Ana (Catarina Ramalho Henriques

Estudo dos efeitos antioxidante e anti-inflamatdrio
do chocolate preto e da pasta de cacau

Dissertagdo de Mestrado em Seguranca Alimentar, orientada pelo Professor Doutor Fernando Ramos e coorientada pela
Professora Doutora Maria Eduardo Figueira, apresentada a Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra

Setembro 2017

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Ana (atarina Ramalho Henriques

Estudo dos efeitos antioxidante e anti-inflamatorio

do chocolate preto e da pasta de cacau

Setembro 2017

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Para os meus pais, Margarida e Herculano



“O binémio de Newton é tdo belo como a Vénus de Milo.
O que ha é pouca gente para dar por isso.”

- Alvaro de Campos



Agradecimentos

Muitas foram as pessoas que permitiram e contribuiram para a realizagao deste trabalho. A

todos manifesto o meu profundo agradecimento.

Para comecgar ao Professor Doutor Fernando Ramos, por sem qualquer hesitagao aceitar
orientar esta dissertagcdo e por ciar todos os meios e condigoes para que o seu

desenvolvimento decorresse da melhