

Determinação do teor em Ácido Ascórbico: ácido acético glacial, 99% da Carlo 

Erba Reagents (Rodano, Italy); ácido metafosfórico, 33,5% - 36,5% da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, US) e ácido ascórbico (99,7%) foram adquiridos à Panreac Química 

(Barcelona, Spain); acetato de sódio anidro 99% adquirido à Carlo Erba Reagents 

(Rodano, Italy); hidrogenocarbonato de sódio, 99,5%, Merck S.A. (Algés, PT); sal de 

sódio 2,6-diclofenol indofenol, 90% foi adquirido a Riedel-de Haën; xileno, mistura de 

isómeros 96% foi adquirido a António M.S. Cruz. 

HPLC-DAD-MS/MS: Acetonitrile HPLC gradient grade foi adquirido a VWR® 

(Leuven, Belgium); ácido fórmico adquirido à Fluka (Seelze, Germany). Água Milli-Q® 

water (18.2 MΩ cm) foram adquiridos à Millipore – Direct Q3 UV System equipment 

(Molsheim, France).  

Capacidade de Absorção do Radical Oxigénio (ORAC) e Capacidade de Resgate 

do Radical Hidroxilo (HORAC): dicloridrato de 2’,2’-azobis (2-amidinopropano) (AAPH), 

ácido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), ácido cafeico, cobalto 

tetrahidratado, peróxido de hidrogénio adquirido de Sigma-Aldrich (St Louis, USA); 

solução de fluoresceína dissódica (FL) foi adquirida a partir de TCL (Antuérpia, Bélgica); 

solução de tampão fosfato (pH = 7,4) de Riedel-de Haën (Seelze, Alemanha); fluoreto 

de cobalto II (CoF2) adquirido de Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, França). 

 

3.2 Equipamentos 

Liofilizador Eduards Modulyo; Homogeneizador Ultra-Turrax T25 Janke & 

Kunkel (IKA Labortechnik, DE); mini-picadora MC-4200, 500W Orbeyzo da Sonifer.ES; 

centrífuga 5804 R da Eppendorf (Hamburg, DE); rotavapor R-210 da Buchi (Suiça, 

Meierseggstrasse, CH); espectrofotómetros 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 ótico de 1cm; 

centrífuga Sigma, Modelo 2K15 (Sigma, DE), espectrofotómetro UV-vis, Hitachi L-2000 

(Hitachi High Technology, JP); célula de Quartzo com um percurso ótico de 1cm; leitor 
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de microplacas de fluorescência 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 automático, bomba e detetor 

de fotodíodos e ainda detetor eletroquímico da Dionex; coluna RP – 18 (5µm) 250×4 

da Lichrocart®; pré-coluna RP- 18 (5µm) da Manu-cart®; a aquisição de dados e 

controlo do equipamento é feita com o software Chromquest no detetor de díodos e 

pelo software Unicam 4880 no detetor eletroquímico.  

4. MÉTODOS 

4.1 Escolha da metodologia para preparação do extrato 

Nesta tarefa pretendeu-se otimizar o método de preparação da amostra, para 

análises posteriores de caracterização química. Para tal as amostras de dióspiro 

(Diospyros kaki L.) de uma cultivar desconhecida produzida em território português 

foram usadas em fresco, liofilizado e após tratamento com azoto líquido.  

O dióspiro, fruto fresco, foi processado com pele e sem pedúnculo, 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 obtenção de dióspiro liofilizado. O remanescente 

do dióspiro fresco foi ainda sujeito a mais trituração com recurso à UltraTorrax, T25 

Janke & Kunkel (IKA Labortechnik, DE) e foram retiradas pequenas porções de fruto 

processado para um almofariz envolvido em gelo, onde se aplicou azoto líquido.  

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 

modificações. O dióspiro foi tratado com a pele a extração ocorreu durante um 

período de duas horas, foram evaporados, ressuspendidos em água 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 extração, nomeadamente: 

misturas de etanol/água, 50:50 (v/v); etanol/água, 80:20 (v/v); acetona/água, 80:20 

(v/v) nas três amostras que se descrevem: 

(i) A 2g do fruto fresco triturado com recurso à Ultra-Turrax foram 

adicionados 4mL de cada um dos solventes;  

(ii) A 1g de dióspiro liofilizado foram adicionados 10mL de cada um dos 

solventes; 

(iii) A 5g de fruto obtidas com recurso à aplicação de azoto líquido 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 [centrífuga 5804 R da Eppendorf (Hamburg, DE)] durante 

10min à temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado e armazenado a -20˚C. 

Este procedimento foi repetido quatro vezes e os sobrenadantes das quatro extrações 

foram combinados, filtrados e armazenados a -20˚C. Os extratos de dióspiro frescos, 

de azoto líquido e de dióspiro liofilizados foram posteriormente concentrados com 

recurso ao rotavapor [rotavapor da Büchi (Meierseggstrasse, CH)]. As amostras foram 

evaporadas até quase à secura e reconstituídas com água Milli- Q® para um volume de 

10 mL. 

Os extratos obtidos para cada amostra do fruto (fresco, liofilizados e preparado 

com azoto líquido) foram usados para determinação do teor em fenóis totais, 

flavonóides totais e procianidinas totais. 

 

4.1.1 Caracterização dos extratos 

4.1.1.1 Determinação do teor em fenóis totais 

Para a determinação do teor de fenóis 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 diluído (1:500). Após 3min, 0,4mL 

de solução de carbonato de sódio (35% w/v) foram adicionados. Após uma hora foi 

medida a absorvância da solução a 725nm contra um branco de água desionizada. O 

ácido gálhico foi usado como padrão externo num intervalo de concentrações de 1 a 

6mg/L. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de ácido gálhico 

(mg EAG) por 100g de fruto fresco e por mililitro de extrato. As análises foram feitas 

em triplicado. 

 

4.1.1.2 Determinação do teor em flavonóides totais 

O conteúdo total de flavonóides foi determinado pelo método de Zhishen, 

Mengcheng & Jianming 1999, described by Cam M et al (Cam et al. 2010). 

Resumidamente, a 1ml da amostra foram adicionados 4ml de água Milli- Q® e 0,300ml 

de nitrito de sódio (5% w/v). Esta mistura foi agitada e posteriormente ficou em 

repouso durante 5 minutos. À mistura foram adicionados 0,300mL de cloreto de 

alumínio (10%, w/v) e 2mL de solução de hidróxido de sódio 1M para balão de 10 mL 

cujo volume foi completado com água Milli- Q®. A absorvância da mistura com 

coloração cor-de-rosa foi medida a 510nm contra um branco de água. Uma solução de 

catequina foi utilizada como padrão externo num intervalo de concentrações de 1 a 

160mg/L. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de catequina (mg EC) 

por 100g de fruto fresco.A análises foram realizadas em triplicados. 
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4.1.1.3 Determinação 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 balões volumétricos de 25ml adicionou-

se 7,5ml de solução 1% de vanilina em etanol. A mistura de 2,5ml de etanol, 7,5ml de 

solução 1% de vanilina em etanol e 8 M de HCl em etanol foi utilizada para completar o 

volume e foi usada como branco. As soluções foram agitadas e ficaram em repouso 

por 25 min protegidas da luz. A absorvância foi medida a 500nmA catequina foi 

utilizada como padrão externo numa concentração entre 5 e 120mg/L. Os resultados 

foram expressos em miligramas de equivalentes de catequina (mg EC) por 100g de 

fruto fresco. As análises foram feitas em triplicado. 

4.1.1.4 Determinação do teor em Ácido Ascórbico 

O teor de ácido ascórbico na amostra foi determinado utilizando um método 

espectrofotométrico, como descrito na norma Portuguesa NP-3030:1985 (NP-3030 

1985) com algumas modificações. O doseamento do ácido ascórbico baseia-se na 

extração deste por uma solução de ácido metafosfórico e de ácido acético. 

Seguidamente dá-se a redução do corante 2,6-diclorofenol-indofenol pelo ácido 

ascórbico, extração do corante em excesso pelo xileno e sua determinação por leitura 

espetrofotométrica a 500nm.  

Assim, 2mL de extrato foram homogeneizados num frasco de 100mL com uma 

solução de ácido metafosfórico a 3%. 3mL desta solução, 3mL da solução tampão de 

acetato de sódio e ácido acético glacial (acetato de sódio, água destilada e ácido 

acético glacial (15:35:50, w/v/v) e 1mL de solução corante, 2,6-diclorofenol indofenol, 

foram adicionadas num tudo de centrífuga de 50mL com 10mL de xileno e foi agitada 

vigorosamente durante 6 segundos. A mistura foi centrifugada a 3000g durante 3 

minutos e a absorvância do sobrenadante foi medida a 500nm, num 

espectrofotómetro UV-Vis (Hitachi L-2000, Hitachi High Technology, JP), utilizando 

xileno como referência. Utilizou-se uma gama de calibração de 150mg/L a 1000mg/L 

de ácido ascórbico. O teor de ácido ascórbico na amostra foi expresso em mg de ácido 

ascórbico por 100g de dióspiro fresco. As amostras foram analisadas em triplicado e os 

resultados expressos em média ± desvio padrão. 

 

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

4.2.1 Condições de Análise 

O equipamento utilizado foi um cromatógrafo de fase líquida (HPLC) modelo 

Waters Alliance 2695 Separation Module (Waters®, Irlanda), que consiste de um 

sistema de bombas quaternárias, degasificador, amostrador automático, forno para a 

coluna, todos acoplados a uma rede de detetores de díodos 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 ionização dos 

compostos foi realizada por uma fonte de iões em electrospray no modo negativo (ESI-

). Para a aquisição e processamento de dados foi utilizado o programa MassLynx® 

versão 4.1. 

Condições cromatográficas: a separação dos compostos foi conseguida por 

cromatografia de fase reversa com uma coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 mm, 250 x 4 

mm) de Merck® ("LiChroCART®250-4", LiChrospher®100 RP-18 (5μm). A fase móvel 

consiste num gradiente de solventes: (A) Água/Ácido fórmico 0,5% (v/v) e (B) 

Acetonitrilo, com um fluxo de 0,30 mL/min O volume de injeção foi 20μL. A rede do 

detetor de diodos foi utilizada numa gama de comprimento de onda de 210 a 600nm.  

Condições no espectrometro de massa: utilizou-se modo de ionização negativo 

numa fonte de electrospray (ESI) mantida a 120°C sendo a temperatura de 

dessolvatação 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 fragmentação do ião molecular para determinar os 

fragmentos característicos dos compostos. Árgon foi usado como o gás de colisão 

dentro da célula de colisão. 

Ensaios realizados: a amostra foi inicialmente analisada em modo "Full Scan" a 

m/z 60-1000 em ESI-. Após a identificação dos valores de m/z de interesse em "Full 

Scan", foram aplicadas diferentes energias de colisão (15, 20, 30eV) para promover a 

fragmentação do ião molecular e determinar os fragmentos característicos dos 

compostos. 

Os dados MS adquiridos foram processados usando o software MassLynx® 

versão 4.1 e a identificação dos compostos foi feita pelo ião percursor ([M-H]-) e 

padrão de fragmentação (MS/MS) com dados da literatura; e comparação com 

soluções padrão analisadas nas mesmas condições ou com dados da literatura. 

 

4.4 Caracterização da atividade antioxidante do extrato in vitro 

4.4.1 Avaliação da Capacidade de Absorção do Radical Oxigénio (ORAC) 

A avaliação da capacidade de absorção do radical oxigénio, ORAC, do extrato de 

dióspiro seguiu o método descrito por Huang et al. (2002) (Huang et al. 2002), com 

modificações para o leitor de microplacas de fluorescência FL800 da BioTek 

Instruments (Winooski, VT, US), como descrito por Feliciano et al. (2009) (Feliciano et 

al. 2009). A mistura reacional era constituída por 1,5 × 10-7 mM de FL e 1,9 × 10-1mM 

de AAPH em 75mM de tampão fosfato (pH = 7,4) e a amostra diluída no tampão 
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fosfato até ao volume final de 200μL. Em seguida esta mistura foi colocada numa 

microplaca de 96 poços, à temperatura de 37°C, e a reação foi iniciada com a adição de 

AAPH. A fluorescência emitida pela forma reduzida da fluoresceína dissódica (FL) foi 

medida e registada a minuto a minuto, por um período de 30 minutos. Os 

comprimentos de onda utilizados foram de emissão λem=530 ± 25nm e de excitação de 

λex=485 ± 20nm. As leituras do leitor de microplaca foram tratadas pelo programa 

informático de análise de dados Gen5TM da BioTek Instruments (Winooski, VT, US), que 

lhe está associado. O tampão fosfato foi usado como branco. Os padrões de calibração 

foram soluções de Trolox nas concentrações de, 10, 20, 30, 40 e 50μmol/L. As 

amostras, o branco e os padrões 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 (μmol CAET/100g FF), 

foram determinados através da equação de regressão entre a concentração de Trolox 

e a curva correspondente ao decaimento da área da FL. 

 

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

A avaliação da capacidade de resgate do radical hidroxilo (•OH) pela nossa 

amostra seguiu o método desenvolvido por Ou et al. (Ou et al. 2002), com 

modificações introduzidas para o leitor de microplacas de fluorescênciaFL800, 

descritas por Serra et al. (Serra et al. 2010). Em cada ensaio utilizaram-se 200μL de 

uma mistura contendo de 10μL da amostra (extrato de dióspiro diluído), 180μL de FL 

(4x10-3μM) e 10μL de CoF2 (0,79mg/ mL). A mistura foi colocada num dos 96 poços da 

microplaca, à temperatura de 37˚C. A reação foi iniciada com a adição de 5μL H2O2 

(1.1 M). A fluorescência emitida pela forma reduzida da FL foi medida e registada 

minuto a minuto, por um período de 35 minutos. Foram usados filtros de fluorescência 

para os comprimentos de onda de emissão λem=530 ± 25nm e de excitação de λex=485 

± 20nm. O leitor de placas foi controlado pelo software Gen5TM da BioTek Instruments 

(Winooski, VT, US). O ácido cafeico foi usado como padrão de calibração, por 

proporcionar uma gama mais linear em relação à obtida com o ácido gálhico (Serra et 

al. 2010). Todas as amostras, o branco e os padrões foram analisados em sextuplicado. 

Os resultados finais foram expressos em micromoles de capacidade antioxidante de 

equivalentes de ácido cafeico (CAEAC) (CAEAC, caffeic acid equivalents antioxidant 

capacity) por 100g de fruto fresco (μmol CAEAC/100g FF) e foram determinados 

através da equação da reta de calibração que relaciona a concentração de ácido 

cafeico e a curva correspondente ao decaimento da área da FL. 
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4.5 Análise estatística 

O tratamento estatístico dos resultados compreendeu, quando aplicável: (i) a 

determinação da média e do desvio-padrão; (ii) a comparação de valores médios entre 

grupos através de uma análise de variância ANOVA, seguida do teste de comparação 

múltipla de Tukey’s ou Sidak’s. 

Em todos os casos, os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. A análise estatística foi realizada com a versão 6,01 do programa 

estatístico GraphPad da PRISMTM da GraphPad Software (San Diego, US). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Escolha da metodologia para preparação do extrato 

5.1.1 Caracterização dos extratos 

Foram comparados os teores de fenóis totais, flavonóides totais e procianidinas 

totais dos extratos preparados com diferentes soluções extratantes: acetona 80%, 

etanol 50% ou etanol 80%. Pretendeu-se avaliar qual a melhor solução extratante e a 

amostra foi usada na forma fresca, liofilizada e após manipulação com azoto líquido.  

5.1.1.1 Determinação do teor em compostos fenólicos totais 

Foram construídas retas de calibração, utilizando como padrão ácido gálhico 

nas concentrações: 1, 2, 3, 4, 5 e 6ppm e foi medida a absorvância a 725nm. Na Tabela 

1. 1 apresentam-se os dados correspondentes às retas. 

Tabela 1. 1 - Parâmetros das retas de calibração e doseamento de fenóis totais nos 
extratos em estudo. 

Reta de calibração Fenóis totais (mg EAG/100g fruto fresco) 

Solvente 
Gama de 

concentração (ppm) 
R

2
 

Equação 
(y=mx+b) 

Extrato com 
D. kaki 
fresco 

Extrato com 
D. kaki com 

azoto 

Extrato com 
D. kaki 

liofilizado m b 

Acetona 
80% 

1-6 

0,9953 0,0846  -0,0191 485 ± 10,5 568 ± 10,64 1006 ± 16,9 

Etanol 
50% 

0,9983  0,0859  -0,025  46 ± 2,9 277 ± 1,1 329 ± 10,1 

Etanol 
80% 

0,9953 0,0801 -0,0013 58 ± 1,9 64 ± 1,3 83 ± 1,9 

 

Os parâmetros relativos às retas de calibração foram comparados com os 

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratório (Tabela 1. 2) e 

verificou-se que os coeficientes de correlação obtidos (R2), o valor do declive (m) e o 

valor da ordenada na origem (b) obtido para cada uma das retas estavam dentro dos 

respetivos intervalos admissíveis no laboratório. 
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Tabela 1. 2 - Dados referentes aos parâmetros seguidos nas carta de controlo para a 
determinação de fenóis totais (N=123). 

 
Média - 2DP Média – DP Média Média + DP Média + 2DP 

Coeficiente de correlação (R
2
) 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 - Determinação dos fenóis totais nas amostras de extratos de dióspiro.  
**p˂0,05 grupo etanol 80% vs grupo etanol 50%; φ p˂0,0001 grupo acetona 80% vs 
grupo etanol 50%; ***p˂0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 80%. 

 

Verificou-se que ocorriam diferenças estatisticamente significativas nos teores 

de fenóis totais presentes nos diferentes extratos. 

O extrato preparado com dióspiro liofilizado e solução extratante de 

acetona:água (80:20) foi o que apresentou maior teor em fenóis totais. Jang et al. 

(2011) testou diferentes soluções extratantes (metanol, etanol, água e acetona) com 

cultivares adstringentes de dióspiro e descreveu que o extrato preparado com acetona 

revelou maior teor em fenóis 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 condições (Denev et al. 2013).  



72 
 

Jang et al. (2010) determinou o teor em fenóis totais nos extratos etanólico e 

aquoso preparados com a cultivar Fuyu. Obteve a menor concentração no extrato 

etanólico (454mg EAG/100g FF), cerca de metade da concentração obtida no extrato 

preparado com água (860mg EAG/100g FF) (Jang et al. 2010). Também no nosso 

estudo, as determinações feitas nos extratos etanólicos revelaram menor 

concentração de fenóis totais.  

Os doseamentos do teor em fenóis totais no dióspiro, 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 fenóis 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 condições edafoclimáticas, diferentes cultivares de dióspiro analisadas, 

estadio de maturação mesmo quando na fase em que o fruto é mais adequado ao 

consumo, para além dos diferentes métodos de extração aplicados e os protocolos 

analíticos também possam influenciar significativamente os resultados (Giordani et al. 

2011). 

 

5.1.1.2 Determinação do teor em flavonóides totais 

Foram construídas retas de calibração, utilizando como padrão catequina em 

concentrações entre 0 e 160ppm e foi medida a absorvância a 510nm (Tabela 1. 3). 

Tabela 1. 3 - Parâmetros das retas de calibração e doseamento de flavonóides totais 
nos extratos em estudo. 

Reta de calibração 
Flavonóides totais (mg EC/100g fruto 

fresco) 

Solvente 
Gama de 

concentração 
(ppm) 

R2 

Equação 
(y=mx+b) 

Extrato com 
D. kaki 
fresco 

Extrato com 
D. kaki com 

azoto 

Extrato com 
D. kaki 

liofilizado m b 

Acetona 
80% 

0-160 
0,9992 0,0035 0,0033 

150±15,5  145 ± 15,3 231 ± 23,4 

Etanol 
50% 

0,4 ± 0,03 12,3 ± 2,5 6,2 ± 1,1 

Etanol 
80% 

0,9945 0,0033 -0,0007 16,4 ± 0.03 3,8 ± 2,1 21 ± 8,9 

 

Os parâmetros relativos às retas de calibração foram comparados com os 

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratório (Tabela 1. 4) e 

verificou-se que os coeficientes de correlação obtidos (R2), 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 admissíveis no laboratório. 

Tabela 1. 4- Dados referentes aos parâmetros seguidos nas carta de controlo para 
flavonóides totais (N=15). 

 
Média- 2DP Média - DP Média Média + DP Média+2DP 

Coeficiente de correlação (R2) 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. 
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Figura 1. 2- Determinação do conteúdo em flavonóides totais nas amostras de 
extratos de dióspiro. ***p˂0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 50%; φ 
p˂0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 80%. 

 

A determinação do conteúdo em flavonóides totais nos extratos em estudo, 

mostrou que o extrato preparado com o dióspiro liofilizado e solução extratante de 

acetona:água (80:20) é novamente o que apresenta maior teor em flavonóides totais 

(231mg EC/100g FF) (Fig. 1. 2). Verificaram-se diferenças 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 dióspiro (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 Determinação do teor em Procianidinas totais 

Para a análise de procianidinas totais construíram-se as respetivas retas de 

calibração e na Tabela 1. 5 apresentam-se os dados referentes a estas retas. 

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

Reta de calibração 
Flavonóides totais (mg EC/100g fruto 

fresco) 

Solvente 
Gama de 

concentração 
(mg/L) 

R2 

Equação 
(y=mx+b) 

Extrato com 
D. kaki 
fresco 

Extrato com 
D. kaki com 

azoto 

Extrato com 
D. kaki 

liofilizado m b 

Acetona 
80% 

5 - 120 
0,9999 0,002  -0,0042 

466 ± 22,2 474,1 ± 14,8 754,1 ± 28,5 

Etanol 
50% 

1,1 ± 0,09 174,4 ± 17,5 237 ± 34,1 

Etanol 
80% 

0,9971 0,0021  -0,0211 23,5 ± 5,5 37,6 ± 8,9 74,4 ± 9,1 

 

Os parâmetros relativos às retas de calibração foram comparados com os 

valores controlados em cartas de Controlo construidas no laboratório (Tabela 1. 6) e 

verificou-se que os coeficientes de correlação obtidos (R2), o valor do declive (m) e o 

valor da ordenada na origem (b) obtido para cada uma das retas estavam dentro dos 

respetivos intervalos admissíveis no laboratório. 

 

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

 
Média-2DP Média -DP Média Média+DP Média+2DP 

Coeficiente de correlação (R
2
) 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- Determinação das procianidinas totais (padrão de catequina) nas 
amostras de dióspiro.  
ⱷ p˂0,0001 grupo etanol 80% vs grupo etanol 50%; *** p˂0,0001 grupo acetona 80% 
vs grupo etanol 80%; φ p˂0,0001 grupo acetona 80% vs grupo etanol 50%. 

 
Ocorreram diferenças 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 dióspiro liofilizado e acetona 80%, (754mg EC/100g FF). 

Gorinstein et al descreve 430mg EC/100g FF.  

Voltou-se a repetir a extração pela metodologia escolhida e voltámos a fazer os 

mesmos doseamentos, para garantir a repetibilidade dos resultados anteriores. Os 

resultados são apresentados na Tabela 1. 7 e verificou-se que são semelhantes aos 

apresentados por outros autores. 

 

Tabela 1. 7 - Conteúdo em compostos fenólicos totais, flavonóides totais, 
procianidinas totais, determinado espectrofotometricamente. Extrato preparado 
com dióspiro liofilizado e extraído com acetona 80%. 

 Determinação Descrito Referência 

Compostos fenólicos totais (mg EAG/100 g FF) 975 ± 6,5 916,8 (Denev et al. 2013) 

Flavonóides 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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Verificámos que os resultados para o extrato selecionado estão muito próximos 

aos resultados dos doseamentos anteriores e aos apresentados na literatura citada. 

Não se registando diferenças estatisticamente significativas entre as duas experiências 

de doseamentos realizadas (Fig. 1. 4). Pelo que prosseguimos o trabalho com a escolha 

da amostra de dióspiro liofilizado e a solução extrativa de acetona 80%, por 

permitirem obter o extrato mais rico em fenóis totais, flavonóides totais e 

procianidinas totais.  
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Figura 1. 4– Doseamento de compostos fenólicos (CF) totais, flavonóides totais e 
procianidinas totais. 

 

Assim, o extrato preparado para estudo neste trabalho, segundo a metodologia 

selecionada, empregou aproximadamente 360g ± 0,1g de dióspiros frescos (cultivados 

na região de Setúbal) extraídos com acetona:água (80:20, v/v). Todos os solventes 

foram evaporados até à secura e reconstituído com água Milli-Q® (240mL). O extrato 

obtido foi dividido em alíquotas armazenadas em tubos falcon a -80°C, para as 

posteriores análises. Na caracterização em termos de teor em compostos fenólicos 

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 Determinação do teor em ácido ascórbico 

O teor em ácido ascórbico (AA) (Tabela 1. 8) contribui também para as 

propriedades antioxidantes no extrato usado, daí o interesse no seu doseamento. 

Tabela 1. 8 - Teor em ácido ascórbico do extrato (os valores são expresso em média 
de três replicas ± desvio padrão). 

Parâmetro Por 100g FF Referência (mg/100g FF) 

Teor em ácido ascórbico (mg AA)a 18 ± 1,60 34±22 (Giordani et al. 2011) 
a AA – ácido ascórbico; FF –fruto fresco 

 

Segundo os dados disponibilizados pelo Instituto Nacional de Saúde Doutor 

Ricardo Jorge, os frutos do Diospyros kaki têm um teor em ácido ascórbico de 

3mg/100g da parte edível (INSA et al. 2018). A US Food and Drug Administration 

descreve 7,5mg/100g FF da parte edível (Food et al. 2012). Está descrito que os 

genótipos adstringentes e não adstringentes apresentam diferentes concentrações de 

ácido ascórbico. Os adstringentes têm valor médio de 34±22 e os não adstringentes de 

71±51mg/100g FF (Giordani et al. 2011).  

O fruto D. kaki é rico em vitaminas e é uma fonte moderada de ácido ascórbico 

(Singh et al. 2011), como o nosso resultado demonstra. 

 

5.2 Identificação de compostos do extrato por HPLC-DAD-MS/MS  

Para uma mais completa caracterização fitoquímica do extrato utilizado 

recorreu-se à análise por HPLC-MS/MS nas condições anteriormente descritas.  

Após análise foram comparados os cromatogramas do extrato de dióspiro a 

360, 320, 280 e 254nm.  

Dadas as características destes compostos e como se mostra na Fig. 1. 5, a 

deteção a 280nm foi a que permitiu a deteção de mais compostos e com área superior, 

o que era de esperar dado que corresponde ao comprimento de onda característico de 

absorção dos compostos fenólicos. 
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Figura 1. 5 - Comparação dos cromatogramas (360, 320, 280, 254 nm) MS2, entre os 
17 min e os 22min, do extrato de dióspiro. 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 família de compostos presentes, ácidos fenólicos, flavonóides, 

etc, poderão ser escolhidos outros comprimentos de onda mais característicos para 

proceder à sua análise. Para uma mais fácil identificação dos compostos presentes no 

extrato procedeu-se à sua análise cromatográfica com detecção por espectrometria de 

massa. Na Fig. 1. 6 apresenta-se um cromatograma típico obtido em modo SCAN numa 

gama de m/z 100-1500, quando analisado em modo negativo (ESI-). 

 

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

 

Os compostos fenólicos detetados no extrato ensaiado estão listados na Tabela 

1. 9 (mostrando os seus tempos de retenção, o ião molecular desprotonado [M-H]- 

detetado, o comprimento(s) de onda UV-visíveis, os principais fragmentos MSn e a 

tentativa de identificação). Nesta análise foi ainda detetada a presença de açúcares, 

ácidos orgânicos e vitaminas.  
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A informação obtida relativa a um apossível identificação foi comparada, 

quando disponível, com os dados disponíveis 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 disponíveis como a MassBank, PhytoHub; HMDB e FoodDB e com padrões 

comerciais disponíveis no laboratório e analisados nas mesmas condições. 
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Tabela 1. 9 - Possível identificação de compostos por MS/MS no extrato testado de Diospyros kaki L.. 

 

tr (min) UV λmax 

[M-

H]- 

m/z 

Energia 

(eV) 

Fragmentos característicos 

MS2 m/z 
Possível identificação Referência Matriz descrita 

6,626 228 259 25 79, 97 
D-Frutose-6-fosfato ou D-

Glucose 6-fosfato 
(Ryu et al. 2016); MassBank Dióspiro 

7,965 212 179 25 43, 59, 71, 75, 88, 179 Glucose 
(Ryu et al. 2016); Base de 

dados MassBank 
Dióspiro 

8,909 250 133 20 71, 73, 89, 115 Ácido málico 

(Bylund et al. 2007; Jimenez-

Sanchez et al. 2015; Ryu et al. 

2016) 

Sumo de dióspiro; dióspiro 

9,819 230, 260 191 20 67, 85, 87, 111 Ácido cítrico 

(Bylund et al. 2007; Jimenez-

Sanchez et al. 2015; Ryu et al. 

2016) 

Sumo de dióspiro; dióspiro 

12,206 272 331 25 
59, 71, 89, 124, 125, 151, 168, 

169, 211, 271 

Monogalhoil-hexósido (ou 

ácido gálhico O-hexósido) 

(Engels et al. 2012; Sentandreu 

et al. 2015) 
Jocote; Dióspiro 

14,025 

270 169 20 
69, 79, 81, 97, 107, 124, 125, 

169 
Ácido gálhico 

(Gu et al. 2008; Jimenez-

Sanchez et al. 2015); 
Dióspiro 

272 331 20 
89, 124, 125, 167, 168, 169, 

211, 241, 271, 331 
Galhoil glucose (Engels et al. 2012) Jocote 

15,879 220, 283 433 25 
71, 82, 89, 137, 149, 286, 349, 

412, 415, 424, 

10-Hidroxioleosido 7-metil 

éster 
(Jimenez-Sanchez et al. 2015) Sumo de dióspiro 

17,253 211, 228 405 25 
106, 128, 151, 169, 172, 233, 

253, 315, 380, 391, 405 
- - - 

21,991 

255, 265, 

211, 270 
373 25 125, 169, 211, 253 Monogalhoil-acetilhexósido (Sentandreu et al. 2015) Dióspiro 

211, 215, 

219, 228, 

280 

577 20 
125, 193, 245, 289, 346, 407, 

425, 451, 468, 538, 577 

Procianidina dímero B1 ou 

Procianidina B2 

(Huang et al. 2010; Jimenez-

Sanchez et al. 2015; Heras et 

al. 2016) 

Areca catechu L.; sumo de dióspiro; 

folhas de dióspireiro 

25,622 280, 228 289 25 

83, 95, 97, 109, 121, 123, 125, 

137, 149, 151, 193, 203, 205, 

279, 289 

Procianidina monómero ou (-

)-Epicatequina; (+)-

Epicatequina 

(Huang et al. 2010; Zhang et al. 

2013; Jimenez-Sanchez et al. 

2015) 

Areca catechu L.; sumo de dióspiro; 
videira 
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27,536 289; 280 595 20 355; 385; 415; 595 Flavona di-C-hexósido (Sentandreu et al. 2015) Dióspiro 

30,231 237, 278 329 20 
123; 125; 166; 167; 191; 209; 

213 
Ácido vanílico hexósido (Jimenez-Sanchez et al. 2015) Sumo de dióspiro 

31,072 288 613 25 
131, 187, 316, 373, 403, 433, 

475, 493, 588, 612 
Flavona di-C-hexósido (Sentandreu et al. 2015) Dióspiro 

47,656 

262, 321, 

352; 

265,351 

447 25 
175, 189, 230, 255, 277, 284, 

285, 299, 359, 374, 420, 447 

Canferol-3-O-glucosideo 

(Astragalin) 

(Engels et al. 2012; Jimenez-

Sanchez et al. 2015; Quifer-

Rada et al. 2015) 

Jocote; sumo de dióspiro; cerveja 

212, 269, 

337 
563 25 269; 563 Apigenina 

(Li et al. 2010); Base de dados 

MassBank 
Dióspiro 

47,673 

211, 215, 

277; 220, 

270 

203 20 74, 116, 142, 203; 221 L-Triptofano 
MassBank; (Jimenez-Sanchez et 

al. 2015) 
Sumo de dióspiro 

79,338 290 329 20 99, 139, 171, 211, 229, 329 
Terpenóide (19-O-

metilcafestol) 
Base de dados PhytoHub Café verde 

83,407 280 461 30 233, 191, 167 
Derivado de ácido vanílico 

(diglicosídeo) 
(Sentandreu et al. 2015) Dióspiro 

86,128 275 577 20 577 
Procianidina dímero 

Procianidina B1 ou B2 

(Huang et al. 2010; Li et al. 

2010). 
Areca catechu L.; dióspiro 

96,634 

- 339 25 
49, 55, 148, 217, 252, 264, 279, 

292, 322 
Desconhecido -  

- 597 20 
153, 194, 281, 435, 517, 568, 

575, 586, 597 
Desconhecido -  

103,467 - 293 25 
41, 97, 121, 130, 171, 200, 235, 

296 
Desconhecido -  

108,153 - 635 25 
175, 205, 258, 363, 401, 473, 

534, 592, 634, 636 
Desconhecidos -  

112,359 267; 359 755 25 755 
Quercetina 3-O-(2, 6-di-O-

ramnosil-glucosideo) 

(Lee et al. 2014; Karar et al. 

2015) 

Chokeberry (Aro,nia melanocarpa); 

Crataegus monogyna and Crataegus 

laevigata (Hawthorn); 
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- 651 20 

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

412, 472, 473, 573, 606, 633, 

646 

Desconhecido -  

115,707 - 450 25 
113, 204, 253, 270, 281, 343, 

364, 406, 435, 469 
Desconhecido -  

119,621 - 617 25 
182, 196, 391, 400, 414, 534, 

466, 530, 569, 585 
Desconhecido -  
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5.2.1 Açúcares 

A análise do extrato permitiu a identificação de D-frutose-6-fosfato ou D-

glucose-6-fosfato com m/z 259 e iões característicos 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 

possível verificar a presença de glucose, açúcar comum e em elevada quantidade neste 

fruto enquanto maduro (Ryu et al. 2016; Senica et al. 2016). Este é o composto que 

identificámos com m/z 179 e padrão de fragmentação com energia de 25eV, 43, 59, 

71, 75, 88, 179 e conforme apresentado na base de dados MassBank e por Jiménez-

Sánchez et al. (Jimenez-Sanchez et al. 2015).  

Sabe-se que o dióspiro apresenta teores de açucar da ordem de 12,5g de 

açúcar por 100g de fruto, sendo a frutose, a glucose e a sacarose, que estão 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 

açúcares podem, no entanto variara significativamente entre cultivares e grau de 

maturação. Foram já descritos outros açúcares como arabinose, galactose (Senter et 

al. 1991). Com o recente estudo de Ryu et al. sobre a composição do dióspiro, onde 

empregaram várias técnicas combinadas com RMN, foi possível demonstrar que a 

glucose e frutose estão presentes no extrato aquoso do sumo do fruto em muito maior 

quantidade que a sacarose (Ryu et al. 2016). Conforme Giordani et al. referem, os 

métodos de extração afetam significativamente a composição em açúcares dos 

extractos obtidos devido à atividade da invertase, que degrada a sacarose durante a 

extração (Giordani et al. 2011). A baixa percentagem de sacarose observada por Ryu et 

al. (Ryu et al. 2016), pode ser devida à atividade da invertase na polpa do dióspiro.  
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Figura 1. 7 – Espectro de MS/MS do ião molecular 259 (6,626 minutos) e respetivos 
fragmentos gerados (79, 97). Ião molecular 259, identificado como D-Fructose-6-
fosfato ou D-Glucose 6-fosfato (M=260,02972). 
 

 

5.2.2 Ácidos orgânicos 

Os resultados obtidos mostram a presença de ácido málico e cítrico (Fig. 1. 8 e 

Fig. 1. 9) no extrato analisado.  

O ácido málico com ião molecular [M-H]- m/z 133 e com os iões de 

fragmentação característicos 71, 73, 89 e 115 (Fig. 1. 7) em que [M-H-H2O]- 

corresponde ao principal ião molecular desprotonado gerado (115) na fragmentação. 

Que deverá corresponder à perda de uma molécula de água. Conforme descrito por 

(Bylund et al. 2007; Jimenez-Sanchez et al. 2015).  

O ácido cítrico apresentou o ião molecular [M-H]- m/z 191, sob energia de 

framentação de 20eV, revelou o padrão característico deste composto, pelos 

fragmentos iónicos gerados, 67, 85, 87 e 111 (Fig. 1. 8). O principal fragmento gerado 

(111) foi identificado como [M-H-2H2O-CO2]- 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 ácidos málico e cítrico, 

no extrato aquoso do sumo de dióspiro, 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 ião molecular 133 (8,909 minutos) identificado como 
ácido málico (M=134,02152), com os fragmentos 71, 73, 89 e 115. 
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Figura 1. 9 – Em cima - Cromatograma do ião extraído correspondente ao ião 
percursor 191 aos 9,819 minutos, identificado como ácido cítrico (M=192,02700). Em 
baixo – Espectro de MS/MS do ião percursor m/z 191. 

 
 

Sabe-se que os ácidos orgânicos ocorrem naturalmente nos alimentos como 

resultado de processos metabólicos, nomeadamnete no metabolismo do ácido 

abscisico, e estão relacionados com a tolerância ao stresse ambiental em plantas 

(Setha et al. 2004). Os principais no dióspiro são os ácidos málico e cítrico (Fig. 1. 10) 

(Ryu et al. 2016). Nos estudos de Senter et al. (1991) com dióspiros, estes ácidos foram 

quantificados. O ácido málico foi o ácido predominante em todas as cultivares 
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estudadas pelos autores, seguido de cítrico (Senica et al. 2016). As quantidades de 

málico aumentaram com a maturação e as do cítrico diminuiram (Senter et al. 1991).  

 

 
Figura 1. 10 - Estruturas químicas dos ácidos málico e cítrico. 

 

O ácido cítrico (C6H8O7) é um ácido orgânico tricarboxílico presente na maioria 

das frutas, sobretudo nos cítricos como o limão e a laranja (Gorinstein et al. 2001).  

O ácido málico (C4H6O5), pertencente ao grupo dos ácidos carboxílicos, 

encontrado naturalmente em frutas como a maçã e a pera. Aparece em menores 

quantidades noutras frutas, como os citrinos (Duarte et al. 2012). 

 

5.2.3 Ácidos fenólicos: Ácidos Benzóicos e derivados 

Os ácidos benzoicos têm uma estrutura química C6-C1 e mostram uma perda 

característica de CO2 [M-H-44]- por análise de MS2 (Vallverdú-Queralt et al. 2013).  

Nas amostras analisadas foram identificados o ácido gálhico (m/z 169) e seus 

derivados hexósido (m/z 331) e acetilhexósido (m/z 373). Ainda derivados glicosídicos 

(m/z 329 e m/z 461) do ácido vanílico (m/z 167) (Jimenez-Sanchez et al. 2015; 

Sentandreu et al. 2015).  

Os derivados de ácido gálhico formaram os principais grupos de fenóis 

detetados no extrato do fruto dióspiro, que apresentavam no padrão de fragmentação 

um ião m/z 169 (característico do ácido gálhico) e também o ião descarboxilado com 

m/z 125. O ácido gálhico (Fig. 1. 11), foi confirmado pela análise nas mesmas condições 

de um padrão comercial. Este composto tem sido o mais reportado como 

característico de extratos de polpa de diferentes variedades de dióspiro (Suzuki et al. 

2005; Gu et al. 2008; Giordani et al. 2011).  
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Figura 1. 11 – Em cima – Cromatograma do ião extraído correspondente ao ião 
percursor m/z 169 (aos 14,025 minutos) identificado como ácido gálhico (M=170,02; 
C7H6O5). Em baixo – Espectro de fragmentação MS/MS do ião percursor m/z 169. 
 

Os compostos na fonte iónica do espetrometro de massa podem formar 

dímeros e polimerizar na fonte iónica. Assim por exemplo era detectado no espectro 

de massa para o mesmo tempo de retenção o valor de m/z 331 e m/z 663. A análise de 

fragmentação do ião percursor m/z 331 originou os iões m/z 271, 211 e 169 e com 

base na literatura pôde identificar-se o composto com o ião molecular 331 como o 

composto monogalhoil-hexósido ou ácido gálhico O-hexósido, com fórmula molecular 

C13H16O10 (Sentandreu et al. 2015; Heras et al. 2016). 

Ext. Diospiros  MS Scan ESI-

Time
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00 110.00 120.00 130.00 140.00 150.00

%

0

100

IBET_19Fev2016_31 1: Scan ES- 
169

3.58e6

14.09



90 
 

O composto com ião percursor m/z 461 foi identificado como derivado do ácido 

vanílico (diglicosídeo). Com a principal transição MS2 correspondente à perda neutral 

de 294 amu (pentóside + hexóside) para gerar o ião m/z 167 (ácido vanílico) como o 

ião mais abundante (Sentandreu et al. 2015). 

O composto detetado aos 30,23 minutos com ião percursor m/z 329 e iões m/z 

167 e 191 após fragmentação, foi identificado como derivado hexósido do ácido 

vanílico (Sentandreu et al. 2015).  

A diversidade de fenóis com pequena estrutura molecular descritos até à data 

nos extratos da polpa do dióspiro é surpreendentemente escasso, sendo normalmente 

restrito de três a dez componentes (derivados principalmente do ácido cinâmico), 

dependendo da variedade em estudo (Giordani et al. 2011). Assim, pode-se concluir 

que o perfil de fenóis de baixo peso molecular, por exemplo, na polpa do dióspiro 

ainda permanece com muito por se conhecer (Sentandreu et al. 2014). O nosso estudo 

veio descrever alguns ácidos fenólicos benzoicos e derivados conforme descrito por 

(Jimenez-Sanchez et al. 2015; Sentandreu et al. 2015; Heras et al. 2016).  

 

5.2.4 Flavonóides 

5.2.4.1 Flavanois 

As catequinas são os principais flavonóides do dióspiro. As catequinas (flavan-3-

ol) são flavonóides que podem oferecer potenciais benefícios para a saúde humana, 

estes estão relacionados com várias funções fisiológicas, incluindo um papel protetor 

contra doenças relacionadas com o stresse oxidativo, capacidades antimutagénicas e 

anticarcinogénicas (Suzuki et al. 2005). Extratos de dióspiro mostraram atividade de 

indução de apoptose de células leucémicas Molt 4B (Achiwa et al. 1997).  

Foram já reportados na literatura procianidinas constituidas por (epi)catequina 

e (epi)galhocatequina juntamente com ácidos fenólicos livres em extratos de 

diferentes variedades de dióspiro japonês (Suzuki et al. 2005). Porém Sentandreu e 

colaboradores não encontraram nenhuma evidência de sua presença nas amostras 

ensaiadas (Sentandreu et al. 2015). No nosso estudo detetámos a presença aos 25,62 

minutos do ião percursor m/z 289, podendo ser -(-)epicatequina (Zhang et al. 2013) ou 

+(-) epicatequina (MassBank) e com um especto de frragmentação 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 ião percursor m/z 289. (tr=25,622 minutos) 
identificado como monómero de procianidina [-(-)epicatequina ou +(-) epicatequina 
M=290,07904]. 

 
 

 

5.2.4.2 Flavonol 

Foi detetado no extrato de dióspiro o ião percursor m/z 447 ao tempo de 

retenção de 47,6 minutos e que deverá corresponder ao canferol-3-O-glucosideo, de 

acordo com o espectro de fragmentação obtido. A perda da molécula de açúcar de 162 

u.m.a. origina o ião fragmento m/z 285 (Quifer-Rada et al. 2015).  

Autores identificaram este composto em sumo de dióspiro e em peles de jacote 

ou até mesmo em cervejas quando se estudou os compostos fenólicos por 

espectrometria de massa de alta resolução (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 

Fenóis de alto peso molecular, também conhecidos como taninos condensados 

ou proantocianidinas, que são polímeros de catequina com ou sem glicosilação 

(Halsam et al. 1988; Sentandreu et al. 2015) foram já identificados neste tipo de 

amostras. As proantocianidinas constituídas por apenas epicatequina são chamadas de 

procianidinas (de la Iglesia et al. 2010). Matsuo (Matsuo 1978) identificou os taninos 
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no dióspiro japonês 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 dióspiro, verificou que estas consistem 

essencialmente em epigalocatequina-3-O-galhato, galhato de epicatequina e 

epicatequina (Li et al. 2010).  

As proantocianidinas resultam de reações de polimerização (condensação) de 

monómeros de flavonóides ligados por carbonos (C4-C8). Existem 2 tipos de 

proantocianidinas, as proantocianidinas B que são constituídas por unidades de 

catequina e epicatequina ligadas pelo C4 e C6 ou C8 e as proantocianidinas A, que para 

além do já referido, possuem também ligações C2-C7 (de la Iglesia et al. 2010).  

Vários estudos mais recentes vieram mostrar a associação das procianidinas do 

dióspiro a várias funções biológicas, como atividade antioxidante (Jang et al. 2010; Tian 

et al. 2011; Tian et al. 2012), atividade anti-inflamatória, 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 presença de dímeros de procianidinas no extrato analisado (Fig. 1. 13) foi 

detetada aos 21,99 minutos e também aos 86,13 minutos. O composto com ião 

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 dímero (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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Figura 1. 13 - Espectro do ião percursor m/z 577 e fragmentos gerados por MS/MS. 
Composto com m/z 577, identificado como procianidina dímero (B1 ou B2). 

 
Os taninos do dióspiro (proantocianidinas) têm 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 triglicerídeos séricos e hepáticos, o colesterol total e as LDL 

enquanto aumentaram as HDL séricas e hepáticas. 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 

excreção fecal de ácidos biliares. O depósito das gotículas lipídicas hepáticas e a 

esteatose hepática, 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 superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase 

(GSH-Px), elevando a capacidade antioxidante total (T-AOC), e diminuem o 

malondialdeído (MDA) no soro e fígado (Zou et al. 2012).  

A regulação genética envolvida na homeostasia do colesterol pelos taninos 

condensados do dióspiro em duas linhas celulares (HepG2 e Caco-2), foi elucidada por 

Ge et al. 2016 (Ge et al. 2016). Ge et al. encontraram evidências de que os taninos do 

dióspiro modulam extensivamente a expressão de genes envolvidos na absorção 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 portão para absorção de colesterol. A inibição da 

absorção de colesterol contribui para a redução dos níveis de colesterol no plasma. 

Taninos do dióspiro podem efetivamente reduzir os níveis de colesterol celular tanto 

nas células HepG2 como Caco-2. Inibiram o acúmulo celular de colesterol através da 

redução do gene relacionado com a biossíntese de colesterol (SREBP-2), do gene 

relacionado à absorção de colesterol (NPC1L1) e dos genes relacionados ao regulador 

do efluxo de colesterol (por exemplo ABCA1, ABCG1, CYP7A1), mas 

independentemente da via de sinalização do LXRα (Ge et al. 2016). 

Um extrato etanólico de dióspiro adstringente estudado na linha celular HepG2 

(linha celular de hepatoma humano) segundo Hwang et al. (Hwang et al. 2017) 

mostrou efeito na atividade antioxidante, supressão 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 expressão de ABCA1, um transportador de colesterol, 

diminuindo LDL e aumentando HDL. Estes resultados provaram que os dióspiros, têm 

efeitos antioxidantes e de prevenção de hipercolestorolémia e podem contribuir para 

prevenir a síndrome metabólica (Hwang et al. 2017). 

Também Gato et al extraiu de dióspiros jovens o que designaram por fibras 

ricas em taninos com o objetivo de preparar barritas para integrar na alimentação 

diária de 40 pessoas, três vezes ao dia, antes das refeições, durante 12 semanas. 

Observou-se que ocorria uma redução significativa dos níveis de colesterol total e LDL, 

sem alterar os níveis de HDL nem de triglicerídeos no plasma (Gato et al. 2012). Os 

taninos dos dióspiros jovens incluem taninos altamente polimerizados, compostos por 

EC (epicatequina), EGC epigalhocatequina, ECg (epicatechin-3- O –galhato), e EGCg 

(epigallocatequina-3-O-galhato) (Gato et al. 2012). Assim, as fibras ricas em taninos de 

dióspiros jovens podem ser um produto útil para prevenir e tratar hipercolesterolémia, 

uma vez que a sua ingestão diária reduziu os níveis plasmáticos de colesterol em 

humanos (Gato et al. 2012). Os níveis plasmáticos de HbA1c 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 ácidos biliares. Assim, fibras ricas em taninos podem ser efetivas 

na prevenção 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 dióspiro jovem tendo comprovado a capacidade 

destes se ligarem a ácidos biliares, promovendo a sua excreção fecal em ratinhos com 

suplementação alimentar de 1% (p/p) em taninos, o que leva estes autores a sugerir, 

que os taninos polimerizados do dióspiro são um produto alimentar benéfico para a 

prevenção e melhoria da síndrome metabólico (Matsumoto et al. 2011). 
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5.2.6 Aminoácidos 

Com base na análise do composto detetado aos 47,67 minutos com ião 

percursor m/z 203 e padrão de fragmentação com energia de colisão a 20eV iões m/z 

74, 116, 142, e 203 foi possível identificar a presença de L-triptofano (M=204.08988) 

no extrato (Fig. 1. 14). Este aminoácido foi identificado em estudos recentes, no 

extrato aquoso de dióspiro quando analisado com base em técnicas de RMN (Ryu et al. 

2016). Com a tecnologia HPLC-DAD-ESI-TOF/MS aplicada a sumo de dióspiro foi 

também identificado o ião percursor m/z 203 como o aminoácido L-triptofano 

(Jimenez-Sanchez et al. 2015). 

 

 
Figura 1. 14 – Espectro MS/MS do composto com ião percursor 203 com fragmentos 
principais iões com m/z 74, 116, 142, 221. Composto identificado como L-triptofano 
(M=204,08988). 
 

Nos estudos de caracterização dos sumos de dióspiros por metodologia de 

HPLC-DAD-ESI-TOF/MS de Jiménez-Sánchez et al., foram detetadas proteínas e 

derivados. Iões percursores com m/z 180, 164 e 203 foram identificados como L-

tirosina, L-fenilalanina e L-triptofano. Estes autores reportaram a deteção dos iões 

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 composição nutricional e o perfil fenólico do extrato de dióspiro 

analisado por HPLC-DAD e MS/MS está de acordo com os dados disponíveis 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 já reportados mostram que é importante a contribuição das 

proantocianidinas compostos fenólicos comprovadamente bioativos, que apreesntam 

um acontribuição benéfica em diversas doenças crónicas. Atuam sobre as doenças 

cardiovasculares, diminuem a vasoconstrição e a oxidação da LDL; na diabetes, diminui 

a expressão de RAGE e os efeitos de AGEs, diminui a peroxidação lipídica no fígado; 

diminui a hiperglicémia, hiperlipidémia e stresse oxidativo, provoca diminuição de 

peso, melhora a resistência à insulina, melhora nefropatias, retinopatias e neuropatias; 

no cancro aumenta a apoptose e diminui a proliferação, diminui a angiogénese; nas 

infeções bacterianas, melhora atividade anti-adesiva e diminui mediadores 

inflamatórios (de la Iglesia et al. 2010).  

No entanto não tem sido considerado o facto de nos extratos dos frutos 

testados existirem também, outros compostos fenólicos de cadeia curta que possuem 

atividade antioxidante (Rasmussen et al. 2005), como a epicatequina ou os ácidos 

benzóicos e derivados, vanílico e gálhico identificados ou ainda as flavonas e flavonois 

e seus derivados.  

Para além das vitaminas, como a vitamina C os carotenóides, aminoácidos, os 

ácidos orgânicos málico e cítrico, 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 não foi contemplada a sua 

análise.  

 

5.3 Caracterização 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 ± 146μmol 

equivalentes trolox por 100g de dióspiro fruto fresco (7,581 ± 0,733 equivalentes mol 

trolox por mL de extrato de dióspiro fresco) e 984 ± 67μmol equivalentes de ácido 

cafeico por 100g de dióspiro fresco (4,919 ± 0,334μmol equivalentes de ácido cafeico 

por ml de extrato de dióspiro fresco).  

O ensaio ORAC mede a capacidade das espécies de antioxidantes presentes nos 

extratos de Diospyros kaki L. para inibirem a oxidação da fluoresceína dissódica (FL) 

catalisada por radicais peroxilo (ROO•) gerados pelo cloreto de 2,2'-azobis (2-

metilamidinopropano) (AAPH). 

O método HORAC avalia a capacidade de prevenção pela amostra do radical 

hidroxilo gerado por uma reação do tipo de Fenton mediada pelo Co(II), com o fluoreto 
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de cobalto II (CoF2), usando a FL como a sonda e a curva de decaimento da 

fluorescência de FL para quantificar o valor HORAC. A reação de Fenton é uma 

importante fonte de ROS em sistemas biológicos, na qual o Fe2+ ou Fe3+ reage com 

H2O2 para produzir ROS como os radicais •OH, O2 - e 1O2. 

Como se pode ver na Tabela 1. 10, embora os valores obtidos no extrato de 

dióspiro sejam mais baixos que os descritos para alguns frutos vermelhos (amoras e 

mirtilos), são superiores aos apresentados por alguns autores referentes a estudo com 

amostras de maçãs e morangos. 

 

Tabela 1. 10- Atividade antioxidante. 

Frutos 
ORAC (µmol 

TEAC/100g FF) 
HORAC (µmol 

CAEAC/100g FF) 
Referência 

Dióspiro (Diospyros kaki L.) 1517± 146 984± 67 - 

Maçãs [Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala Galaxy and 
Golden] 

1133± 70  612± 79 (Serra et al. 2010) 

Mirtilo [Vaccinium corymbosum L. (Highbush), 
Vaccinium ashei Reade (Rabbiteye), Vaccinium 

angustifolium (Lowbush), and Vaccinium myrtillus L. 
(Bilberry)] 

1390-4590 1293 
(Prior et al. 1998); 
(Denev et al. 2010) 

Amoras (Rubus fructicosus) 3550 834 
(Sellappan et al. 

2002); (Denev et al. 
2010) 

Morangos (Fragaria x. ananassa) 1190 - (Kevers et al. 2007) 

 

O extrato de dióspiro mostrou maior atividade antioxidante do que outros 

extratos de frutas, como maçãs (Serra et al. 2010) e morangos (Kevers et al. 2007). No 

nosso estudo, o extrato de dióspiro mostrou 1517 ± 146μmol TEAC/100g FF (7,581 ± 

0,733μmol de TEAC/mL) por ORAC e 984 ± 67μmol CAEAC/100g FF (4,919 ± 0,334μmol 

CAEAC/mL) por HORAC. Os estudos com maçãs (Fuji, Starking, Reineta Parda, Gala 

Galaxy e Golden) de Serra et al. 2010 (Serra et al. 2010) determinaram 1133 ± 70μmol 

de TEAC/100g e 612 ± 79μmol de CAEAC/100g, por ORAC e HORAC, respetivamente. 

Morango (Fragaria x. Ananassa) exibiu 1190μmol TEAC/100g conforme determinado 

pelo ORAC (Kevers et al. 2007). 

Os nossos resultados demonstram que o dióspiro é uma fruta com uma grande 

quantidade de antioxidantes fenólicos, em comparação com outras frutas como maçãs 

que possuem um conteúdo em compostos fenólicos 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 fenólicos totais, 24,45mg EC/100 g FF do teor total em 

flavonóides 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 dióspiro fruto liofilizado e solução extrativa 

acetona:água (80:20, v/v)], por permitirem obter o extrato mais rico em fenóis totais, 

flavonóides totais e procianidinas totais. Empregou-se aproximadamente 360g ± 0,1g 

de dióspiros frescos (cultivados na região de Setúbal). Todos os solventes foram 

evaporados até à secura e reconstituído com água Milli-Q® (240mL). O extrato obtido 

foi dividido em alíquotas armazenadas em tubos falcon a -80°C, para as posteriores 

análises. Na caracterização em termos de teor em compostos fenólicos totais 

quantificou-se 15530,56 ± 277,43 mg EAG/L extrato correspondendo a 1035 ± 18mg 

EAG/100g FF  
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CAPÍTULO II. BIOATIVIDADE DO EXTRATO DE Diospyros kaki L. 
 

Após a caracterização fenólica do extrato de dióspiro que permitiu escolher o 

que seria mais promissor para associar a efeitos biológicos fomos estudar alguma da 

sua bioatividade.  

Assim, neste capítulo, foram estudadas as atividades antioxidante e anti-

inflamatória. Foi avaliada a capacidade antioxidante intracelular do extrato e também 

o burst oxidativo dos neutrófilos.  

Para estudar o possível efeito anti-inflamatório do extrato de dióspiro, neste 

trabalho foi utilizado o modelo de inflamação aguda induzida pela carragenina em 

ratos. De entre os modelos que simulam doenças inflamatórias crónicas 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 avaliação da Atividade Antioxidante Intracelular foram utilizadas células 

de carcinoma de cólon 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 ≥98% (HPLC) e tampão de fosfato padrão (PBS) da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, US); 2,2’-Azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH); diacetato de 2-

7- diclorofluoresceína (DCFH-DA),  

Para a avaliação da Atividade Antioxidante no burst oxidativo dos neutrófilos 

foram utilizados os seguintes reagentes: solução de azul de tripano a 0,4%, luminol, 

Dihidrorodamina 123 (DHR); citocromo c de coração de cavalo; cloreto de potássio, 

dehidroepiandrosterona (DHEA), e luciferinaluciferase foram adquiridos na Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, US); tampão fosfato salino (PBS); solução salina equilibrada de 

Hank (HBSS); acetato de miristato de forbol (PMA); o cloreto de sódio, sulfato de 

magnésio, ácido perclórico, bicarbonato de potássio e cloreto de cálcio foram 

adquiridos na Merck (Darmstadt, DE); o tris(hidroximetil)aminometano foi obtido da 

Riedel de Haën (Hanover, DE). 

 

1.2 Métodos 

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

As células humanas do carcinoma do cólon Caco-2 adquiridas na Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ, (Braunschweig, DE) foram 

utilizadas para a avaliação in ex vivo da CAA em presença do extrato de dióspiro. Foi 

utilizado o meio de cultura RPMI 1640 e suplementadas com 10% de soro fetal bovino 

(FBS, do inglês ‘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 cm2 e 

incubadas em estufa à temperatura de 37 C, numa atmosfera humidificada com 5% de 

CO2. 

A avaliação da CAA do extrato de Dipospyros kaki L., em células Caco-2 implicou 

primeiramente o cultivo destas células. Assim, numa placa de 96 poços a uma 

densidade de 2x104 células/poço, em 100μL de meio de crescimento, a cada 48h o 

meio de cultura foi mudado até se atingir a confluência das células, 72h. 
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O procedimento para testar as amostras implicou ainda a remoção do meio de 

cultura e a lavagem por duas vezes das células com PBS, solução tampão de fosfato 

padrão, para remoção de células não aderidas.  

Poços com células diferenciadas foram preparados em triplicados com 100μL 

de diferentes concentrações da amostra e 25μM de diacetato de diclorofluoresceína 

(DCFH-DA) diluídos em PBS. A formação intracelular de ROS é revelada pelo DCFH-DA 

que funciona como um indicador. Em alguns poços, o meio de cultura das células foi 

removido e substituído por PBS contendo 600μM AAPH, um indutor de stresse químico 

que gera a produção intracelular de ROS à temperatura de 37 C. Em seguida a 

microplaca de 96 poços foi colocada num leitor de microplacas de fluorescência FL800 

da BioTek Instruments (Winooski, VT, US), a 37 C. 

A fluorescência emitida pelo DCFH-DA na sua forma reduzida foi monitorizada e 

registada a cada 5 minutos durante 1 hora. E foram usados filtros de fluorescência para 

os comprimentos de onda de emissão λem=530 ± 25nm e de excitação de λex=485 ± 

20nm. 

Foram testados ainda poços de controlo em triplicado (células tratadas com 

DCFH-DA e o oxidante AAPH) e incluídos poços branco (células tratadas com DCFH-DA 

sem o oxidante). Foi utilizada quercetina como padrão. A quantificação 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 dióspiro 

(μmol EQ/g dióspiro), usando o valor EC50 médio da quercetina obtido dos triplicados. 

 

1.2.2 Avaliação do Burst Oxidativo dos Neutrófilos  

Foram utilizados neutrófilos humanos para a avaliação in vitro da capacidade 

antioxidante do extrato para inibir ROS e RNS geradas por esses neutrófilos quando 

entram em burst oxidativo, segundo o método descrito por Freitas et al. em 2008 

(Freitas et al. 2008). As determinações foram feitas por quimioluminescência em leitor 

de microplacas de fluorescência Synergy HT da Bio-Tek Instruments (Winooski, VT, US).  

Primeiramente os neutrófilos humanos foram isolados através do gradiente de 

densidade, e foram mantidos em gelo até à utilização. O meio de incubação utlizado 

foi o meio de Glicose Tris (Tris 25mM, CaCl2.2H2O 1,26mM, KCl 5,37mM, MgSO4 

0,81mM, NaCl 140mM e 5,55mM de D-glicose). As suspensões celulares preparadas 

tinham mais de 99% de neutrófilos e o controlo de viabilidade foi superior a 95% das 

células eram viáveis, excluindo as de azul de tripano a 0,4%.  
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A sonda quimioluminescente de luminol foi utilizada para monitorizar a 

produção de espécies reativas por neutrófilos, nomeadamente de radicais anião 

superóxido (O2•-), peróxido de hidrogénio (H2O2), hidroxilo (HO•), ácido hipocloroso 

(HOCl), óxido nítrico (NO•) e anião peroxinitrito (ONOO-) (Freitas et al. 2009).  

Conforme descrito por Costa et al. (Costa et al. 2006), a medição do oxidative 

burst dos neutrófilos foi realizada por quimioluminescência, monitorizando a oxidação 

do luminol induzida por ROS. As preparações reacionais empregues neste ensaio 

continham neutrófilos (1x106 células/mL) e os reagentes seguintes, nas concentrações 

finais indicadas, num volume final de 250μL: extrato de dióspiro em diferentes 

concentrações, 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 adição de PMA e as medições foram realizadas a 

37 C, sob agitação suave e contínua. As leituras cinéticas foram imediatamente 

iniciadas, após a estimulação 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 inibição da oxidação do luminol. Os 

resultados foram expressos em μg mL−1, como média ± desvio padrão, a partir de 

quatro experiências individuais (no mínimo), efetuadas em triplicado em cada 

experiência. 

1.2.3 Tratamento dos Resultados 

Os resultados da avaliação da CAA e do oxidative burst pelos Neutrófilos foram 

comparados pelo método ANOVA de uma entrada seguido do teste pós-hoc de 

Bonferroni, tendo sido considerados significativos quando p <0,05. A análise estatística 

foi realizada com a versão 5.0 do programa estatístico GraphPad da PRISMTM da 

GraphPad Software (San Diego, US). 

 

1.3 Resultados e Discussão 

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 são apresentados na Tabela 2. 1.  
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Tabela 2. 1 - Avaliação da atividade antioxidante celular in vitro do extrato de 
Diospyros kak, L. e outros frutos. 

Fruto CAA (μmol de QE/100g) Referência 

Dióspiro 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) 

Maçã 21,9 (Wolfe et al. 2008) 

Pêssego 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 quantificação da atividade antioxidante de um modo 

mais significativo em termos biológicos do que os ensaios de avaliação da capacidade 

antioxidante química 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 químicos (Wolfe et al. 2008).  

Este é um modelo relevante pois ao empregar células intestinais humanas faz 

uma abordagem importante em termos de absorção intestinal (Deprez et al. 2001; 

Markopoulos et al. 2014). Estas células da linhagem Caco-2 têm 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 químico, 

o AAPH. Resultando na geração de radicais peroxilo (ROO•). Os ROO• são 

biologicamente muito importantes, nomeadamente por serem considerados 

importantes intermediários em vias metabólicas ligadas ao stresse oxidativo (Domazou 

et al. 2012). Assim sendo, os seres vivos têm elevada probabilidade de formação de 

ROO•. Da oxidação do colesterol e das proteínas também se geram ROO•, neste último 

caso produzidos dos resíduos dos aminoácidos (Gebicki et al. 2010; Porter 2013). No 

processo de peroxidação lipídica, por exemplo, formam-se espécies reativas derivadas 

dos PUFAs, incluindo radicais alquilo peroxilo (LOO•) (Fukuzawa 2008). Estes LOO• têm 

um papel importante no processo de propagação da peroxidação lipídica, donde se 

geram mais radicais livres com potencial impacto genotóxico 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 têm sido usadas com sucesso para estudar a 
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biodisponibilidade e a conversão metabólica de antioxidantes da dieta, 

nomeadamente de carotenóides e flavonóides (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 nível celular, estes antioxidantes podem interromper e prevenir a propagação do 

radical peroxilo e reduzir a peroxidação das membranas via redução ou resgate das 

ROS produzidas na célula (Cheli et al. 2011). 

O extrato de dióspiro testado revelou-se eficiente no resgate do radical 

peroxilo in vitro. O ensaio CAA considera aspetos da absorção, do metabolismo e da 

localização de compostos antioxidantes no interior das células, ao contrário dos 

métodos ORAC e HORAC anteriormente testados (Caítulo I, secção 5.3, Tabela 1. 10).  

O extrato de Diospyros kaki L. analisado apresentou uma CAA de 32,8µmol 

equivalentes de quercetina (EQ)/100g de dióspiro ou 0,1641µmol de equivalentes 

quercetina/mL extrato. Importa realçar que estes dióspiros são rios em compostos 

fenólicos (558,9mg EAG/100g de dióspiro), sobretudo procianidinas (459,5mg EC/100g 

de dióspiro) e flavonóides (144,8mg EC/100g de dióspiro). Vários estudos têm 

mostrado que as procianidinas estão associadas a várias funções biológicas, incluindo a 

antioxidante (Jang et al. 2010; Tian et al. 2011; Tian et al. 2012).  

Os resultados do dióspiro quando comparados a outros frutos tradicionalmente 

considerados como importantes para a dieta como a maçã, a pera, o abacate e a 

laranja, revelaram que o dióspiro tem maior poder antioxidante a nível celular. Nos 

estudos de Wolf et al. com 25 frutos comuns na dieta americana (onde não se inclui o 

dióspiro), verificou-se que os valores de CAA foram significativamente associados ao 

teor de fenóis totais e ORAC, embora os coeficientes de correlação fossem muito 

menores entre os valores CAA e ORAC do que entre CAA e valores de fenólicos totais 

(Wolfe et al. 2008).  

A CAA do extrato de dióspiro tem sido estudada em outros tipos celulares, 

como por exemplo nas células do hepatoma humano (HepG2). O extrato do fruto 

dióspiro adstringente cv. Sangjudungsi (D. kaki Thunb.) foi testado nestas células, que 

quando sujeitas a H2O2 desencadeiam stresse oxidativo, conseguindo restaurar a 

viabilidade celular de forma dose dependente e em concentrações não tóxicas, tendo 

também atenuado o stresse oxidativo intracelular. Os compostos presentes no extrato 

parecem agir na remoção dos oxidantes, como o que foi observado com H2O2 nas 

células do fígado humano, sugerindo que o dióspiro pode ser uma boa fonte de 

antioxidantes (Lee et al. 2014). Noutro tipo de células, que mimetizavam as condições 

de isquemia cerebral in vitro, foi ainda possível verificar a atividade antioxidante do 
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extrato de dióspiro que demonstrou ter efeito neuroprotetor Forouzanfar et al. (2016). 

Estes autores relatam que o extrato de dióspiro protegeu as células PC12 do stresse 

oxidativo gerado pela privação de glucose, oxigénio e soro (Glucose-Oxygen-Serum 

Deprivation-Induced PC12 Cells Injury) via mecanismo antioxidante, com redução da 

produção de ROS intracelular (Forouzanfar et al. 2016). 

Vários estudos mostraram a atividade antioxidante do dióspiro (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 são muito rápidas e fáceis de executar, mas têm algumas limitações. Por 

exemplo, o radical DPPH é um radical de azoto resistente. Há também evidências de 

que a DPPH• reage reversivelmente com alguns compostos fenólicos, o que pode levar 

a valores alterados de eliminação de radicais (Huang et al. 2005). Os métodos 

escolhidos abrangem diferentes aspetos da ação antioxidante e oferecem uma visão 

abrangente sobre o potencial antioxidante do extrato investigado. Isto é importante, 

uma vez que se recomenda a utilização de mais de um ensaio antioxidante para a 

compreensão detalhada dos princípios das propriedades antioxidantes dos compostos 

a que é atribuída esta capacidade. 

 

1.3.2 Avaliação do Burst Oxidativo dos Neutrófilos 

Não querendo apenas determinar a eficácia de compostos antioxidantes 

exógenos num ambiente celular (avaliado pela CAA), quisemos avaliar a capacidade do 

extrato inibir ativamente a resposta de burst oxidativo dos neutrófilos infiltrados no 

tecido lesado. 

Considerando o efeito inibitório do extrato de dióspiro (1,1-17,5μg mL−1) no 

burst oxidativo de neutrófilos humanos foi determinada uma IC50 de 7,5 ± 1,0μg mL−1 

(Fig. 2. 1). Em ambos os casos o extrato demonstrou, não apenas a capacidade de 

atuar como antioxidante intracelular (CAA) mas também de interferir com a função 

dos neutrófilos, inibindo a libertação de espécies deletérias reativas de oxigénio, que 

amplificariam os sinais inflamatórios já desencadeados. 
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Figura 2. 1 – Burst oxidativo dos neutrófilos humanos e o efeito inibitório do extrato 
de Diospyros kaki L.. 
*p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado com o ensaio controlo (PMA sozinho). Os valores são 

apresentados como média ± DP. 

Os neutrófilos são células centrais na defesa de um organismo contra lesões, 

nomeadamente a infeção, através da sua capacidade de sintetizar metabolitos de 

oxigénio e libertar várias enzimas. No entanto, esses agentes também podem ser 

tóxicos para os tecidos circundantes normais e potencialmente induzir doenças 

inflamatórias. Como resultado, há uma regulação negativa rápida (Ryan et al. 1977; 

Doherty et al. 1988; Melnicoff et al. 1989). Uma característica da inflamação aguda é 

que, inicialmente, o infiltrado leucocitário é principalmente neutrofílico (Ryan et al. 

1977; Doherty et al. 1988; Melnicoff et al. 1989). Assim, a inflamação aguda é uma 

resposta benéfica limitada, particularmente durante o desafio infecioso, enquanto que 

a inflamação crónica é um fenómeno persistente que pode levar ao dano tecidual. A 

capacidade de um agente infecioso e hospedeiro induzir e sustentar a inflamação 

crónica é o mecanismo focal envolvido na etiologia infeciosa da maioria das doenças e 

a maioria das NCDs são caracterizadas patologicamente por evidenciar inflamação 

crónica (Ogoina et al. 2009). Sendo assim qualquer composto que tenha a capacidade 

de inibir ou modelar a burst oxidativo dos neutrófilos para que não se exceda o seu 

papel na defesa e se evite a sua toxicidade só pode ser benéfico, como o efeito 

dependente da dose demonstrado pelo extrato de dióspiro.  

A maioria dos efeitos exercidos pelos compostos fenólicos nos neutrófilos é 

baseada na inibição da produção de aniões superóxido. Flavonóides como as 

procianidinas isoladas da Garcinia brasiliensis demonstraram um potente efeito 
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inibidor no burst oxidativo de neutrófilos humanos, inibindo a produção de ROS pelos 

neutrófilos estimulados (Arwa et al. 2015). 

É provável que os resultados obtidos por nós neste estudo sejam igualmente 

devidos à riqueza em procianidinas do fruto dióspiro.  

O efeito de cinco compostos de flavonóides isolados das folhas de Diospyros 

kaki na geração de superóxido induzida por um estímulo e fosforilação de resíduos de 

tirosina em proteínas de neutrófilos humanos foi investigado por Chen et al. 2002. Os 

cinco compostos examinados foram canferol 3-O-β-d-galactopiranósido, canferol 3-O-

β-d-glucopiranósido, isorramnetina 3-O-β-d-glucopiranósido, quercetina 3-O-β-d-

galactopiranósido, quercetina 3-O-β-d-glucopiranosil-(6→1)-α-l-ramnopiranósido. 

Estes flavonóides suprimiram a geração de superóxido induzida pelo estímulo e a 

fosforilação do tirosil (Chen et al. 2002). Em 2009 o efeito inibitório do extrato aquoso 

das folhas do diospireiro, bem como os seus principais compostos fenólicos (canferol, 

quercetina e miricetina) foram testados por Che et al. (2009) na produção induzida por 

N-formil-metionil-leucil-fenilalanina [N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP)] 

do radical superóxido por neutrófilos humanos. Os flavonóides suprimiram a geração 

de superóxido induzida pelo estímulo e a fosforilação do tirosil (Chen et al. 2002). Estes 

resultados indicaram o potencial valor na proteção da saúde, do chá das folhas de 

diospireiro (Chen et al. 2009). 

Outros autores também discutiram os efeitos do dióspiro enquanto fruto ou do 

extrato do fruto no burst oxidativo em neutrófilos humanos e, embora os resultados 

sejam semelhantes, nenhum deles baseou as suas conclusões no mesmo ensaio que o 

nosso estudo. 

Os resultados para a atividade antioxidante do extrato de dióspiro, tanto por 

ORAC, como por HORAC, como por CAA e no burst oxidativo dos neutrófilos são 

promissores dos potenciais efeitos benéficos para a saúde do dióspiro e levam-nos a 

investigar os possíveis efeitos anti-inflamatórios que podem estar ou não relacionados 

com estes efeitos antioxidantes. 

 

2. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA EM MODELOS ANIMAIS  

2.1 Experimental 

2.1.1  Materiais 

Modelo inflamação aguda induzida pela carragenina: ácido acético glacial e 

formaldeído da Carlo Erba Reagents (Sabadell, ES); ácido acético p.a., ácido 6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox), albumina sérica bovina (BSA), 

carragenina-λ; indometacina, trolox e tempol adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, US); cloreto de sódio e EntellanÒ da Merck S.A. (Miraflores, Algés, PT); Etanol 96% 

da Panreac (Barcelona, ES); solução fisiológica estéril da B. Braun Portugal (Queluz de 

Baixo, PT); solução de Triton X-100 da BDH-Chemicals/VWR Internacional (Carnaxide, 

PT); ácido fórmico da VWR Internacional (Carnaxide, PT).  

Modelo de Artrite Induzido pelo Colagénio (CIA): colagénio bovino tipo II (CII), 

adjuvante completo de Freund (CFA, abreviatura do inglês Complete Freund’s 

adjuvant); Mycobacterium tuberculosis H37Ra; ácido acético 0,01 M; solução 

fisiológica estéril da B. Braun Portugal (Queluz de Baixo, PT); blocos de parafina; 

formalina, hematoxilina e eosina, paraformaldeído (PFA), peróxido de hidrogénio, 

tampão salino de fosfato padrão (PBS), Tris/EDTA e SIGMAFASTTM DAB com 

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

Modelo de Colite Ulcerosa: água Milli-Q® (18.2 MΩ cm) da Millipore – Direct 

Q3 UV System (Molsheim, France). Ácido 2,4,6-Trinitrobenzenosulfúrico (TNBS) 5% 

(w/v) aquoso da Sigma Chemical Co. Etanol 99.9% adquirido à Carlo Erba Reagents 

(Rodano, Italy) Cetamine (Imalgene® 1000) e xilazina (Rompun® 2%) da Bio2 Produtos 

Veterinários (Lisboa, Portugal). Todos os outros reagentes foram adquiridos à Sigma-

Aldrich (St. Louis, USA). Dye-quenched (DQ)-gelatina da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

Imunohistoquímica: anticorpos primários de coelho anti-COX2 [coelho anti-

COX2 (Cell Signaling # 4842, 1: 100)] (Cell Signaling Technology, Danvers, MA US) e 

anticorpos de rato anti-iNOS da BD Transduction Laboratories (BD Transduction 

Laboratories #610328, 1:100, New Jersey, US); pentobarbital de sódio da Eutasil 

(Sanofi Veterinária, Algés, Portugal); peroxidase de rábano (Santa Cruz Biotechnology, 

1: 5000); SIGMAFAST™ DAB com Metal Enhancer (Sigma, EUA); Entellan (Merck, 

Alemanha); tampão Tris/EDTA; 1% (p/v) de albumina sérica bovina (BSA) em PBS; 

tampão de citrato 20mM contendo 1,5% (v/v) de H2O2; 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 à dose de 15 mg fenóis totais/Kg de animal  

2.1.3 Equipamento 

Nestes ensaios foram utilizados os equipamentos seguintes: pletismómetro 

‘Digital Plethysmometer LE7500’ da Letica Scientific Instruments (Barcelona, ES); Raio- 

X: Consola Phillips Optimus ZBC6, consola e equipamento Phillips Bucky Diagnostic 

Phillips Device LeftOrtopantomografo OP100Ortoceph OC100Kodak DirectView CR 
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Long – Lengh Vertical Apelem Baccara e processador de imagem Kodak DirectView 

System CR975 - Leitor de Ip; microscópio óptico Zeiss com uma câmara fotográfica 

Leica DFC490 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE), equipada com um programa 

informático de captura de imagens Leica IM50 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE) e 

equipamento microscópio AxioScope de campo brilhante (Zeiss, Göttingen, Alemanha). 

 

2.2 MÉTODOS 

2.2.1 Atividade anti-inflamatória no Modelo animal de edema da pata induzido 

pela carragenina 

Para avaliar a atividade anti-inflamatória aguda local do extrato usámos o 

modelo do edema da pata induzido pela λ-carragenina em rato. Os resultados obtidos 

são comparados com o efeito da indometacina, trolox e tempol, usados como anti-

inflamatórios.  

 

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 inflamação aguda 

local. Os animais foram submetidos a um esquema de aclimatação, de pelo menos 

duas semanas, no Biotério de Manutenção da Faculdade de Farmácia da Universidade 

de Lisboa. Nesse período os animais foram mantidos à temperatura de 25°C, com 

ciclos de luz diários de 14 horas, com uma dieta de manutenção IPM-R20 da Letica 

(Barcelona, ES) e água ad libitum. 24h. Na véspera da realização da experiência os 

animais foram mantidos em jejum, mantendo-se apenas o livre acesso a água. 

O protocolo desta experiência foi aprovado pela Comissão de Ética da 

Faculdade de Farmácia e a equipa de investigação tinha dois elementos com licença da 

Direcção-Geral de Veterinária para coordenar e conduzir as pesquisas com animais de 

modo independente. 

As experiências foram conduzidas de acordo com as orientações do Home 

Office Guidance para utilização de animais para fins científicos (Procedimentos 

Científicos, 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 laboratório 

publicados pelos Institutos Nacionais dos EUA Institutos Nacionais de Saúde 

(Publicação NIH nº 85-23, revista em 1996), bem como a regulação CE adotada 

atualmente, regulamentos (Diretiva 2010/63/UE). Os estudos foram realizados em 

conformidade com as Diretrizes ARRIVE para Relatórios de Pesquisa Animal resumidas 

em http://www.nc3rs.org.uk.  
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B) Protocolo Experimental 

No início do ensaio a articulação da pata esquerda de cada animal foi marcada 

com tinta resistente à água ao nível do maléolo, eminência óssea do tornozelo. O 

edema da pata foi induzido com uma única injeção subplantar de 0,1mL de uma 

solução de soro fisiológico estéril com 1% de λ-carragenina na pata posterior esquerda 

do rato. O volume da pata foi medido através método do volume deslocado num 

pletismómetro (Digital Plethysmometer LE7500 – Letica® Scientific Instruments, Letica, 

ES). Quando se imergiu a pata posterior esquerda dos ratos no vaso do pletismómetro 

(Fig. 2. 2), fez-se coincidir a marcação feita inicialmente ao nível do maléolo com a 

marcação do vaso. A variação do volume resultante da imersão da pata foi lida 

diretamente no pletismómetro. As medições foram feitas imediatamente após a 

injeção da λ-carragenina (V0h ou volume basal) e 6h depois (V6h). O aumento do 

volume da pata foi considerado como edema. Calculado em termos de % através da 

Equação 1, para cada rato. 

Equação 1 
 

Edema da pata (%) = [(V6h – V0h )/ V0h]*100 

 

Os 36 animais usados neste modelo foram pesados e aleatoriamente divididos 

e distribuídos pelos seguintes grupos:  

(i) controlo negativo - injeção subplantar na pata posterior esquerda dos 

ratos, de 0,1mL de soro fisiológico estéril e administração com soro 

fisiológico (1mL Kg-1, p.o.) (n=6);  

(ii) controlo positivo (grupo da carragenina) - indução do edema da pata 

por injeção subplantar na pata posterior esquerda de 0,1mL de uma 

dispersão a 1% de λ-carragenina em soro fisiológico e administração 

com soro fisiológico (1mL Kg-1, p.o.) (n=6);  

(iii) grupo do dióspiro (grupo teste) - animais submetidos à indução do 

edema da pata e pré-tratados com extrato de dióspiro (15mg Kg-1, 

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

(iv) grupo da indometacina - animais sujeitos à indução do edema da pata 

e pré-tratados com indometacina (10mg Kg-1, p.o.), 30 minutos antes 

da injeção com λ-carragenina (n=6);  
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(v) grupo do Trolox - animais submetidos à indução do edema da pata, 

pré-tratados com trolox (30mg Kg-1, p.o.), 30 minutos antes da injeção 

com λ-carragenina (n=6),  

(vi) grupo de tempol (30mg kg−1, p.o.), 30 minutos antes da injeção com 

λ-carragenina (n=6).  

 

Figura 2. 2 - Medição do volume da pata no pletismómetro. 
 

 

2.2.2 Atividade anti-inflamatória no Modelo Animal de Artrite Induzida pelo 

Colagénio (CIA) 

Neste modelo experimental a artrite é que induzida no rato pelo colagénio. O 

modelo de indução de artrite reumatoide com colagénio é o mais usado, pelas muitas 

semelhanças à AR no humano, partilhando diversas das suas características 

patológicas, como a quebra da tolerância ao self e produção de auto-anticorpos. O 

colagénio tipo II é um dos maiores constituintes da cartilagem, o tecido alvo na AR. 

Entre os métodos que incluem proteínas da cartilagem e são definidos pela existência 

de um antigénio, este é o que tem o menor intervalo de tempo entre a imunização e a 

manifestação da doença. Este modelo já foi utilizado para identificar mecanismos 

patogénicos de autoimunidade e no teste de novas terapêuticas (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 manipulação e tratamento 

animal já referidas acima. 



113 
 

B) Protocolo Experimental 

Este protocolo experimental tem a duração de 35 dias.  

No 1º dia procedeu-se à indução da artrite com colagénio tipo II bovino (CII) 

injetando intradermicamente, na base da cauda dos ratos, 100µL emulsão (contendo 

100 µg de CII) em adjuvante de Freund (CFA) de acordo com o descrito por Szabó et al. 

(Szabo et al. 1998) e Cuzzocrea et al. (Cuzzocrea et al. 2000). O CFA foi preparado pela 

adição de Mycobacterium tuberculosis H37Ra numa concentração de 2mg.mL-1. O CII 

foi dissolvido em ácido acético 0,01M numa concentração de 2 mg.mL-1 e mantido em 

agitação durante a noite, à temperatura de 4 C. O CII dissolvido foi congelado a -70 C 

até à sua utilização. No dia 21, foi administrada a segunda injeção de CII em CFA. A 

indução 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 fisiológico na base da cauda, 

por via intradérmica. 

Os animais foram pesados e aleatoriamente distribuídos por três grupos de 

estudo: 

(i) controlo negativo onde não foi induzida artrite (n=6);  

(ii) controlo positivo (AR), com indução da artrite pelo CII (n=6);  

(iii) grupo dióspiro (grupo teste) com indução de artrite e posterior 

administração do extrato de dióspiro (n=10), oralmente por gavagem 

(p.o. 15mg fenóis totais (EAG)/Kg).  

O tratamento diário dos animais do grupo teste (iii) iniciou-se no 23º dia com 

administração do extrato de dióspiro na dose de 15mg/Kg de peso vivo, por via oral 

através do uso de gavagem. Este procedimento foi repetido diariamente até ao 34º dia 

do estudo. Os animais dos grupos i e ii foram administrados oralmente, por gavagem, 

com 1 mL de soro fisiológico estéril, do dia 23º ao 34º. Foi feita a avaliação diária dos 

animais para os sinais clínicos de artrite como descrito por Szabó et al. (Szabo et al. 

1998). A severidade clínica da artrite foi também determinada quantitativamente 

através da medição do aumento de volume da pata dos animais, por pletismometria 

no 35º dia. Este aumento de volume, considerado o volume do edema, foi calculado 

pela diferença entre os volumes da pata no 35º dia dos animais dos grupos ii a iii, e o 

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 medição do volume das patas, os animais foram anestesiados e as 

patas foram radiografadas. Após o sacrifício dos animais, uma das patas de cada 

animal foi removida e conservada em formalina para exame histológico. 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-inflamatório de um extrato de 
dióspiro. 

GRUPO Dia 1 Dia 21 Dias 23-34 Dia 35 

(i) 
CONTROLO 
NEGATIVO 

(n=6) 

1ª Injeção 
intradérmica de 
soro fisiológico 

2ª Injeção 
intradérmica de 
soro fisiológico 

Sem qualquer tratamento 
Avaliação das patas 
por pletismometria, 

radiografia,  
sacrifício e 

conservação para 
histologia 

(ii) 
CONTROLO 
POSITIVO 

(n=6) 

INDUÇÃO DE ARTRITE 

1ª Injeção de CII 
em FCA (100µL; 

100µg de CII) 

2ª Injeção de CII 
em FCA (100µL; 

100µg de CII) 
(iii) 

Ext. Diosp. 
(n=10) 

Administração diária de 
extrato de dióspiro por 
via oral (15mg EAG/Kg) 

Ext. Diosp. – extrato de dióspiro; p.o. – administração por via oral, através de gavagem 

 

C) Avaliação radiológica da artrite 

Após anestesiados com pentobarbital sódico (45mg/kg, por via intraperitoneal) 

os ratos foram colocados numa caixa de exame radiográfico, que se encontra uma 

distância de 90cm da fonte de raios-X. Nas patas posteriores dos animais, saudáveis 

(grupo i) e com artrite (grupos ii e iii), foram feitas radiografias utilizando uma máquina 

de raios-X, com uma exposição de 40 kW para 0,01 segundos. Este exame foi 

executado por um investigador que não conhecia o protocolo experimental a que os 

animais tinham sido submetidos.  

Com a análise das radiografias obtidas procedeu-se também à classificação das 

características morfológicas observadas num score radiológico de 0 a 3. Em que 0 = 

sem dano ósseo, 1 = edema do tecido e edema da pata, 2 = erosão nas articulações, e 

3 = erosão óssea e formação de osteófitos. 

D) Avaliação histológica da artrite 

Após anestesia e sacrifício dos animais, as patas foram removidas no 35º dia, 

por corte acima do joelho e foram colocadas a fixar em formalina para exame 

histológico. A fixação foi feita com solução de paraformaldeído (PFA) em solução salina 

de tampão fosfato 0,1M (PBS, pH 7,4) (10 % v/v), à temperatura ambiente. 

Posteriormente as amostras foram descalcificadas em ácido fórmico (10 %), por um 

período mínimo de 8 dias, após o qual foram desidratadas. A desidratação fez-se 

através de um gradiente de etanol e após esta etapa, as amostras foram incluídas em 

blocos de parafina. Para análise de microscopia de luz foram feitos corte com 3 µm. 

Todas essas secções foram desparafinadas com xileno e hidratadas em soluções 

progressivamente menos concentradas de etanol. A hidratação foi finalizada com água 

destilada. Após este processo as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina, 

desidratadas, diafanizadas e colocadas num fluido de montagem. A observação ao 
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microscópio óptico foi feita em todas as secções da lâmina. Utilizaram-se as lentes de 

10x e 40x e foram recolhidas fotografias. O microscópio óptico usado nesta análise é 

Zeiss com uma câmara fotográfica Leica DFC490 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE), 

esta por sua vez equipada com um programa informático de captura de imagens Leica 

IM50 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE). As características histopatológicas 

presentes em amostras articulares de joelho, nomeadamente inflamação, formação de 

pannus, danos na cartilagem e de reabsorção óssea foram analisadas. O investigador 

que fez a análise histológica não conhecia o protocolo que tínhamos feito aos animais. 

Este exame compreendeu para além da avaliação histológica das amostras, uma 

classificação das características morfológicas observadas. Essa escala usada pontua de 

0 a 3, onde onde 0 = nenhum dano, 1 = edema, 2 = células inflamatórias e 3 = 

reabsorção óssea. 

E) Imunocitoquímica para iNOS e COX-2 

Os tecidos foram fixados em 4% de PFA em PBS durante 72h à temperatura 

ambiente, descalcificados, desidratados em séries de etanol graduado e embebidos 

em parafina. A imunocoloração foi feita em secções cortadas com 6 mm de espessura 

e foram sujeitas à recuperação de antigénios, em tampão de citrato 20 mM com 1,5% 

de H2O2, durante 15 minutos à temperatura ambiente no escuro, incubadas durante 

10 min em tampão Tris/EDTA a 84°C e bloqueadas durante 1h, à temperatura 

ambiente em 1% de albumina sérica bovina (BSA) em PBS. Ao que se seguiu a aplicação 

dos anticorpos primários, de coelho anti-COX-2 e de rato anti-iNOS em 0,5% de BSA 

em PBS, durante a noite a 4°C. Após lavagem em PBS, as secções foram incubadas 

durante 1h à temperatura ambiente com anticorpos anti-coelho e anti-rato ligados a 

peroxidase de rábano-silvestre em 0,5% BSA em PBS e incubadas durante 10min em 

SIGMAFAST ™ DAB com um intensificador de metais, montado com EntellanÒ. Estas 

amostras de tecido foram analisadas num microscópio de campo claro Axioskop e 

foram obtidas imagens com uma câmara DFC 490 (Leica), que as transformou em 

imagens invertidas e em ficheiros de 8 bit. A intensidade da coloração da proteína 

corresponde ao nível de expressão da COX-2 e da iNOS. 

 

2.2.3 Atividade anti-inflamatória no modelo colite ulcerosa  

Neste modelo animal que simula a colite ulcerosa no humano a doença é 

induzida quimicamente pelo ácido trinitrobenzeno sulfúrico (TNBS) dissolvido em 

etanol por instilação intrarretal. (Morris et al. 1989). 

A lesão intestinal foi caracterizada in vivo e histologicamente através da 

observação microscópica do tecido intestinal e foram avaliadas as alterações 

estruturais do tecido de forma qualitativa e quantitativa. 
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O modelo de colite por TNBS tem sido muito útil para estudar muitos aspetos 

importantes da inflamação do intestino, incluindo os padrões de secreção de 

citoquinas, os mecanismos de tolerância oral, a adesão 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 padrão com acesso ad libitum a alimentos e água, 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 Farmácia Animal, Universidade de Lisboa. 

As experiências foram conduzidas de acordo com as orientações do Home 

Office Guidance para utilização de animais para fins científicos (Procedimentos 

Científicos, 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 laboratório 

publicados pelos Institutos Nacionais dos EUA Institutos Nacionais de Saúde 

(Publicação NIH nº 85-23, revista em 1996), bem como a regulação CE adotada 

atualmente, regulamentos (Diretiva 2010/63/UE). Os estudos foram realizados em 

conformidade com as Diretrizes ARRIVE para Relatórios de Pesquisa Animal resumidas 

em http://www.nc3rs.org.uk. O protocolo experimental também foi aprovado pelo 

Comité de Ética da Faculdade de Farmácia, 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 indução (dia 0), todos os murganhos foram anestesiados com 

cetamina 100mg/kg + xilazina 10mg/kg. 

Grupos experimentais (Tabela 2. 3): 

grupo controlo negativo – administração intracolónica com 100μL de solução 

salina. Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram oralmente administrados com 

10mL/Kg de água destilada (n=6);  

grupo etanol – animais sujeitos a administração intracolónica, com 100μL de 

50% etanol (v/v). Durante os 4 dias do protocolo, os animais foram administrados 

oralmente com 10mL/Kg de água destilada (n=6);  

grupo TNBS – animais administrados intracolonicamente com 100μL 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 água destilada (n=10);  
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grupo TNBS + extrato de dióspiro – animais administrados com 100μL 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 após da administração inicial de TNBS (n=10). 

O TNBS foi instalado intracolonicamente como uma única dose como descrito 

anteriormente por Impellizzeri et al. (Impellizzeri et al. 2014) e todas as administrações 

quer de TNBS ou água destilada foram feitas através de um cateter cuidadosamente 

inserido até 4.5cm do cólon. Os murganhos foram mantidos durante 1 minuto na 

posição de Tredelenburg para evitar o refluxo. 

No 5º dia os murganhos foram anestesiados, sacrificados e removido o colon. 

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

Grupos Administração intracolónica Administração oral 

Controlo negativo (n=6) 100μL de solução salina 

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

TNBS (n=10) 100μL TNBS em 50% de 
etanol TNBS+ED (n=10) 15mg EAG/Kg de extrato de dióspiro 

ED – extrato de dióspiro  

C) Avaliação macroscópica da gravidade da colite 

Após a remoção do cólon, uma incisão longitudinal foi realizada para a 

observação do conteúdo e classificação da gravidade da diarreia por um observador 

cego em relação aos grupos experimentais (Tabela 2. 4). Em seguida, o cólon foi lavado 

com solução salina e analisado com um microscópio cirúrgico para melhor observação 

do tecido e captura de imagens das lesões. O cólon foi então medido, bem como a 

extensão da lesão (se presente). 

Tabela 2.  4 - Pontuação da gravidade da diarreia. 
Score Consistência das fezes 

0 Normal (pellets duros) 

1 Levemente mucosas 

2 Moles 

3 Líquidas 

 

D) Avaliação da lesão hemorrágica 

A hemoglobina fecal, como índice de lesão hemorrágica, foi medida usando um 

método quantitativo por imunoturbidimetria (Kroma Systems).  

E) Procedimentos de histologia e imunohistoquímica 

Depois de removidos e lavados os cólons foram fixados com paraformaldeído a 

4% (p/v) em PBS durante 72h à temperatura ambiente, desidratados através de uma 
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série gradativa de etanol e incorporados em parafina (n=3 por grupo). A coloração com 

hematoxilina e eosina (H & E) foi realizada como previamente descrito (Rocha et al. 

2015), e as imagens foram adquiridas usando um microscópio Axioscop de campo 

brilhante (Zeiss, Göttingen, Alemanha).  

O grau de inflamação e o dano no cólon nas secções transversais microscópicas 

foi medido semi-quantitativamente de 0 a 3 (Tabela 2. 5): 

0, cólon normal sem lesões, mucosa de espessura uniforme, criptas retas, 

arquitetura normal da cripta, sem infiltração celular, edema ou exsudato não 

significam sinais de inflamação;  

1, cólon com lesões leves, erosão da mucosa e pequenas úlceras superficiais 

espalhadas ao longo do cólon, com pequena perda de criptas e infiltração de células 

mononucleares;  

2, cólon com lesões moderadas, intestinos com erosão extensa e ulceração, 

com perda moderada de criptas e infiltração de neutrófilos;  

3, colon com ulceração muito grave, mucosa fina com perda de criptas e 

aumento marcado da infiltração de neutrófilos e exsudato inflamatório agudo. 

 

Tabela 2.  5 - Classificação semi-quantitativamente da gravidade da lesão do cólon, 
por avaliação microscópica. 
Grau Lesão Espessura da mucosa Criptas Infiltrado celular 

0 - Uniforme Retas - 
1 Leve ulceração superficial Erosão pequena Pequena perda Células mononucleares 

2 Úlceras moderadas Erosão extensa Perda moderada Neutrófilos 

3 Ulceração grave Fina Perda acentuada Muitos neutrófilos 

 

Para a imunohistoquímica, secções de cólon de 6 μm foram submetidas à 

recuperação de antigénios em tampão de citrato 20 mM com 1,5% de H2O2 durante 15 

min à temperatura ambiente no escuro, incubado durante 10 min em tampão 

Tris/EDTA a 84 °C e bloqueado durante 1 h à temperatura ambiente com 1% de 

albumina sérica bovina (BSA) em PBS. Anticorpos primários de coelho anti-COX2 e de 

rato anti-iNOS foram utilizados em BSA a 0,5% em PBS durante a noite a 4 °C. Após a 

lavagem em PBS, as secções foram incubadas durante 1 h à temperatura ambiente 

com anticorpos anti-coelho e anti-rato acoplados à peroxidase de rábano em BSA a 

0,5% em PBS, incubadas durante 10 min em SIGMAFAST DAB com Metal Enhancer e 

montado com Entellan. Secções de tecido foram visualizadas com um microscópio de 

campo claro AxioScope (Zeiss, Göttingen, Alemanha). 
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2.2.4 Análise estatística 

Os tratamentos estatísticos relativos ao estudo dos efeitos anti-inflamatórios in 

vivo em modelos animais, de inflamação aguda e crónica com indução da AR, foram 

realizados utilizando o programa informático GraphPad PRISMTM (versão 5.0; 

GraphPad Software). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média 

(E.P.M.) de n observações, onde n representa o número de animais estudados. A 

comparação estatística entre grupos foi calculada usando a análise de uma via da 

variância (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. 

 

 

2.3 Resultados e Discussão 

2.3.1 Estudo da atividade anti-inflamatória aguda no modelo de inflamação 

induzida pela carragenina 

O extrato de dióspiro testado tem um perfil fenólico onde ácido gálhico, 

epicatequina, procianidinas entre outros compostos fenólicos (item 5.2, capítulo I) são 

encontrados. A capacidade deste extrato de reduzir ou prevenir o edema induzido pela 

λ-carragenina na pata de rato foi avaliada para a dose ensaiada de 15 mg de EAG/kg 

peso vivo.  

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

A 1ª evidência 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 medição do volume das patas dos ratos após 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 dióspiro (p <0,01).  

As percentagens de aumento do volume da pata neste modelo, para o grupo 

administrado com extrato de dióspiro foi comparado com os resultados obtidos nos 

grupos administrados com indometacina (medicamento anti-inflamatório não 

esteróide clássico que inibe a COX e, consequentemente a produção de PG e 

leucotrienos), com Trolox (potente antioxidante hidrossolúvel análogo da vitamina E) e 

ainda com o Tempol (mimético da superóxido dismutase de baixo peso molecular (Fig. 

2. 3). 
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Figura 2. 3 – Impacto da administração de extrato de dióspiro, indometacina, trolox e 
tempol no aumento do volume da pata induzido pela carragenina. 
Os resultados correspondem à média ± erro padrão da média (E.P.M.). * P <0,001 vs grupo de controlo. 
δP<0,05 vs grupo controlo; #P<0,01 vs grupo carragenina; ŦP<0,001 vs grupo carragenina. 

 

O efeito de uma única administração do extrato de dióspiro, teve um efeito 

bastante significativo na diminuição 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 

clássico, como a indometacina, com um antioxidante potente clássico, como o trolox e 

como um mimético de superóxido dismutase de baixo peso molecular, como o tempol.  

A fase inicial da inflamação induzida por carragenina está relacionada à 

produção de leucotrienos, histamina, fatores de activação plaquetária e produtos da 

ciclooxigenase. Esta enzima tem a indometacina como inibidor, no entanto o efeito 

observado com a administração do extrato foi de magnitude próxima da observada 

coma a administração deste inibidor. Na fase tardia do processo inflamatório verifica-

se a infiltração de neutrófilos e a produção de espécies reativas de oxigénio produzidas 

pelos neutrófilos ativados, tais como peróxido de hidrogénio, superóxido e radicais 

hidroxilo, bem como a libertação de outros mediadores inflamatórios derivados de 

neutrófilos. O tempol e o trolox com efeitos antioxidantes mostraram efeitos de 

magnitude semelhante ao observado para o extrato de dióspiro. 
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Embora os efeitos fossem semelhantes aos dos 3 anti-inflamatórios testados 

não podemos saber qual foi o mecanismo de ação do extrato para contrariar a 

inflamação provocada pela carragenina.  

Compostos fenólicos como proantocianidinas, ácido gálhico, epicatequina, 

ácido vanílico e derivados glicosilados deste e outros compostos antioxidantes naturais 

como ácido ascórbico poderão ter estado envolvidos na atividade anti-inflamatória 

demonstrada pelo extrato de Diospyros kaki L. no local da inflamação. 

 

2.3.2 Estudo da atividade anti-inflamatória crónica num modelo animal de artrite 

induzida pelo colagénio (CIA) 

As Fig. 2. 4 e Fig. 2. 5 mostram o efeito da administração do extrato de dióspiro 

na inflamação crónica induzida por CII. 

 

 

Figura 2. 4 – Percentagem de aumento do volume da pata associado à CIA (artrite 
induzida por colagénio) e após tratamento com extrato de dióspiro (CIA + Ext. 
dióspiro).  
Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. *P < 0,001 vs. Grupo CIA.  

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

posteriores dos ratos. Os resultados mostram que a primeira evidência macroscópica 

da CIA apareceu como eritema periarticular e edema das patas traseiras. A incidência 

da CIA foi de 100% ao dia 23 em todos os ratos imunizados com CII e a gravidade da 

CIA progrediu durante o período de 35 dias. O eritema e o edema das patas 

posteriores aumentaram em severidade até ao último de experiência. 

No entanto, pode verificar-se na Fig. 2. 4 que os animais tratados com extrato 

de dióspiro apresentaram um edema significativamente menor comparativamente aos 

animais do controlo positivo, o que sugere que o extrato em estudo teve uma ação 
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anti-inflamatória e, embora, não evitasse totalmente o desenvolvimento de edema 

pelo CII, conseguiu atenuar, em cerca de 47%, esse edema. 

Se analisarmos as imagens radiológicas representadas na Fig. 2. 5 pode ver-se 

que o tratamento com o extrato do fruto dióspiro (15mg kg-1), administrado por via 

oral suprimiu significativamente a patologia articular e o edema do tecido mole, na 

pata traseira, dos ratos contrariando a reabsorção óssea e a significativa erosão da 

articulação induzida pelo CII e observada nas patas dos animais do grupo controlo 

positivo (CIA). 

 
Figura 2. 5 – Radiografias das articulações tibiotársicas dos ratos do modelo da CIA. 
a) Controlo negativo; b) Controlo positivo; c) Extracto de dióspiro p.o. 15mg/Kg. As 
imagens de raios-X são representativas de pelo menos 3 experiências realizadas em 
dias diferentes.  

 

As radiografias revelaram que não existe evidência de alterações patológicas 

nas articulações tibiotarsais de animais do controlo negativo (normais), (Fig. 2. 5a). As 

patas traseiras de ratos com CIA ao dia 35 demonstram reabsorção óssea com 

formação de osteofitos na articulação tibiotársica, significativa erosão da articulação e 

edema dos tecidos moles (Fig. 2. 5b). O tratamento com o extracto do fruto dióspiro 

(15mg kg-1 por dia), administrado por via oral, a partir do início da artrite (dia 23) 

atrasou o desenvolvimento dos sinais clínicos nos dias 24-35, suprimiu 

significativamente a patologia articular e o edema do tecido mole, na pata traseira (Fig. 

2. 5c).  
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Figura 2. 6 - Tecido das patas e articulação tibiotársica dos ratos do modelo CIA. (a) 
Espécime de um rato controlo negativo (sem AR). (b) Cortes histopatológicos de 
ratos controlo positivo em que a artrite foi induzida pelo colagénio (CIA), 
evidenciavam sinovite severa, danos na cartilagem (seta grande), infiltração 
acentuada, pannus (seta pequena) e reabsorção óssea (cabeça da seta). (c) Os cortes 
histopatológicos de amostras provenientes de animais CIA, tratados com o extrato 
(15mg/Kg/day, p.o), exibem menos danos na cartilagem (seta grande), mantendo a 
infiltração (seta pequena) e a reabsorção óssea (cabeça de seta). (H&E, ampliação 
100X). 

 

A análise histológica revelou que o tecido e a articulação da pata de um rato 

controlo negativo (sem CIA e sem extrato) (Fig. 2. 6a) apresentavam uma membrana 

sinovial normal e ausência de danos na cartilagem. Amostras histológicas do controlo 

positivo (com CIA e sem tratamento com extrato) (Fig. 2. 6b) apresentavam sinovite 

grave, danos na cartilagem, infiltração marcada, pannus e reabsorção óssea. Os cortes 

histopatológicos de amostras provenientes de animais com CIA, tratados com o 

extrato (15mg/Kg/day, p.o) (Fig. 2. 6c), exibem menos danos na cartilagem, mantendo 

a infiltração e a reabsorção óssea do que aqueles do grupo controlo positivo. Assim, 

obtendo melhores pontuações histológicas e radiológicas. O que demonstra proteção 

à atividade articular do rato. 

 

 

Figura 2. 7 - Coloração imunohistaquímica para pesquisa de COX-2. (a) Amostra de 
tecido do rato do controlo negativo (saudável); (b) grupo positivo (CIA), exibem uma 
produção maciça de COX-2, nomeadamente perto dos infiltrados (coloração 
castanha - seta grande); (c) tecido de animais tratados com o extrato de dióspiro 
(15mg kg-1, p.o.) revelam que não modificou a ativação de COX-2 no modelo de CIA 
(coloração castanha - seta grande). (Ampliação 100X). A barra de escala é igual a 
500μm. 
 

Os ratos que foram tratados com o extrato de dióspiro evidenciaram nas 

amostras histológicas preparadas com coloração de imunohistoquímica para a 

expressão de COX-2, que a administração do extrato de dióspiro não modifica a 

ativação de COX-2 no modelo de CIA (Fig. 2. 7c). As amostras de um rato do controlo 

negativo (saudável) não apresentam quase expressão de COX-2 (Fig. 2. 7a), enquanto 
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os do grupo positivo (CIA) exibem uma produção maciça de COX-2 nomeadamente 

perto dos infiltrados leucocitários (Fig. 2. 7b). 

 

 

Figura 2. 8 - Coloração imunohistoquímica para expressão de iNOS. (a) As amostras 
de um rato do controlo negativo, exibem quase nenhuma expressão de iNOS. (b) Os 
ratos artríticos do controlo positivo exibem uma produção maciça de iNOS, 
nomeadamente, perto dos infiltrados (coloração castanha - seta grande). (c) As 
amostras de animais tratados com o extrato de dióspiro (15 mg kg-1, p.o.) 
administrados por gavagem não reduziram significativamente a coloração para a 
expressão iNOS. (Ampliação 100X). A barra de escala é igual a 500μm.  

 

A medição da expressão de COX-2 e iNOS foi realizada para contribuir para o 

esclarecimento dos mecanismos pelos quais o extrato exibiu o efeito anti-inflamatório. 

Os resultados mostraram que, neste modelo de CIA e com este cronograma de 

administração, não se observou alteração na expressão de COX-2 e iNOS nos tecidos 

das articulações artríticas (Fig. 2. 7 e Fig. 2. 8). Esses resultados estão de acordo com a 

ausência de efeito na infiltração de neutrófilos nos estudos histológicos, embora os 

marcadores histológicos de lesões artríticas tenham sido atenuados (menos danos na 

cartilagem). 

Em suma, as radiografias relativas à progressão da CIA nas articulações 

tibiotársicas de animais dos 3 grupos considerados neste estudo apresentam-se na Fig. 

2. 5b e Fig. 2. 5c. As radiografias obtidas revelaram um quadro clínico de artrite bem 

estabelecido, com reabsorção focal do osso, formação de osteófitos na articulação 

tibiotársica e edema dos tecidos moles (animais do grupo ii) Fig. 2. 5b. A administração 

do extrato de Diospyros kaki L. aos animais (ratos do grupos iii) traduziu-se na 

obtenção de melhorias histológicas e radiológicas das articulações do joelho e da pata 

em relação ás dos animais doentes sem tratamento (ratos do grupo ii), (Fig. 2. 5b).  

Juntamente com os efeitos observados do extrato na redução in vitro do burst 

oxidativo de neutrófilos (Fig. 2. 1), os efeitos benéficos do extrato de dióspiro neste 

modelo podem estar relacionados a uma atenuação da ativação de neutrófilos e 

consequente redução da libertação de produtos pró-inflamatórios derivados dos 

neutrófilos. Isso também está de acordo com os resultados positivos, também 
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observados nos estudos de edema de pata, tipicamente modelos de inflamação com 

alta correlação com a ativação de neutrófilos.(Rocha et al. 2015). De todas as células 

implicadas na patologia da artrite reumatoide, os neutrófilos possuem o maior 

potencial citotóxico, devido à sua capacidade de libertar enzimas degradativas e 

espécies reativas de oxigénio, inclusivamente é um facto bem conhecido de que o 

ácido hipocloroso derivado de neutrófilos, um produto da enzima mieloperoxidase, 

desempenha um papel importante na destruição da cartilagem durante a artrite 

reumatoide (Schiller et al. 1995).  

Os nossos resultados sugerem que o extrato de dióspiro apresenta um efeito 

anti-inflamatório e protetor do desenvolvimento da AR. 

Os efeitos observados com a dose diária testada in vivo no modelo de CIA, para 

se verificarem no consumo humano diário (para um adulto de 60kg), correspondem a 

960 mg EAG, que se encontram em aproximadamente 100g de dióspiro fresco.  

Assim, o consumo desta quantidade do fruto ou mesmo a ingestão do extrato 

do fruto pode ser uma ferramenta farmacológica útil na gestão de condições artríticas 

crónicas associadas a inflamação ativa, ou uma boa medida preventiva no 

aparecimento da doença. 

 

2.3.3 Estudo da Atividade Anti-inflamatória Crónica no Modelo de Colite 

Da avaliação macroscópica e dos sinais funcionais do cólon 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 - Observações morfológicas e funcionais do cólon, imediatamente após a 
colheita. 

 
Comprimento 

do cólon 

Extensão da 

lesão 

Presença/Consistência 

da diarreia 

Mortalidade 

(%) 

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 + Dióspiro 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 diferenças são facilmente percetíveis na observação macroscópica do 

cólon fresco e lavado imediatamente após a sua colheita no final das experiências. 

Quatro dias após a administração intracolónica de TNBS o cólon mostrava flacidez, 

lesões e estava cheio com fezes líquidas ao contrário do que foi observado no colon 

dos animais do controlo negativo e EtOH 50%. No caso do grupo TNBS tratado com 

extrato de dióspiro o colon tinha aspecto semelhante ao controlo negativo.  
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Figura 2. 9 - Efeito da administração do extrato fenólico de dióspiro na extensão da 
lesão intestinal, dos grupos: Controlo negativo, EtOH, TNBS, TNBS + ED (extrato de 
dióspiro).  
#P <0,001 vs grupo Controlo negativo, * P <0,01 vs grupo TNBS. 
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Figura 2. 10 - Efeito da administração do extrato fenólico de dióspiro na observação 
macroscópica do cólon. (A) grupo controlo negativo, (B) grupo EtOH, (C) grupo TNBS, 
(D) grupo TNBS + extrato de dióspiro.  
#P <0,001 vs grupo controlo negativo, * P <0,01 vs grupo TNBS. 

 

 

Observações de imagens obtidas com um microscópio cirúrgico, mostram 

claramente uma atenuação da lesão do cólon nos animais tratados com o extrato 

fenólico de dióspiro quando comparado com o grupo com colite induzida por TNBS 

(Fig. 2. 10), o que é confirmado no gráfico da Fig. 2. 11. 
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Figura 2. 11 - Efeito da administração do extrato fenólico de dióspiro na 
concentração de hemoglobina nas fezes (μmol/g de fezes), nos grupos: Controlo 
negativo, TNBS e TNBS + ED (extrato de dióspiro).  
* P <0,001 vs grupo controlo negativo, #P <0,01 vs grupo TNBS, φP <0,01 vs grupo controlo negativo. 

 

 

A presença de hemoglobina nas fezes de ratos com colite induzida por TNBS 

indicou a presença de lesão hemorrágica na mucosa colónica, levando ao sangramento 

rectal. A administração do extrato fenólico de dióspiro levou a uma diminuição 

significativa da concentração de hemoglobina nas fezes, sugerindo que o grau de lesão 

mucosa foi reduzido no grupo administrado com o extrato fenólico (Fig. 2. 11) 

Relativamente à avaliação histológica, os resultados dos efeitos do extrato de 

dióspiro ensaiado nesta experiência apresentam-se nas Fig. 2. 12 e Fig. 2. 13 
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Figura 2. 12 - Efeito da administração do extrato fenólico de dióspiro nas 
características histológicas da inflamação do cólon. (A) grupo controlo negativo; (B) 
grupo TNBS, onde a infiltração marcadamente aumentada de neutrófilos se mostra 
com a seta preta (pontuação 3); (C) TNBS + extrato de dióspiro, com baixa infiltração 
de neutrófilos (pontuação 2). H&E, ampliação original × 100. A barra de escala é igual 
a 100μm. 
 

 
Figura 2. 13 - Efeito da administração do extrato fenólico de dióspiro na expressão do 
tecido do cólon de COX-2 e iNOS. (A) - expressão de COX-2: (1) grupo controlo 
negativo, (2) grupo TNBS, (3) grupo TNBS + ED; (B) - expressão de iNOS: (1) grupo 
controlo negativo, (2) grupo TNBS, (3) grupo TNBS + ED. Somente as amostras de 
animais submetidos a colite intestinal mostrou expressão marcada de COX-2 e iNOS 
(coloração castanha, setas), enquanto as amostras de animais tratados com extrato 
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fenólico de dióspiro exibiram uma expressão reduzida daqueles marcadores 
inflamatórios. Ampliação original × 100. A barra de escala é igual a 200μm. 
 

Os resultados histológicos (Fig. 2. 12) revelaram que, enquanto as amostras do 

controlo exibem um cólon normal sem lesões, mucosa de espessura uniforme, 

arquitetura das criptas normal e sem sinais de inflamação, as amostras com colite 

apresentam ulceração grave com perda de criptas e mucosa mais fina com marcada 

infiltração de neutrófilos, equivalente a uma pontuação 3. Em comparação, as 

amostras de cólon dos animais administrados com extrato fenólico de dióspiro 

mostram lesões mais moderadas, com criptas parcialmente intactas e alguma 

infiltração de neutrófilos, indicando menor escore de danos de 2. 

Conforme se mostra na Fig. 2. 13 a indução de colite induziu um aumento 

acentuado na expressão de COX-2 e iNOS ao longo das criptas restantes, indicadas pela 

cor castanha quando comparadas com amostras do controlo. De acordo com as 

observações histológicas, os animais tratados com extrato de dióspiro exibiram uma 

coloração reduzida tanto para COX-2 como para iNOS, indicando que a administração 

do extrato fenólico de dióspiro pode atenuar os processos inflamatórios do cólon 

através destas vias. 

A administração do nosso extrato fenólico de dióspiro a murganhos que 

sofriam de colite induzida por TNBS levou a uma redução em vários marcadores 

funcionais e histológicos da inflamação do cólon, como a atenuação da diminuição do 

comprimento do cólon, redução na extensão da lesão visível (formação de úlcera), 

diminuição na gravidade da diarreia, redução da taxa de mortalidade, redução da 

hemorragia mucosa e redução das características histológicas gerais da inflamação do 

cólon.  

O nosso estudo acrescentou a tentativa de esclarecer alguns dos mecanismos 

possivelmente responsáveis por esses efeitos benéficos, investigando alguns 

marcadores importantes de inflamação. Vários artigos atribuíram à ciclooxigenase-2 

(COX-2) um papel importante na DII e mesmo na progressão do cancro colorretal. A 

ligação entre a sobre expressão de COX-2, a inflamação do cólon e o cancro colorretal 

está bem estabelecida e até levou a estudos epidemiológicos e clínicos para avaliar os 

efeitos benéficos dos anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) no tratamento e/ou 

prevenção do cancro colorretal em doentes com DII (Wang et al. 2010; Azer 2013). 

Embora os estudos clínicos atribuam um efeito benéfico da inibição da COX-2, o uso 

prolongado de altas doses de AINEs não é recomendado por causa de efeitos colaterais 

cardiovasculares e gástricos inaceitáveis. No entanto, estudos recentes mostram que o 

celecoxib (um inibidor seletivo de COX-2) pode ser seguro para a prevenção da 

formação e desenvolvimento de cancro colorretal em certas pessoas (Wang et al. 

2010). 
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No nosso trabalho, mostrámos que a indução de inflamação do cólon levou a 

uma expressão aumentada de COX-2 (Fig. 2. 13). Este resultado está de acordo com 

estudos clínicos e epidemiológicos que demonstram o papel importante 

desempenhado pela COX-2 e prostaglandinas na progressão da inflamação intestinal 

em pacientes com IBD (Wang et al. 2010; Azer 2013). A administração de extrato 

fenólico de dióspiro levou à diminuição da expressão de COX-2 no tecido intestinal 

lesionado. 

O papel fisiológico do óxido nítrico (NO) evoluiu ao longo dos anos de um mero 

neurotransmissor e vasodilatador para um modulador complexo de processos 

inflamatórios. Especificamente no intestino, a regulação ascendente da produção de 

NO através da expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) representa parte de 

uma resposta antibacteriana intestinal. No entanto, o NO também foi associado à 

iniciação e manutenção da inflamação na DII humana (Kolios et al. 2004) e vários 

estudos mostraram que o nível de NO derivado de iNOS se correlaciona bem com a 

atividade da doença na colite ulcerativa (Cross et al. 2003). O óxido nítrico é produzido 

e libertado localmente em quantidades muito maiores no intestino inflamado do que 

no intestino não inflamado e, na verdade, foi mesmo sugerido como um novo 

biomarcador clínico para diagnóstico e monitorização de doentes com DII (Lundberg et 

al. 2005). Da mesma forma que a COX-2, os ensaios de imunocoloração mostraram que 

houve, de fato, uma expressão aumentada de iNOS nos animais em que foi induzida a 

colite (Fig. 2. 13). Os nossos resultados mostram que a administração de extrato 

fenólico de dióspiro foi capaz de reduzir a expressão do iNOS e, portanto, contribuir 

para o comprometimento do processo inflamatório no cólon. 

É de notar que após a ingestão, os compostos fenólicos são conhecidos por 

serem pobremente biodisponíveis e extensivamente metabolizados (Crozier 2009; 

Selma et al. 2009; González-Sarrías et al. 2017). Deste modo, o catabolismo de 

compostos fenólicos do dióspiro no cólon, e a formação de novos metabolitos 

bioativos, podem contribuir para os benefícios para a saúde observados para este 

fruto (Kim et al. 2013; Uddin et al. 2014; Martínez-Las Heras et al. 2017). Portanto, é 

provável que os efeitos aqui vistos resultem de metabolitos derivados dos fenóis do 

extrato do Diospyros kaki L.. 

A administração do extrato por via oral, permitiu evidenciar o efeito deste após 

a digestão in vivo do extrato, ou seja uma absorção limitada e metabolização mais ou 

menos intensa daqueles constituintes fenólicos com produção de metabolitos 

diversos. A microflora intestinal cataboliza os compostos fenólicos a moléculas 

menores que são melhor absorvidas podendo exercer efeitos biológicos benéficos para 

a saúde quer ao nível do intestino ou em outros locais, circulando no plasma. Por sua 

vez, os compostos fenólicos 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 rácio Firmicutes/Bacteriodetes, o qual é 

considerado um efeito benéfico. Diferenças na população da microflora intestinal 

determinam o metabolismo dos compostos fenólicos, produzindo diferentes 

matabolitos, ou seja diferentes metabotipos podem modular os diferentes efeitos na 

saúde. Na realidade, alguns metabotipos são mais abundantes em doenças ou 

desordens com disbiose da flora intestinal (obesidade, síndrome metabólico, e cancro 

colorretal) (Tomas-Barberan et al. 2016). As espécies bacterianas que desglicosilam 

compostos fenólicos alimentares no intestino incluem Bacteroides, Enterococcus, 

Bifidobacterium, Blautia, Eubacterium e Lactobacillus (Braune et al. 2016). À microflora 

que cliva o núcleo do polifenol e reduz as ligações duplas, desidroxila e desmetila 

pertencem principalmente as famílias Coriobacteriaceae, incluindo espécies de 

Eggerthella, Paraeggerthella, Slackia, Adler-creutzia e Gordonibacter e Clostridiaceae 

(Clostridium e Flavonifractor). A família Coriobacteriaceae é particularmente 

interessante porque tem sido associada a efeitos metabólicos benéficos na obesidade 

e na diabetes (Clavel et al. 2014). 

Os efeitos observados com a dose diária testada in vivo no modelo de colite, 

para se verificarem no consumo humano diário (para um adulto de 60kg), 

correspondem a 960mg EAG, que se encontram em aproximadamente 100g de 

dióspiro fresco.  

Em suma, com o aumento atual de doentes com doenças inflamatórias 

crónicas, o recurso a alimentos funcionais anti-inflamatórios adequados pode tornar-

se uma poderosa estratégia efetiva para controlar e/ou prevenir essas doenças que já 

estão a ter um impacto social e económico importante (Duggan et al. 2002). Uma vez 

que a DII está relacionada a estágios pré-cancerígenos, a prevenção da incidência de 

cancro colorretal pode passar por uma estratégia baseada na alimentação sendo uma 

alternativa fácil e económica (Stierum et al. 2001).  

À luz do nosso conhecimento, o potencial da utilização dos fenóis do dióspiro 

como nutracêuticos para doença inflamatória intestinal nunca foi estudado antes. Os 

nossos resultados mostram pela primeira vez um efeito benéfico de um extrato 

fenólico de dióspiro na atenuação da colite experimental. 
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CAPÍTULO III 

 

Modelo in vitro do cancro colorretal com 
a linhagem celular de adenocarcinoma de 

cólon humano: HT-29 
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CAPÍTULO III. MODELO IN VITRO DO CANCRO COLORRETAL COM A 

LINHAGEM CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE CÓLON HUMANO: 

HT-29 
 

Para a avaliação da capacidade anti-carcinogénica do extrato do fruto dióspiro 

foram levados a cabo testes in vitro em células de adenocarcinoma de cólon humano, 

HT-29, que são células epiteliais intestinais humanas, com características aderentes e 

tumorogénicas. As suas estruturas morfológicas incluem microvilosidades, 

microfilamentos, mitocôndrias com grânulos escuros e lisos, retículo endoplasmático 

rugoso e ribossomas livres, gotículas lipídicas e muitos lisossomas secundários (Fogh et 

al. 1977). 

Neste trabalho foi escolhida a linhagem celular de adenocarcinoma de cólon 

humano HT-29 para o estudo da captação intestinal dos compostos fenólicos bioativos 

presentes num extrato de dióspiro e o efeito dos mesmos sobre células de cancro do 

cólon humano, no intuito de avaliar a implicação desses compostos fenólicos na 

prevenção do desenvolvimento do cancro colorretal. 

A origem da linhagem HT-29 e a escassez de trabalhos em relação à mesma e 

aos compostos fenólicos presentes num extrato de dióspiro foram determinantes na 

escolha desta linhagem para o estudo. 

Existem várias linhas de evidência em que o extrato de dióspiro e seus 

constituintes têm 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, 

os mecanismos moleculares em atividades antitumorais não são ainda compreendidos.  

1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
O trabalho desenvolvido para testar o potencial do extrato de dióspiro como 

alimento funcional na prevenção e tratamento do CRC, teve como objetivos: 

I. Pesquisar o eventual efeito anticancerígenos do extrato fenólico do 

fruto ao testar o seu efeito na proliferação e invasão de células de 

carcinoma do cólon humano; 

II. Avaliar a atividade gelatinolítica no modelo in vitro e avaliar se os 

resultados observados poderiam estar relacionados a mecanismos de 

inibição de MMP. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Reagentes e Padrões 

 

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

Cultura de células HT-29: células do adenocarcinoma de cólon 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), solução de penicilina a 0,5% (v/v) a 2×104 

UI/mL e a estreptomicina 34mM e atmosfera humedecida com 5% (v/v) de CO2.  

Ensaio de migração celular (wound healing assay): placas de 6 poços; tampão 

fosfato salino (PBS) esterilizado em autoclave a 121˚C. 

Determinação das MICs (minimal inhibitory concentrations): placas estéreis de 

96 poços (Greiner Bio-one, Germany). 

 

Estudo da inibição da atividade de enzimas MMP9 e MMP2 

Atividade gelatinolítica de células do cancro do cólon: gelatina dye-quenched 

(DQ) de substrato fluorogénico adquirida à Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); kit 

EnzCheck© (Invitrogen); Tris-HCl 50mM pH 7,6; NaCl 150mM, CaCl2 a 5mM; Tween 20 

a 0,01% v/v; placa preta de micro-ensaio de 96 poços. 

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; CaCl2 5mM; ZnCl2 

1-μM e azida de sódio 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 ácido acético; solução de 50% (v/v) de metanol; 10% 

(v/v) de ácido acético. 

 

2.3 Equipamentos 

Microscópio ótico (Leica Microsystems, CMS GmbH); câmara de fluxo 

(SCANLAF); centrífuga (ScanSpeed 1236); estufa (Panasonic, MCO-18ACUV-PE); 

espectrofotómetro (Syenery HT, Bio-TEK). 
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2.4 Métodos 

2.4.1 Cultura de células HT-29 

Foram usadas as células de adenocarcinoma de cólon de Homo sapiens sapiens 

HT-29, que foram rotineiramente semeadas em frascos de plástico 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), solução de 

penicilina a 0,5% (v/v) a 2×104 UI/mL e a estreptomicina 34mM. As células foram 

mantidas em uma atmosfera humidificada contendo 5% (v/v) de CO2. A viabilidade 

celular foi verificada com observação diária num microscópio invertido. Às células foi 

fornecido meio fresco a cada segundo dia e foram tripsinizadas quando a confluência 

estava entre 80 e 100%. 

 

2.4.2 Ensaio de migração celular (wound healing assay) 

O extrato de dióspiro foi avaliado quanto à sua atividade inibidora nas células 

de adenocarcinoma do cólon HT-29. Para a análise da migração celular, o ensaio de 

wound healing assay foi realizado como descrito por Lima et al. (Lima et al. 2016). As 

células HT-29 (5x105 células/poço) foram semeadas em placas de 6 poços e 

permaneceram em cultura até atingirem 80% de confluência. Após a remoção 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 poço foi 

então preenchido com meio fresco contendo o extrato fenólico em estudo, a uma 

concentração de 0, 250, 500, 1000 e 2000μg de compostos fenólicos/mL (volume total 

de 3 mL por poço) e as células foram deixadas a crescer por 48h. O fechar da “ferida” 

foi monitorizado e fotografado às 0 e às 48h. Para quantificar a células migratórias, as 

imagens iniciais das monocamadas “feridas” foram comparadas com as imagens 

correspondentes das células no final das 48 horas de incubação. Para facilitar a análise 

comparativa, foram desenhadas linhas artificiais sobre imagens das feridas originais e 

sobrepostas nas fotos após 48 horas de incubação. A migração de células em todas as 

linhas foi contada em três campos aleatórios de cada tratamento triplicado, e os dados 

são apresentados como a média ± D.P. 
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Estudo da inibição da atividade de enzimas MMP9 e MMP2 

2.4.3 Atividade gelatinolítica de células do cancro do cólon 

As células HT-29 foram tratadas com extrato com concentrações de 250, 500, 

1000 e 2000μg de compostos fenólicos (EAG) /mL-1 durante 48h, como descrito acima, 

e os meios extracelulares das culturas de células HT-29 foram colhidos para quantificar 

as respetivas atividades gelatinolíticas. A gelatina dye-quenched (DQ) de substrato 

fluorogénico foi utilizada para quantificar as atividades enzimáticas da MMP-9 e MMP-

2. A DQ-gelatin foi dissolvida em água a 1 mg/mL de acordo com as instruções do 

fabricante. Todas as soluções e diluições foram preparadas em tampão de ensaio (Tris-

HCl 50mM a pH 7,6, NaCl 150mM, CaCl2 a 5mM e Tween 20 a 0,01% v/v). Foi utilizada 

uma placa de microensaio de 96 poços. Cada poço foi carregado com 150μL 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 concentração final de 2,5 

μg/mL) a cada poço e a placa foi deixada a incubar durante 1h. Os níveis de 

fluorescência foram medidos (ex. 485nm/em. 530nm). Todos os dados foram 

corrigidos subtraindo os seus controlos negativos correspondentes. 

2.4.3.1 Zimografia de substrato 

Para determinar as atividades de metaloproteases nos sobrenadantes da 

cultura de células cancerígenas HT-29, obtidos após exposição celular aos extratos 

fenólicos de dióspiro, uma zimografia de gelatina foi realizada de acordo com métodos 

padrão (Toth et al. 2012), com as seguintes modificações: 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 tampão não redutor 

contendo Tris-HCl 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 poço do SDS-gel. A electroforese foi 

realizada como descrito anteriormente (Laemmli 1970) num gel de resolução 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. Após a 

electroforese, os géis foram lavados três vezes em 2,5% (v/v) de Triton X-100 durante 

90 minutos cada, para remover o SDS. Os géis foram então incubados durante a noite 

com tampão de desenvolvimento (50mM Tris-HCl, pH 7,4, 5mM CaCl2, 1μM ZnCl2 e 

0,01% (m/v) azida de sódio). A coloração do gel ocorreu com 0,5% (m/v) Coomassie 

Brilliant Blue G-250 em 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de ácido acético, durante 30 

min, e descorados com uma solução de 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de ácido 

acético. Bandas brancas visíveis contra um fundo azul marcaram a atividade 

gelatinolítica de cada proteinase (Toth et al. 2012). 
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2.4.4 Determinação das concentrações mínimas inibitórias [minimal inhibitory 

concentrations (MIC)] 

A determinação das MICs foi realizada pelo método de microdiluição em placas 

estéreis de 96 poços (Greiner Bio-one, Germany), como descrito anteriormente por 

Bouhdid et al. (Bouhdid et al. 2010). Para isso foram distribuídos 50μL de meio RPMI a 

cada poço. Depois, 50μL de cada amostra foi adicionada ao primeiro poço e 

serialmente diluída de 1:2 no poço seguinte, até dez diluições.  

Seguidamente, foram adicionados aos poços 50μL de uma suspensão com as 

células HT-29 com uma concentração de 2x105 células/mL. Foi realizado o controlo 

positivo de crescimento (50μL de meio RPMI + 50μL de suspensão celular) e o controlo 

negativo de crescimento (100μL 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-difeniltetrazólio (MTT) (Carmichael et al. 1987). Após o 

tratamento, o meio extracelular foi cuidadosamente removido e foram adicionados 

100μL de uma solução de MTT dissolvido em PBS com uma concentração final de 0,5 

mg.mL-1. As placas foram novamente incubadas durante 4h a 37°C. De seguida, foram 

adicionados 100μL de dimetil sulfóxido (DMSO) de forma a solubilizar os cristais de 

MTT. Finalmente, e após agitação das placas foi determinada a DO a um comprimento 

de onda de 570nm, num espectrofotómetro.  

Para a determinação da MIC da MMP-9, os meios de cada poço foram colhidos, 

e as atividades gelatinolíticas foram determinadas com DQ-gelatina, como descrito 

acima. 

2.4.5 Atividade gelatinolítica no tecido do cólon 

As atividades das MMP-9 e MMP-2 também foram determinadas nos cólons 

dos murganhos submetidos a tratamentos com extrato de dióspiro. As amostras foram 

tratadas como descrito antes (Lima et al. 2016), com poucas alterações. 

Resumidamente, o tecido colónico foi homogeneizado numa proporção de 1/20 (peso 

/ volume) em Tris HCl 50mM (pH 7,6), NaCl 150mM (as amostras foram sonicadas três 

vezes por 10s cada (a intervalos de 1 min). Após 10 minutos em gelo, os extratos de 

proteínas foram centrifugados durante 10 minutos a 13 000 g a 4°C, os sobrenadantes 

foram preservados e as concentrações de proteína 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 colónicos por fluorometria, usando o kit de análise de 

gelatina DQ e análises zimográficas como descrito acima. 
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2.4.6 Análise estatística 

Para os modelos in vitro com as células do cancro e as atividades gelatinolíticas, 

todas as experiências foram realizadas em triplicado, em pelo menos três tempos 

independentes, e os dados foram expressos como a média ± desvio padrão (D.P.). O 

software SigmaPlot (Versão 12.5) foi usado para comparar diferentes tratamentos, 

usando análise de variância unidireccional e bidireccional (ANOVA). O teste de Tukey 

foi usado para comparar as diferenças entre os grupos, e as diferenças estatísticas com 

valor de P inferior a 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Avaliação da capacidade anti-proliferativa do extrato em células 

 HT-29 

3.1.1 Cultura de células HT-29 

3.1.1.1 Ensaio de migração celular (wound healing assay) 

Na Fig. 3. 1, podemos observar o padrão de migração de células HT-29 após 

uma exposição de 48 horas a extratos fenólicos de dióspiro e as imagens 

representativas dos fechos de “feridas” correspondentes. Os resultados mostram que 

a exposição a 250, 500, 1000 e 2000μg/mL de extratos fenólicos de dióspiro, de facto 

reduziu a capacidade de células HT-29 para invadir a lacuna da ferida, de uma maneira 

dose dependente. Apenas exposições superiores a 500μg/mL conseguiram reduzir 

significativamente a invasão celular (P <0,05). Embora as concentrações mais baixas 

não tenham induzido efeito significativo, a concentração mais alta utilizada 

(2000μg/mL) foi muito eficaz na inibição da migração celular, reduzindo-a para perto 

de nulo. 
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Figura 3. 1 - Migração das células HT-29 após exposição ao extrato fenólico de 
dióspiro, determinada pelos ensaios de cicatrização de feridas. O histograma mostra 
as taxas de migração relativa, onde os valores são as médias de pelo menos três 
réplicas ± D.P., e são expressos como percentagem de fechamento da ferida em 
relação ao tempo 0. As células foram cultivadas até atingir 80% de confluência e a 
monocamada foi arranhada com uma ponta de micropipeta (dia 0). As células foram 
então expostas a diferentes concentrações fenólicas do extrato de dióspiro e a 
migração celular foi registrada após 48h. *P <0,05, **P <0,001. 
 

3.2 A atividade gelatinolítica tanto nas células HT-29 cultivadas 

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

A Fig. 3. 2A demonstra que as atividades gelatinolíticas presentes no meio de 

cultura das células HT-29 foram inibidas pelos extratos fenólicos do dióspiro, mas que 

a suas atividades não foram fortemente reduzidas, já que mesmo nas mais altas 

concentrações fenólicas as inibições foram inferiores a 50%. Dado que o ensaio DQ-

gelatina forneceu evidência de atividade gelatinolítica total no meio extracelular, 

também analisámos a atividade individual de ambas as gelatinases através da 

zimografia. A Fig. 3. 2B demonstra um exemplo de um perfil zimográfico do meio HT-

29 após exposição à maior concentração de extratos fenólicos de dióspiro 

(2000μg/mL). Para ambas as gelatinases MMP-9 e MMP-2, nenhuma inibição visível foi 
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observada, quando comparada aos controles, corroborando os resultados obtidos na 

Fig. 3. 2A e sugerindo que, embora os extratos fenólicos de dióspiro inibissem 

fortemente a invasão celular, o(s) mecanismo(s) responsável(is) deve(m) envolver 

processos metabólicos que não sejam/além da inibição da atividade gelatinolítica. 

 

 

Figura 3. 2 - Efeito da administração de extrato fenólico de dióspiro nas atividades 
das gelatinases MMP-2 e MMP-9 do meio extracelular das células HT-29. (A) 
Atividade proteolítica das gelatinases presentes no meio extracelular das células HT-
29 após uma exposição de 48h a 250, 500, 1000 e 2000μg de compostos fenólicos/mL 
do extrato de dióspiro, conforme quantificado pelo método DQ fluorogénico. Os 
resultados são expressos como fluorescência relativa, como % dos controles e 
representam a média de pelo menos três réplicas diferentes (n = 3) ± D.P. *P <0,05. 
(B) Imagem representativa dos perfis zimográficos das atividades da MMP-9 e MMP-
2 do meio extracelular das HT-29 após uma exposição de 48h à maior concentração 
fenólica de dióspiro (2000μg/mL). C = controlos e ED = extrato fenólico de dióspiro.  
 

O efeito dos extratos fenólicos de dióspiro foi ainda analisado quanto à sua 

efetividade na redução da proliferação de células cancerígenas. As concentrações 

mínimas de inibição (MIC) foram avaliadas tanto para o crescimento celular como para 

a atividade gelatinolítica (Tabela 3. 1). As determinações das MIC mostram que a 

atividade gelatinolítica é inibida apenas em concentrações superiores a 2000μg/mL, o 

que está de acordo com os resultados apresentados nas Fig. 3. 1 e Fig. 3. 2, mas o 

crescimento celular foi prejudicado em uma concentração muito menor que 5,2μg/mL. 

 
Tabela 3. 1 - Concentrações mínimas inibitórias contra o crescimento das células HT-
29 e a atividade da gelatinolítica. 

 MIC (μg de compostos fenólicos totais.mL-1) 

Crescimento das células HT-29 5,2 

Atividade da gelatinolítica no meio extracelular 2670 

Legenda: Os valores estão em μg de compostos fenólicos totais/mL. 



142 
 

Após a exposição das células HT-29 ao extrato fenólico de dióspiro, os cólons do 

modelo in vivo de colite, também foram avaliados quanto à sua atividade gelatinolítica, 

tanto com o ensaio DQ-gelatina quanto com a zimografia do substrato (Fig. 3. 3). 

 
Figura 3. 3 - Efeito da administração de extrato fenólico de dióspiro nas atividades 
das gelatinases, MMP-2 e MMP-9, do tecido do cólon dos ratinhos do modelo 
experimental de colite. (A) Atividade proteolítica das gelatinases presentes em 
cólons, quantificada pelo método fluorogénico DQ. Os resultados são expressos em 
percentagem, como fluorescência relativa em relação aos controlos e representam a 
média de pelo menos três réplicas diferentes (n = 3) ± D.P. *P <0,05. (B) Imagem 
representativa dos perfis zimográficos das atividades da MMP-9 e da MMP-2 dos 
mesmos cólons. Os extratos de proteína do cólon 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 = cólon de animais tratados com 
o extrato fenólico de dióspiro. 

 

Da mesma forma que ocorreu nas células HT-29, a exposição de murganhos 

induzidos com colite experimentalmente a extratos fenólicos de dióspiro não 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 dióspiro (ED na Fig. 3. 3B), é claro que a atividade das MMP’s na presença 

destes compostos fenólicos é semelhante aos controles positivos, sugerindo que os 

extratos fenólicos de dióspiro não inibiram efetivamente as atividades das MMP-9 ou 

MMP-2. 

Neste trabalho, testámos o potencial anti-proliferativo do extrato fenólico de 

dióspiro em modelos de células de cancro de cólon. Extratos fenólicos ou fenóis 

isolados de diferentes géneros alimentícios vegetais já foram estudados em várias 

linhas celulares de cancro (Wahle et al. 2010). Verificou-se que os compostos fenólicos 

naturais suprimem a migração celular maligna, invasão e metastização 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 fenólico de dióspiro comprometeu com sucesso a 

proliferação celular e invasão em células do carcinoma do cólon humano (HT-29), 

sugerindo que os compostos fenólicos do dióspiro podem exercer um efeito 

semelhante e podem ser utilizados em dietas preventivas ou curativas. Os efeitos 

inibitórios foram considerados dependentes da dose, com maiores níveis de inibição 

obtidos para maiores concentrações fenólicas. 

Um ponto comum entre os estados inflamatórios no desenvolvimento de DII e 

CCR é o envolvimento de um grupo de metaloproteinases de matriz (MMPs), uma 

família de endopeptidases dependentes de zinco envolvidas na remodelação do tecido 

conjuntivo (Herszenyi et al. 2012; Lee et al. 2013). Dois membros da família MMP, as 

gelatinases MMP-9 e MMP-2, foram há muito reconhecidos como desempenhando 

papéis importantes no turnover e na degradação das proteínas da matriz extracelular 

durante o recrutamento celular na inflamação (Gu et al. 2008), bem como em outros 

importantes processos oncológicos associados a patologias, como tumorogénese, 

adesão celular e metástase (Baugh et al. 1999; Garg et al. 2009). Por exemplo, o efeito 

de inibição exibido por compostos fenólicos na invasão de células cancerígenas 

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 expressão do recetor do uPA 

(uPAR) (Kim et al. 2006). 

Sob este contexto, na última década, os metabolitos bioativos de plantas que 

visam e inibem as atividades das MMPs, como os compostos fenólicos, tornaram-se 

um alvo terapêutico desejável na DII e CCR tanto em abordagens preventivas quanto 

curativas (Kuppusamy et al. 2014). Embora o objetivo de ter as MMPs como alvo se 

tenha mostrado difícil (Coussens et al. 2002), poderia ser alcançado, pelo menos em 

parte, através da ingestão prolongada de inibidores naturais de MMP específicos dos 

alimentos que estão disponíveis no cólon, ao invés de biodisponíveis no soro. 

Embora muitos estudos mostrem o efeito antioxidante do dióspiro, muito 

poucos se concentram em atividades específicas de inibição das MMPs. No nosso 

trabalho, foram realizados ensaios gelatinolíticos para determinar se os extratos 

fenólicos do dióspiro 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 fenólicos do dióspiro podem inibir a 

atividade gelatinolítica, mas apenas para as maiores concentrações fenólicas testadas. 

Além disso, embora houvesse redução das atividades de MMP-9 e -2 em cultura de 

células HT-29, isso não acontecia no tecido de cólon fresco do estudo de colite in vivo. 

Isto pode resultar em parte do modelo de animal de colite, onde as concentrações de 

fenólicos utilizados foram muito mais reduzidas que as necessárias para inibir a MMP-

9, como observado nas MICs encontradas neste trabalho (Tabela 3. 1). 
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Mas o que é de realçar é que estes resultados sugerem que, embora o extrato 

fenólico do dióspiro possa inibir as atividades de MMPs, esta inibição é fortemente 

dependente da dose e certamente não será a única responsável pelas bioatividades 

observadas. A enorme diferença 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 hipótese. 

Em suma, os resultados mostram que o extrato de dióspiro tem um potencial 

efeito anti-proliferativo e anti-invasivo em cultura de células do cancro do cólon e 

também indicam alguns dados sobre o seu possível mecanismo de ação. Tendo em 

conta os resultados globais, particularmente a diminuição observada na expressão de 

COX-2 e iNOS observada nos modelos de colite, os dados da literatura apresentam 

evidências suficientes que sugerem que a bioatividade do dióspiro pode ser 

multifacetada e envolve vários mecanismos. Por exemplo, Kim et al. (Kim et al. 2013) 

estudaram o efeito de um extrato aquoso de dióspiro sobre inflamação alérgica 

mediada por mastócitos, para determinar seus possíveis mecanismos de ação usando 

modelos in vitro e in vivo, e demonstraram que o extrato foi capaz de diminuir a 

expressão génica e a secreção das citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-1β, inibindo o 

factor nuclear κB, um mediador intracelular crítico da cascata inflamatória (D'Acquisto 

et al. 2002). 

A fisetina, um flavonóide que está abundantemente presente em muitos 

vegetais e frutas, incluindo dióspiros, também mostrou reduzir a gravidade da colite e 

aliviar os sinais macroscópicos e microscópicos da doença, reduzindo a expressão de 

COX-2 e iNOS no tecido do cólon em colite induzida experimentalmente (Sahu et al. 

2016), à semelhança dos nossos resultados. Nesse artigo, os autores sugeriram que a 

fisetina exercia essa atividade anti-inflamatória através da inibição da sinalização via 

Akt, p38 MAPK e NF-kB, nos tecidos do cólon (Sahu et al. 2016). Resultados anteriores 

do nosso laboratório também mostraram que a fisetina não tem efeito sobre a 

atividade da MMP-9 (dados não mostrados). 

Além disso, já foi descrito que a miricetina, um flavonóide natural nas espécies 

de dióspiros, mostrava atividade anti-inflamatória in vitro, reduzindo a produção de 

mediadores inflamatórios e a expressão de COX-2 e iNOS em macrófagos RAW264.7 

estimulados por LPS (Zhao et al. 2013). 

Curiosamente, até mesmo a expressão de MMP pode ser regulada e induzida 

por meio da ativação da via NF-kB (Yan et al. 2007), sugerindo que a via NF-κB é um 

alvo possível para os efeitos benéficos do extrato fenólico de dióspiro, evidenciado 

nestas experiências. 

Em geral, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o extrato fenólico de 

dióspiro pode atuar através de múltiplos mecanismos e/ou atuar num mediador a 



145 
 

montante de processos inflamatórios que diminui a expressão de COX-2 e iNOS 

(Yokozawa et al. 2007; Sun et al. 2014). 

Em conclusão, dado o papel dos processos inflamatórios na progressão do 

cancro colorretal e a ligação importante entre inflamação e cancro, os nossos 

resultados evidenciam o grande potencial dos fenóis do dióspiro como ferramenta co-

adjuvante no tratamento farmacológico de doentes com DII e também para prevenção 

de CCR. Se tivermos em conta a quantidade de dióspiro fresco requerido para o efeito 

anti-inflamatório e anti-invasão observado neste trabalho, um a dois dióspiros por dia, 

fica claro que mesmo a própria fruta exibe um bom potencial em dietas preventivas ou 

na forma de suplementos alimentares.  
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CAPÍTULO IV. DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULAÇÃO DO 

EXTRATO PARA ADMINISTRAÇÃO ORAL 

1. INTRODUÇÃO 
As plantas medicinais, vegetais, leguminosas e frutos são uma fonte 

interessante de produtos naturais bioativos com potenciais aplicações farmacêuticas, 

como suplementos alimentares e como parte de uma alimentação saudável na 

prevenção de doenças como DCV, cancro e diabetes tipo 2 (Figueira 2010; Pinto et al. 

2010; Matias et al. 2015). Estudos epidemiológicos têm consistentemente mostrado 

que uma dieta rica em frutos e vegetais, bem como em grãos inteiros de leguminosas 

está fortemente associada à redução do risco de desenvolvimento destas doenças 

crónicas (Willett 1994; Temple 2000; Willett 2002; Liu 2004; Lima et al. 2016).  

As propriedades terapêuticas atribuídas aos suplementos alimentares são 

vastas. Muitos destes têm atividade antioxidante marcada, sendo utilizados devido a 

esta propriedade. Outros são maioritariamente agentes inibitórios ou estimulantes do 

metabolismo enzimático e interferem no mecanismo de reparação 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 Japão, abordava os objetivos do 

programa FOSHU (que significa alimentação para uso específico da saúde). Estes 

alimentos funcionais contêm uma ou mais substâncias fisiologicamente ativas que, em 

quantidades suficientes e adequadas, promovem a saúde e o bem-estar e podem ser 

associadas à redução de fatores de risco do desenvolvimento de certas doenças 

crónicas. Para ser classificado alimento funcional significa não ser suficiente um 

alimento conter determinadas substâncias com propriedades fisiológicas, 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 estão presentes. Evidentemente, se para se fazer sentir o efeito tiverem de 

ser consumidas porções exageradas do alimento, o conceito deixa de fazer sentido.  

Assim, extrair os compostos com atividade e dar-lhe uma fórmula farmacêutica 

(suplemento alimentar) em que as doses são bem definidas e em que há um controlo 

de qualidade que garanta a segurança será, nalguns casos, a solução ideal.  

O uso de suplementos dietéticos e alimentos funcionais está a aumentar à 

medida que a indústria responde às exigências dos consumidores. No entanto, para 

garantir sua eficácia e segurança são necessárias mais informações sobre os benefícios 

para a saúde e os possíveis riscos da dieta suplementada. Está descrito na literatura 

que os extratos fitoquímicos de frutas e vegetais têm uma forte atividade antioxidante 

e antiproliferativa, e a maior parte da atividade antioxidante total é devida à 
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combinação de fitoquímicos (Somani et al. 2015; Serra et al. 2018). Os efeitos aditivos 

e sinérgicos dos fitoquímicos em frutas e legumes são responsáveis pelas suas 

potentes atividades antioxidantes e anticancerígenas (Liu 2004; Freag et al. 2018).  

 

2. OBJETIVOS 
O objetivo deste capítulo incide na preparação de fitossomas contendo um 

extrato bioativo de Diospyros kaki L. e o estudo comparativo da atividade biológica 

destes nanossistemas contendo os compostos fenólicos do extrato e extrato não 

encapsulado. 

Neste capítulo pretende-se preparar uma formulação do extrato numa forma 

farmacêutica oral que reúna as condições de qualidade para garantir ou mesmo 

melhorar a bioatividade detetada para o extrato. Assim, foram efetuadas as seguintes 

tarefas: 

I. Preparou-se um extrato vegetal com atividade antioxidante e teor 

conhecido em compostos fenólicos; 

II. Preparou-se o complexo fitossoma; 

III. Os fitossomas foram caracterizados física e morfologicamente; 

IV. Determinou-se a eficiência de encapsulação (EE) por diferentes 

metodologias de determinação de compostos fenólicos totais e 

também relativamente a cada composto detetado; 

V. A avaliação da atividade antioxidante e o conteúdo em compostos 

fenólicos foi realizada ao longo do tempo tanto na formulação, como 

no extrato não 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-β-glucoside (≥90% 

pureza) foram adquiridos à Sigma-Aldrich, Co (St. Louis, MO, EUA). O ácido acético foi 

adquirido à Panreac (Barcelona, Espanha). O carbonato de sódio anidro foi adquirido à 

VWR® Prolabo®, VWR International (Cidade, País). O ácido gálhico (98%) foi adquirido 

à Merck (Darmstadt, Alemanha). O metanol (99.9%) foi adquirido à Carlo Erba 

Reagents (Rodano, Itália). A água Milli-Q® (18.2 MΩ cm) foi adquirida à Millipore – 
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Direct Q3 UV System (Molsheim, França).Os solventes de cromatografia foram todos 

de grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha) e os restantes reagentes foram de grau 

analítico e adquiridos à Sigma-Aldrich, Co (St. Louis, MO, EUA). O filtro de porosidade 

0,22 μm foi adquirido à VWR® (Lisboa). Óleo alimentar de girassol e milho refinados 

foram adquiridos numa grande superfície (marca Continente ISO 9001). 

4. MÉTODOS 

4.1 Preparação dos fitossomas 

Os fitossomas foram preparados por adição do extrato à fosfatidilcolina 

dissolvida em 20mL de etanol (1:1 ou 1:2, relação molar). Esta mistura foi aquecida a 

25˚C com uma rotação de 300 rpm (HTS 1003, LMS, Tokyo, Japão) durante 2 horas. Em 

seguida, adicionaram-se 40mL de uma solução de ácido acético a 2% e a mistura ficou 

durante 24 horas na mesma condição anteriormente descrita. A metodologia de 

formulação foi baseada em trabalhos anteriores de Matias et al. 2015 (Matias et al. 

2015). 

4.1.1 Caracterização física e morfológica dos fitossomas 

Os fitossomas foram diluídos com água destilada e analisados num Delsa Nano 

C (Coulter, CA, EUA). O tamanho médio das partículas, o índice de polidispersão (PI), o 

potencial Zeta (ζP) foram avaliados neste equipamento à temperatura ambiente com 

um ângulo de 165⁰ para o tamanho e de 30⁰ para o potencial zeta. A morfologia foi 

avaliada por microscopia eletrónica de varrimento (SEM, 5200LV, JEOL, Tóquio, Japão) 

a 20Kv após secagem e revestimento de ouro (500 nm) das amostras da formulação 

1:1 e 1:2 aos 0, 3 e 6 meses. 

4.1.2 Determinação da eficiência de encapsulação (EE) 

A eficiência de encapsulação (EE, %) do extrato nos fitossomas foi determinada 

pela avaliação da fração do extrato não-encapsulado (Rasaie et al. 2014; Rijo et al. 

2014). Após centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e analisado em HPLC-DAD. 

Resumidamente, uma alíquota de 2mL da formulação fitossomal foi adicionada a 2mL 

de óleo de girassol e milho comercial e homogeneizada por agitação. Em seguida, esta 

suspensão foi centrifugada a 15000 x g (centrífuga Eppendorf 5804 R, Hamburg, 

Alemanha) durante 30 minutos a 4°C. A fase inferior foi separada e filtrada com filtro 

de 0,22μm e injetada para análise cromatográfica por HPLC. Foi preparado um branco 

segundo o mesmo procedimento. 

Posteriormente utilizou-se um sistema de HPLC com cromatógrafo líquido de 

alta pressão (Spectra System, San Jose, EUA) equipado com uma bomba binária de 

gradiente (Spectra System P2000, San Jose, EUA), amostrador automático (Spectra 
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System AS1000, San Jose, EUA), detetor de díodos (Spectra System UV6000LP, San 

Jose, EUA) e controlador UV (Spectra System SN4000, San Jose, EUA). A separação 

cromatográfica realizou-se numa coluna C18 de fase reversa (Thermo Scientific), com 

diâmetro de partícula de 5μm e comprimento de 15cm, com varrimento entre 190 e 

700nm, com um intervalo de 1nm e também aos comprimentos de onda específicos, 

280 e 360nm. O volume de injeção foi de 20μL. Para a separação cromatográfica, a 

fase móvel foi bombeada a um fluxo de 0,7mL min-1 e consistia em água Milli-Q®-ácido 

fosfórico (99,9: 0,1, v/v) (eluente A) e água Milli-Q®-acetonitrilo-ácido fosfórico (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 aquisição de cromatogramas e espectros 

de UV-Vis foi realizada recorrendo ao softwareXcalibur™ 2.0.6 (Thermo Fisher 

Scientific Corporation). 

A análise foi feita para o extrato (correspondendo ao extrato adicionado à 

formulação) e para o sobrenadante (correspondente aos compostos fenólicos não 

encapsulados) da preparação fitossomal. A EE do extrato nos fitossomas foi 

determinada com base a área 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 diferença entre a área total de extrato e a área total do 

cromatograma do sobrenadante (Abd El-Fattah et al. 2017). Aplicando a equação 

(Equação 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 área do pico do composto no 

cromatograma do extrato, à qual se subtraiu a área do pico correspondente ao mesmo 

composto no sobrenadante, calculando-se o extrato encapsulado. E aplicando-se a 

equação anterior (Equação 2), a EE por composto fenólico, a cada um dos 

comprimentos de onda testado por HPLC foi determinada. 

Equação 2 
 

 

 
 

A EE foi ainda estimada utilizando os dados da quantificação espectrométrica 

(765nm), por meio da técnica de Folin-Ciocalteu. A diferença entre o teor de 

compostos fenólicos totais no extrato inicial e o teor de compostos fenólicos totais 

presentes no sobrenadante, determina o teor de extrato encapsulado. A eficiência de 
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encapsulação (EE, %) do extrato nos fitossomas foi calculada aplicando a equação 

(Equação 2). 

4.3 Ensaio de estabilidade 

Os estudos de estabilidade em produtos farmacêuticos permitem evidenciar de 

que forma a qualidade do produto se mantém ao longo do tempo, sob a influência de 

diferentes fatores ambientais tais como a temperatura, a humidade e a exposição à 

luz, estabelecendo, por exemplo, as condições de armazenamento adequadas 

(Medicines 2004; Organization 2009).  

 

4.3.1 Condições de Armazenamento (curto prazo, longo prazo e acelerado) 

Em geral, as condições de armazenamento (com tolerâncias apropriadas) 

devem ser estabelecidas e, se aplicável, avaliando a sua sensibilidade à humidade ou 

potencial perda devido ao solvente. As condições de armazenamento e a duração dos 

estudos escolhidos devem ser suficientes para cobrir o armazenamento, transporte e 

utilização subsequente (Medicines 2004). 

 

4.3.1.1 Condições de armazenamento  

Num estudo de longo prazo, para um produto final, o período de tempo 

mínimo deve ser de 12 meses, onde as condições de armazenamento geralmente são 

25°C ± 2°C/60% humidade (RH) ± 5% ou 30°C ± 2°C/65% RH ± 5% de HR (Organization 

2009). Num estudo intermediário, o período de tempo mínimo é de 6 meses e as 

condições de armazenamento geralmente são 30°C ± 2°C/65% RH ± 5% RH (Medicines 

2004; Organization 2009). 

As condições de armazenamento acelerado do estudo são 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 período de 

tempo de 6 meses. 

Na condição de armazenamento acelerado é recomendado um mínimo de três 

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 Especificações 

Os estudos de estabilidade devem incluir testes a compostos bioativos que são 

suscetíveis a alterações durante o armazenamento e tendem a influenciar qualidade, 
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segurança e/ou eficácia. O teste deve cobrir as propriedades físicas, químicas, 

biológicas e microbiológicas (Medicines 2004; Organization 2009). 

4.3.3 Sistema de acondicionamento 

O extrato não encapsulado ou após encapsulação nos fitossomas foram 

armazenados em vidros âmbar tipo II. Os estudos de estabilidade foram conduzidos 

armazenando o extrato polifenólico concentrado em diferentes condições. Duas 

formulações (1:1 e 1:2, relação molar), com 30mL cada, ficaram armazenadas durante 

6 meses, em frascos de vidro de cor âmbar e ao abrigo da luz à temperatura ambiente 

(25°C) e 60% RH, no frigorífico a 4°C a 55% RH e a 40°C na estufa (Vötsch 

Industrietechnik, VC2033 mit TC-Steuerung) com 75% de RH. Em cada frasco foram 

colocadas seis alíquotas de 7mL do extrato concentrado sob as mesmas condições, 

bem como as soluções de padrão quercetina (10mL). 

4.3.4 Frequência dos testes 

Na condição de estabilidade acelerada foi realizado um mínimo de três 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 âmbar com extrato 

de dióspiro concentrado, dois frascos com fitossomas (1:1 e 1:2) e solução de 

quercetina como controlo positivo. Em períodos de tempo definidos foi determinada a 

atividade antioxidante, através do método 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o teor 

de fenóis totais pelo método de Folin-Ciocalteau. 

 

4.4 Análise por High-performance liquid chromatography (HPLC) 

Uma alíquota do extrato concentrado foi diluída em água Milli-Q para uma 

concentração igual à utilizada na formulação (1:7) e foi analisada usando o método e 

condições de análise descritas acima, sendo identificados os componentes maioritários 

do extrato com base no tempo de retenção (tR), comprimentos de onda, 

cromatogramas de padrões puros, sempre que disponíveis e por comparação com os 

prévios resultados descritos no Capítulo I e ainda por recurso à literatura.  

Por comparação e sobreposição dos cromatogramas obtidos com o extrato, 

comprimentos de onda e tR, foram identificados os compostos presentes no 

sobrenadante da formulação. 

4.5 Determinação do teor em compostos fenólicos totais 

A quantificação do conteúdo polifenólico total foi estimada pelo método de 

Folin-Ciocalteau com algumas modificações (Stamatakis et al. 2009). Uma alíquota da 

amostra (100µL) foi adicionada a 200µL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluído em 
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água 1:10). Após 3 min foram adicionados 1mL de carbonato de sódio (15%, p/v) e 2mL 

de água. Após 1h de incubação à temperatura ambiente, a absorvância foi medida 

num espectrofotómetro UV-Visível a 765nm. Como branco foi preparada uma mistura 

de água e restantes reagentes na mesma proporção da amostra teste. Foi construída 

uma curva de calibração do ácido gálhico numa faixa de concentração de 2 e 500mg/L. 

Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de ácido gálhico (mg 

EAG) por 100g de fruto fresco e por mililitro de extrato. As análises foram feitas em 

triplicado (n = 3; média ± DP). 

4.6 Determinação da atividade antioxidante 

O potencial de eliminação de radicais livres pelo extrato e pela formulação 

fitossomal (1:1 e 1:2) foi determinado de acordo com o procedimento previamente 

descrito na literatura (Sucupira et al. 2012). Resumidamente, alíquotas de 10μL de 

cada amostra foram misturadas com 990 μL de solução 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-1 em água. Como controlo de absorvância (i.e. a 100%), preparou-se uma 

amostra contendo 10μL de água e 990μL de DPPH. O potencial de eliminação de 

radicais livres das amostras de extrato de dióspiro e de fitossomas (razão molar 1:1 e 

1:2) foi expresso através da avaliação da absorvância medida a 517nm contra um 

branco de etanol 70% usando um espectrofotómetro UV-Visível (Hitachi L-2000 da 

Hitachi High Technology, Tokyo, Japão). Cada amostra foi testada em triplicado. A 

capacidade de sequestro do DPPH foi calculada utilizando a seguinte fórmula (Equação 

3):  

 
Equação 3 

 
 

4.7 Avaliação do tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta 

ao longo do tempo 

Os parâmetros de caracterização da formulação fitossomal foram determinados 

por DLS ao longo de 0, 3 e 6 meses de armazenamento. 

 

4.8 Análise estatística 

A análise estatística dos resultados compreendeu, quando aplicável: (i) a 

determinação da média e do desvio-padrão; (ii) a comparação de valores médios entre 

grupos através da análise de variância ANOVA, seguida do teste de comparação 
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múltipla de Tukey´s ou Sidak´s. Em todos os casos, os valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes.  

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização física e morfológica dos fitossomas 

Os parâmetros de caracterização da formulação fitossomal por Dynamic Laser 

Scattering (DLS) encontram-se descritos na Tabela 4. 1. Os fitossomas revelaram-se 

monodispersos com um tamanho inferior a 300nm (PI <0,3) independentemente da 

temperatura de armazenamento para a formulação 1:1, exceto para a formulação 1:2 

a 25⁰ e 4⁰C (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 - Caracterização do tamanho médio (nm), distribuição de tamanhos (PI) e 
potencial zeta (mV) dos fitossomas preparados a 1:1 e 1:2 (razão molar, 
fosfatidilcolina:extracto). 

 
 
 
 
 
 
 

 
Fitossomas 1:1 Fitossomas 1:2 

4˚C 25˚C 40˚C 4˚C 25˚C 40˚C 

0
 m

e
se

s 

Tamanho médio 

± D.P. (nm) 

134,8 ± 

36,0 

177,1 ± 

70,0 
236,6 ± 65,6 92,8 ± 26,6 

193,3 ± 

92,2 
153,7 ± 42,3 

PI 0,184 0,184 0,236 0,347 0,347 0,288 

Zeta (mV) 
-41,74 ± 

0,02 

-40,15 ± 

0,03 
-27,62 ± 0,01 

-41,07 ± 

0,01 

-41,31 ± 

0,02 
-27,62 ± 0,01 

 

3
 m

e
se

s 

Tamanho médio 

± D.P. (nm) 

134,8 ± 

36,0 

177,1 ± 

70,0 
324,0 ± 146,2 92,8 ± 26,6 

193,3 ± 

92,2 
226,6 ± 150,8 

PI 0,184 0,184 0,236 0,347 0,347 0,288 

Zeta (mV) 
-41,74 ± 

0,01 

-40,15 ± 

0,01 
-27,62 ± 0,01 

-40,15 ± 

0,01 

-41,31 ± 

0,01 
-30,19 ± 0.03 

 

6
 m

e
se

s 

Tamanho médio 

± D.P. (nm) 

165,2 ± 

57,6 

174,4 ± 

82,8 
161,1 ± 62,5 

228,0 ± 

37,4 

241,1 ± 

129,4 
183,5 ± 126,9 

PI 0,103 0,220 

0,141 

 

0,210 

0,197 0,233 0,300 

Zeta (mV) 
-20,07 ± 

0,01 

-22,10 ± 

0,02 
-21,03 ± 0,01 

-20,07 ± 

0,01 

-21,03 ± 

0,01 
-20,02 ± 0,01 
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Figura 4. 1 - Influência 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 - Influência da temperatura de armazenamento no PI dos fitossomas.  
* p˂0,05 vs 1:1, 4⁰C; ** p˂0,05 vs 1:1, 4⁰C; *** p˂0,05 vs 1:1, 4⁰C; # p˂0,05 vs 1:1, 
25⁰C. 
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O tamanho dos fitossomas obtido, menor que 300nm, sugere um bom 

indicativo para uma boa absorção oral uma vez que está descrito que o tamanho 

reduzido e, consequentemente, a elevada área de superfície versus volume ocupado 

permitem estabelecer um contacto próximo com a barreira intestinal (Huang et al. 

2011). Estudos publicados anteriormente demostraram que a complexação de 

compostos naturais com fosfolípidos aumentou a estabilidade de uma formulação 

(Semalty et al. 2010; Nicolai et al. 2016). Nestes estudos, o tamanho reduzido desses 

nanossistemas teve um grande impacto na sua absorção oral, confirmando uma 

relação inversamente proporcional entre a taxa de absorção e o tamanho de partícula 

(Jani et al. 1990; Hussain et al. 2001). É igualmente descrito que um tamanho menor 

que 300nm conduziu à formação de emulsões estáveis de vitamina E (Parthasarathi et 

al. 2016). Porém, partículas muito pequenas poderão levantar outras questões. Por 

exemplo, um dado curioso relaciona-se com os tamanhos de partículas muito 

reduzidos. Foram preparadas nanoemulsões de licopeno com tamanhos de partículas 

entre 100 e 200nm e estas últimas exibiram maior atividade antioxidante do que as de 

100nm provavelmente devido a reações mais rápidas com os reagentes DPPH e ABTS 

(Ha et al. 2015).  

Além do tamanho, o valor do PI, indicativo do grau de heterogeneidade em 

relação ao tamanho da amostra, é outro parâmetro muito importante. A distribuição 

de tamanho pode ser monodispersa ou polidispersa (Koppel 1972). A monodistribuição 

de tamanhos dos sistemas de veiculação contribui para uma administração mais 

uniforme e previsível de compostos bioativos (Solans et al. 2005). Uma polidispersão 

inerente, dentro de qualquer lote de nanopartículas, precisa ser controlada, caso 

contrário lotes diferentes do mesmo nanomaterial poderão exibir resultados 

diferentes em estudos, por exemplo, interação com células (Verma et al. 2010). Neste 

nosso estudo, o PI foi inferior a 0,3 para a formulação 1:1 a qualquer temperatura e 

para a formulação fitossomal 1:2 a 40⁰C, o que demonstra a obtenção de fitossomas 

monodispersos nestas preparações ao longo dos seis meses do estudo. A formulação 

fitossomal 1:2 a 4⁰C e a 25⁰C durante os primeiros três meses obteve PI superior a 0,3. 

Neste caso, sabe-se que um pequeno valor de PI (<0,3) é indicativo de uma 

população homogénea, enquanto PI 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 formulação fitossomal (Elmowafy et al. 2016; El-Far et 

al. 2018). 

O potencial zeta é um outro importante parâmetro físico-químico que 

influencia a estabilidade das nanossuspensões, podendo influenciar a estabilidade, a 

biodistribuição e internalização celular de bioativos (Kraft et al. 2014). Encontra-se 

descrito na literatura que valores de potencial zeta extremamente positivos ou 

negativos poderão desencadear forças repulsivas maiores, impedindo a agregação das 
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partículas e, portanto, garantindo uma redispersão fácil (Puttipipatkhachorn et al. 

2001; Patil et al. 2007). No caso de uma estabilização eletrostática e estérica 

combinada, um potencial zeta mínimo de ± 20mV é desejável (Honary et al. 2013). Um 

alto potencial zeta (positivo ou negativo), normalmente superior a 30mV, em módulo, 

mantém um sistema estável (Prokop et al. 2002). Além disso, o comportamento in vivo 

das formulações é condicionado por este valor. Este tópico ainda não se encontra 

esclarecido e não é consensual entre os investigadores destas áreas. Por exemplo, num 

estudo com nanopartículas carregadas negativamente, estas foram removidas mais 

lentamente do sangue em comparação com as nanopartículas carregadas 

positivamente após a administração a modelos animais e permaneceram na corrente 

sanguínea por mais tempo (Unger et al. 2007). Por isso, a modificação de carga de 

nanossistemas oferece uma oportunidade para prolongar o tempo de circulação de 

compostos bioativos no sangue, aumentando a possibilidade de sua interação com 

células-alvo de interesse e alterando as propriedades farmacêuticas de nanossistemas 

(Verma et al. 2010; Honary et al. 2013). 

A morfologia dos fitossomas foi avaliada por SEM. A Fig. 4. 3 apresenta 

partículas com um tamanho na escala nanométrica, independentemente da razão 

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 área superficial elevada de contato com as células. A 

morfologia ideal das nanopartículas para melhor absorção oral ainda não se encontra 

elucidada. Sabe-se que depende da natureza dos materiais utilizados, dos métodos de 

preparação das nanopartículas, entre outros fatores. O efeito da forma das 

nanopartículas na sua internalização foi investigado em muitos artigos. Num desses 

artigos é descrito que partículas esféricas de tamanho similar foram internalizadas 

500% mais do que partículas em forma de bastonetes (Jiang et al. 2008).  

Por outro lado, avaliar a influência da forma e tamanho dos nanomateriais nas 

interações celulares é crucial na toxicidade (Nel et al. 2009). 

 
Figura 4. 3- Imagens de SEM dos fitossomas. A, esquerda: ampliação = 10.000x, barra 
de escala = 1µm; A, à direita: ampliação = 20.000x, barra de escala = 1μm. 
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5.2 Determinação da eficiência de encapsulação (EE) 

5.2.1 Análise por Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC) 

Os perfis cromatográficos obtidos por HPLC encontram-se descritos nas Fig. 4. 4 

a Fig. 4. 6. Observa-se na que a EE se situou em valores próximos 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 análise 

cromatográfica das amostras. Os fitossomas foram capazes de encapsular 97,4% do 

total de fenóis: 99,38% de catequina; 99,25% de ácido gálhico e 99,81% de 

monogalhoil-glucósido (Tabela 4. 2). 

O perfil cromatográfico do sobrenadante (Fig. 4. 6) demostrou pouca 

abundância de compostos fenólicos, comparado ao perfil do extrato livre, por 

sobreposição dos cromatogramas do extrato de dióspiro com o do sobrenadante. 

Utilizando o software Xcalibur ™ 2.0.6 e a ferramenta de integração de área 

cromatográfica entre 0 e 60 minutos foi possível somar as áreas 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 - Eficiência de encapsulação (EE,%) do extrato nos fitossomas. 
Metodologia 

de 

determinação 

Compostos detetados 

Eficiência de 

encapsulação 

(EE %) 

HPLC (280nm) 

Σ(fenóis totais, catequinas totais; 

ácidos hidroxibenzóicos) 
97,4 

Compostos individuais: 

catequina 99,38 

ácido gálhico 99,25 

monogalhoil-glucósido 99,81 

HPLC (360nm) 

Σ(flavonóides totais) 94,5 

Compostos individuais: 

Flavonol ou flavona 92,61 

Quercetin trisacaride 95,17 

Flavonol glucósido 95,76 

Flavonol hexósido 92,69 
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Tabela 4. 3 - Área de cada pico identificado com correspondência no sobrenadante 
da formulação. 

Extrato dióspiro inicial Extrato no Sobrenadante 

HPLC (280nm) HPLC (280nm) 

Pico tR 

(min) 
Área λmax(nm) ID 

Pico Rt 

(min) 
Área 

λmax 

(nm) 
ID 

7,25 937803,18 278 catequina 6,67 5819,23 278 catequina 

8,78 9908293,47 272 ácido gálhico 9,12 74596,48 270 ácido gálhico 

10,4 2353831,82 274 
monogalhoil-

glucósido 
11,47 4548,86 274 

monogalhoil-

glucósido 

HPLC (360nm) HPLC (360nm) 

47,1 434966,39 254;357 
flavonol ou 

flavona 
48,32 32140,26 368 

flavonol 

glucósido 

47,9 674195,85 256;354 
quercetin 

trissacarídeo 
48,65 32537,30 368 

flavonol 

hexósido 

48,63 151382,89 254;359 
flavonol 

glucósido 
53,82 6415,90 368 

flavonol 

glucósido 

49,42 40327,70 262;359 
flavonol 

hexósido 
49,68 2946,24 368 

flavonol 

hexósido 

 

De acordo com a análise por HPLC, os compostos mais abundantes no extrato 

foram identificados a 280nm (Fig. 4. 4), sendo catequina e ácido gálico a 8,45 e 

8,78min, respetivamente. A avaliação em 360nm também foi realizada (Fig. 4. 5), e 

compostos como canferol e quercetina em formas glicosiladas foram igualmente 

identificados. Estas observações encontram-se de acordo com a literatura (Gu et al. 

2008; Engels et al. 2012; Jimenez-Sanchez et al. 2015). Na verdade, os dióspiros são 

ricos em compostos fenólicos, como ácido p-cumárico e gálhico (Gorinstein et al. 

1994), e são conhecidos por conter proantocianidinas (Halsam et al. 1988). Matsuo 

(Matsuo 1978) identificou o kaki-tanino no dióspiro japonês 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) são outros compostos fenólicos que podem oferecer benefícios 

potenciais à saúde humana, relacionados a várias funções fisiológicas, incluindo um 

papel protetor contra doenças relacionadas ao stresse oxidativo e capacidades 

antimutagénicas e anticarcinogénicas (Suzuki et al. 2005).  

Mais, as catequinas bem como extratos de dióspiro são conhecidos ainda por 

induzir apoptose de células Molt 4B (Achiwa et al. 1997). Em estudos in vitro, a 

exposição a 250, 500, 1000 e 2000μg/mL de extratos fenólicos de dióspiro reduziu a 

capacidade de invasão de células HT-29 em feridas de forma dose-dependente. Para a 

maior concentração utilizada (2000μg/mL), observou-se que esta foi muito eficaz na 

inibição da migração celular, reduzindo-a para perto de zero (Direito et al. 2017).  
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Figura 4. 4 - Perfil cromatográfico por HPLC a 280nm do extrato presente nos 
fitossomas. Os compostos maioritários identificados foram: 1) e 2) catequina; 3) 
ácido gálhico; 4) monogalhoil-hexósido; 5) monogalhoil-glucósido. 

 

 
Figura 4. 5 - Perfil cromatográfico do extrato por HPLC a 360nm. Os principais 
compostos identificados foram: 6) e 7) isómeros de flavonas, isómeros metilados 
p.ex.; 8) flavonol ou flavona; 9) quercetina trissacarídeo; 10) flavonol glucósido; 11) 
flavonol hexósido; 12) quercetina-O-hexósido-galhato; 13) canferol 3-O-glucósido; 
14) canferol 3-O-rutinósido; 15) canferol 3-O-diglucósido; 16) canferol 3-O-hexósido. 
 

A capacidade anti-melanogénica das proantocianidinas, quercetina-3-O-

glucosídeo e quercetina-3-O-galactosídeo foi verificada pela inibição da tirosinase e da 
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síntese de melanina. A modulação do stresse oxidativo foi observada com as 

proantocianidinas que têm a capacidade de modular o total de espécies reativas, a 

peroxidação lipídica e o balanço redox em células B16 (Kim et al. 2009; Ohguchi et al. 

2010). Também Tatsuno et al. (2012) verificou que as proantocianidinas oligoméricas 

têm efeitos anti-inflamatórios e podem inibir a síntese de melanina pela atividade 

inibitória da tirosinase (Tatsuno et al. 2012).  

Em estudos anteriores foram identificados as procianidinas e catequinas como 

os principais flavonóides do dióspiro (Sentandreu et al. 2015). Esta análise mostrou 

algumas dificuldades analíticas dada a complexidade da matriz (Giordani et al. 2011). O 

trabalho de Engels e colegas (2010) identificou a quercetina 3-O-glucopiranosídeo ou 

rutinosídeo, 3-O-glicosídeo canferol, canferídeo hexosil pentósido (Engels et al. 2012). 

Um outro estudo desenvolvido por Jiménez-Sánchez et al. (2015) identificaram a 

quercetina-3-O-glicosídeo (Jimenez-Sanchez et al. 2015). A quercetina trissacarídeo foi 

relatada por Choi e colaboradores (Choi et al. 2010). No estudo da estrutura das 

proantocianidinas no dióspiro, estes compostos foram essencialmente 

epigalhocatequina-3-O-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 flavonóides das folhas de diospireiro 

(Diospyros kaki) inibiram a apoptose em células MC3T3-E1 ativadas por H2O2 com 

supressão de NO, óxido nítrico sintase induzível (iNOS), COX-2, melanona dialdeído 

(MDA), indicando que a atividade anti-apoptose foi mediada pela supressão da 

translocação do NF-kB/p65 para o núcleo. Por conseguinte, o efeito protetor desses 

flavonóides poderia então ser considerada uma abordagem promissora para o 

tratamento da osteoporose (Sun et al. 2014). 

A abundância de compostos fenólicos no sobrenadante foi também avaliada 

(Fig. 4. 6A, 4. 6B). 
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Figura 4. 6 - Área cromatográfica do sobrenadante a 280nm A) e a 360nm B). 

 

No caso da análise por HPLC recorrendo ao comprimento de onda 280 nm, o 

valor de EE foi de 97,4%, demonstrando claramente a elevada capacidade de 

encapsulação dos fitossomas pelo extrato, deixando fora dos complexos muito poucos 

compostos, da ordem de 5x103 uAU no sobrenadante (Fig. 4.6 A) e 5x105 uAU no 

extrato (Fig. 4. 4). 

A escolha deste sistema de veiculação para a aplicação do extrato de dióspiro 

foi inicialmente desenhada devido a baixa biodisponibilidade oral e/ou errática dos 

compostos fenólicos. (Belcaro et al. 2010; Rasaie et al. 2014). A atividade medicinal 

destes complexos tem sido descrita em vários campos de aplicação, como a 

cardiovascular (Panda et al. 2009), anti-inflamatória (Bombardelli et al. 1991), 

hepatoprotectora (Loguercio et al. 2007; Bares et al. 2008), anticancerígena (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 formulação fitossomal apresenta 

características físico-químicas adequadas que poderão conduzir a uma boa 

biodisponibilidade dos compostos fenólicos. Estas formulações fitossomais também 

mostraram ser formulações adequadas que permitem uma alta EE do conteúdo 

fenólico do dióspiro.  

 

5.2.2 Análise espectrofotométrica  

A EE do extrato pelos fitossomas foi posteriormente verificada por metodologia 

espectrofotométrica utilizando a técnica de determinação dos compostos fenólicos 

totais, Folin-Ciocalteau. A curva do padrão de ácido gálico entre 2 e 500mg/L, de 

equação y = 0,002x + 0,0236 e R2 = 0,9868, permitiu a determinação da concentração 

de fenóis totais no extrato concentrado, no extrato presente na formulação e no 

sobrenadante da formulação (Tabela 4. 4). O valor de EE aplicando a Equação 2 foi de 

93,6%.  

Tabela 4. 4 - Concentração dos compostos fenólicos totais determinados pela técnica 
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau. 

Amostras [Compostos Fenólicos] (mg/L) 

Extrato inicial 1112 ± 34,6 

Extrato no Sobrenadante 70,9 ± 4,9 

 

A ligeira diferença encontrada pela determinação espectrofotométrica de 

fenóis totais pela técnica de Folin-Ciocalteau em relação àquela determinada por HPLC 

deve-se provavelmente ao fato de a técnica de Folin-Ciocalteau ser mais inespecífica, 

reagindo também com compostos não fenólicos (Huang et al. 2005; de Oliveira et al. 

2009; Everette et al. 2010).  

 

5.3 Determinação do teor em compostos fenólicos totais 

Durante o período de armazenamento, o teor em compostos fenólicos 

presentes em cada uma das amostras armazenadas foi doseado ao longo do tempo (0, 

3 e 6 meses), em condições diferentes de T e RH. As Fig. 4. 7 mostram a percentagem 

de degradação de compostos fenólicos totais do extrato na forma livre e encapsulado 

nos fitossomas. 

De forma resumida, a Fig. 4. 7 representa o decaimento do teor em compostos 

fenólicos 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 degradação de compostos fenólicos totais ao longo de 6 
meses no extrato livre e nos fitossomas. Nas condições de T e RH estabelecidas para 
o 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 conteúdo em compostos fenólicos no extrato livre foi 

maior que o de decaimento nos fitossomas 1:1. Aos 25°C, o extrato livre apresentou o 

maior decaimento no conteúdo em compostos fenólicos (70,8% na formulação 1:1, 

85,7% na 1:2 e 90,5% no extrato livre). A 40°C, o extrato livre apresentou metade da 

degradação do conteúdo em compostos fenólicos que as formulações fitossomais 

tiveram. Em resumo, o menor decaimento observado neste estudo foi para a 

formulação 1:1 a 4°C, seguindo-se a 25°C. A 40°C o extrato livre mostrou metade do 

decaimento do conteúdo em compostos fenólicos das formulações. 

 

5.4 Determinação 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 condições 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 condições, respetivamente. 

O padrão de quercetina apresentou um decaimento de 51.8%, aproximadamente nove 

vezes maior que o do extrato, nas mesmas condições de T e RH. Em relação aos 
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fitossomas, o padrão de quercetina decaiu 38 vezes mais do que a formulação 1:1 e 57 

vezes mais que a formulação 1:2. 
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Figura 4. 8 - Atividade antioxidante do extrato, fitossomas (1:2 e 1:1) e controlo 
positivo (quercetina), nas condições de T e RH estabelecidas, em termos de 
percentagem de decaimento (% DPPHt0 -% DPPHt6). **** 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 três vezes maior do que os fitossomas 

(1:1) e aproximadamente quatro vezes maior que os fitossomas 1:2 sob as mesmas 

condições de armazenamento. 

Verifica-se, globalmente, que os fitossomas têm 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 condições de armazenamento (Tabela 4. 5). Uma 

possível explicação foi que a maioria dos compostos bioativos nas formulações de 

fitossomas encontra-se protegida. Por exemplo, os grupos hidroxilo dos compostos 

fenólicos do extrato não foram expostos ao meio quando se encontram encapsulados 

nos fitossomas, como descrito em estudos anteriores com nanoencapsulação de 

flavonóides do extrato de folha de Diopyros kaki (Li et al. 2011). 

 
Tabela 4. 5 - Determinação da atividade antioxidante pelo método DPPH no extrato e 
nos fitossomas, às diferentes condições de T e RH ao longo do tempo de estudo. 
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DPPH (%) 

 Tempo (meses) t0 t3 t6 

A
m

o
st

ra
s 

Extrato livre 4˚C 67,2 ± 2,48 37,76±5,331 37,76±5,331 

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 

Quercetina rep. 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 

Quercetina 40˚C - 9,59 ± 5,866 9,59 ± 5,866 

Fitossomas 4˚C 

01:01 0 25,35±5,567 25,35±5,567 

01:02 17,63 ± 2,15 2,23±0,981 2,23±0,981 

Fitossomas 25˚C 

01:01 - 3,21±0,777 3,21±0,777 

01:02 - 6,29±3,989 6,29±3,989 

Fitossomas 40˚C 

01:01 13,55 ± 2,92 12,2±5,645 12,2±5,645 

01:02 6,36 ± 1,49 5,45±2,931 5,45±2,931 

Legenda: - não determinado; Quercetina rep.– repetição da determinação. 

 

A todas as temperaturas, a quercetina exibiu um decaimento de atividade 

antioxidante muito superior ao extrato nas mesmas condições seguido dos fitossomas. 

Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores; Jang et al. (2010) 

observaram que o extrato de dióspiro possui uma atividade antioxidante superior aos 

controlos utilizados (vitamina C e BHT) (Jang et al. 2010). Neste último estudo, todos 

os extratos de dióspiro testados inibiram os danos ao DNA induzidos pelo H2O2, 

sugerindo que os extratos de dióspiro podem ter efeitos benéficos sobre o efeito 

oxidante e protetor do DNA (Jang et al. 2010).  

A 40°C observou-se uma menor redução de atividade antioxidante e a menor 

redução de compostos fenólicos no extrato, o que pode estar relacionado a descrições 

prévias que relacionaram a atividade antioxidante desse fruto, com a abundância de 

compostos fenólicos totais (Chen et al. 2008; Li et al. 2011; Pu et al. 2013). Chen et al. 

(2008) descreveram que o conteúdo total de 6 compostos fenólicos (catequina, 

epicatequina, epigalhocatequina, ácido clorogénico, ácido cafeico e ácido gálhico) 

estava significativamente correlacionado (R2 = 0,831, P <0,05, radical ABTS; R2 = 0,745, 

P <0,05, radical DPPH) com a atividade de eliminação de radicais nas amostras 

testadas, maçã, uva, tomate e dióspiro. Embora o conteúdo total dos 6 compostos 

fenólicos não seja superior a 20% do total de fenólicos no dióspiro Mopan, e tendo o 

ácido gálhico exibido a atividade antioxidante mais forte de todos os 6 compostos 

fenólicos e o seu conteúdo é o maior no dióspiro de Mopan, presumivelmente 
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responsável por sua atividade antioxidante muito maior em comparação com maçãs, 

uvas e tomates (Chen et al. 2008). 

Em estudos com nanopartículas, Shyam et al. (Shyam et al. 2012) 

desenvolveram o complexo de fosfolípidos e ácido gálhico em diferentes proporções 

para melhorar as propriedades lipofílicas do ácido gálhico e para superar sua má 

absorção por causa da menor lipofilicidade. Estes investigadores analisaram as suas 

propriedades por espectrometria ultravioleta visível (UV), espectrometria de 

infravermelho (IR), calorimetria diferencial de varredura (DSC), solubilidade, 

dissolução, etc. Finalmente, estes autores sugeriram que o complexo fosfolípido- 

gálhico 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 (flavonóide do açafrão, Curcuma longa) e naringenina 

(flavonóide 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 última observação está de acordo com nossos resultados, onde 

a quercetina pura por si só mostrou uma atividade antioxidante menor do que o 

extrato livre e os fitossomas testados. 

Os nossos resultados sugerem que o extrato polifenólico do dióspiro permite a 

obtenção de uma forma farmacêutica com características e propriedades de interesse, 

por exemplo, na área da oncologia. Existem várias linhas de evidência de que o extrato 

de dióspiro e seus constituintes têm atividade anticancerígena potente. Embora seus 

mecanismos moleculares ainda não sejam totalmente compreendidos, estudos 

mostraram que o ácido 24-hidroxiursólico, um triterpenóide encontrado no dióspiro 

ativa a proteína cinase ativada por AMP (AMPK), inibindo a expressão da 

ciclooxigenase (COX-2) em células HT-29 e induzindo a apoptose por ativação de poli 

(ADP-ribose) polimerase (PARP), caspase-3 e fosforilação de p53 em Ser15. Está 

igualmente descrito que também induziu fortemente a fragmentação do DNA em 

células HT-29 e inibiu significativamente a formação de colónias de células HT-29 em 

ágar mole (Khanal et al. 2010). Outros estudos in vitro também mostraram que o 

extrato fenólico de dióspiro impediu a proliferação celular e a invasão de células HT-

29. Estudos posteriores em ratinhos administrados com extrato fenólico de dióspiro 

demostraram uma expressão diminuída de COX-2 e iNOS no tecido colónico dos 

murganhos com colite, dois importantes mediadores da inflamação intestinal, mas não 

houve inibição da atividade das gelatinases MMP-9 e MMP- 2 (Direito et al. 2017). 

Dado o papel dos processos inflamatórios na progressão do cancro colorretal e a 

importante ligação entre inflamação e cancro, esses resultados destacam um outro 

potencial dos compostos fenólicos de dióspiro como uma ferramenta farmacológica no 

tratamento de pacientes com doenças inflamatórias intestinais num futuro próximo 

(Direito et al. 2017). 
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Agora, com este estudo, fundamenta-se a aplicação destes nanossistemas 

como candidatos promissores para uma administração futura de agentes bioativos do 

extrato do fruto dióspiro, com alto interesse farmacêutica e/ou nutracêutico. No 

entanto são necessárias, pesquisas integradas e meta-análises no sentido de 

aprofundar o mecanismo de ação e a sua utilização crónica, por exemplo.  

Uma prova de conceito aplicada em modelos animais poderá responder a 

algumas destas questões. A avaliação toxicológica em modelos in vitro e em modelos 

in vivo poderá elucidar a sua aplicação na prevenção e/ou tratamento de doenças.  

Por fim, não menos importante, é crucial que num futuro próximo se avalie 

possibilidade de transposição do processo de preparação à escala industrial, de forma 

a ser exequível a sua ampla e difusa utilização. 
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CAPÍTULO V. CONCLUSÕES 
 

Capítulo I 

A análise dos resultados da avaliação fitoquímica do extrato permitiu-nos 

escolher qual a amostra assim como a mistura extrativa a utilizar no restante trabalho. 

Como tal escolhemos a amostra de dióspiro liofilizado e a solução extrativa de acetona 

80% por permitir obter o extrato mais rico em fenóis. 

Os cromatogramas obtidos por HPLC-DAD-MS/MS mostraram que 280nm foi o 

comprimento de onda que permitiu a deteção de mais compostos e com área superior 

pelo que foi o comprimento de onda escolhido para os posteriores estudos. 

A caracterização química do extrato preparado demonstrou que este é uma 

fonte nutricional, de açúcares como glucose e frutose mas não de sacarose. O 

aminoácido L-triptofano foi identificado. O conteúdo em ácido ascórbico presente no 

extrato demonstrou ser moderado. A presença dos ácidos orgânicos ácido málico e 

cítrico foi também comprovada. Foram identificados no extrato os ácidos fenólicos 

benzóicos e derivados do ácido gálhico (glicosilados e acetilados) e do ácido vanílico 

(glicosilados). Bem como procianidinas diméricas e monómeros 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 

dióspiro embora sejam mais baixos que os descritos para alguns frutos vermelhos são 

superiores aos apresentados por alguns autores referentes a estudos com amostras de 

maçãs e morangos. Valores que se correlacionam diretamente com o teor em 

compostos fenólicos de cada amostra. 

Este fruto pode ser uma potencial fonte de antioxidantes naturais na 

alimentação e em aplicações como suplementos alimentares. 

 

Capítulo II 

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por ensaios de CAA e burst 

oxidativo pelos neutrófilos. O extrato mostrou maior atividade antioxidante do que 

outros extratos de frutas, como laranjas, peras ou maçãs. Em ambos os casos o extrato 

demonstrou, não apenas a capacidade de atuar como antioxidante intracelular (CAA) 

mas também de interferir com a função dos neutrófilos, inibindo a libertação de 
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espécies deletérias reativas de oxigénio, que amplificariam os sinais inflamatórios já 

desencadeados. 

A administração oral do extrato na dose de 15mg EAG/Kg, mostrou atividade 

anti-inflamatória num modelo animal de inflamação aguda, bem como nos modelos 

animais de inflamação crónica de artrite induzida pelo colagénio e de colite ulcerosa.  

A ação anti-inflamatória aguda do extrato de Diospyros kaki L. p.o. poderá ter 

resultado da intervenção dos seus principais compostos fenólicos e/ou antioxidantes 

naturais. 

No modelo animal de inflamação crónica, artrite reumatoide induzida pelo 

colagénio, a administração do extrato fenólico de dióspiro diminuiu o edema, os danos 

na cartilagem e a reabsorção óssea da articulação dos membros posteriores, 

demonstrando assim um significativo efeito protetor na progressão da AR. Estes 

efeitos podem ser observados na prática considerando o consumo médio de dióspiro 

na população.  

Este consumo de fruta ou de um extrato desta fruta pode ser uma ferramenta 

farmacológica útil na gestão de condições artríticas crónicas associadas a inflamação 

ativa, ou uma boa medida preventiva no aparecimento da doença. 

A administração do extrato de dióspiro reduz os sinais macroscópicos e 

funcionais da lesão por colite. A administração do extrato fenólico de dióspiro atenua 

as características histológicas e os marcadores inflamatórios da lesão por colite em 

modelo animal. O extrato de dióspiro inibiu a inflamação em modelo animal de colite 

ulcerosa.  

Estes efeitos podem ser observados na prática considerando o consumo médio 

de menos de um dióspiro por dia. 

 

Capítulo III 

O extrato fenólico de dióspiro reduz a invasão e proliferação de células de 

cancro do cólon HT-29. 

A atividade gelatinolítica tanto nas células HT-29 cultivadas como no tecido 

fresco do cólon proveniente do estudo do modelo da colite in vivo são ligeiramente 

reduzidas. Os extratos fenólicos do dióspiro não são potentes inibidores das 

metaloproteinases da matriz e esta inibição é fortemente dependente da dose. 
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Capítulo IV 

Este estudo propõe pela primeira vez a preparação de fitossomas com extrato 

aquoso de dióspiro para potencial aplicação 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 condições 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 

fenóis, sugerindo que estes nanossistemas poderão despertar interesse para a 

indústria alimentar e farmacêutica, desenvolvendo sistemas de veiculação estáveis. 

 

Este estudo sugere que o extrato fenólico de dióspiro tem propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias importantes e mostra efeito anti-proliferativo nas 

células de cancro de cólon não sendo, no entanto, potente inibidor das 

metaloproteinases de matriz. A sua fácil incorporação em fitossomas, com 

manutenção de atividade antioxidante durante 6 meses, pode ser uma alternativa para 

a produção de um suplemento alimentar com benefícios para a saúde. 
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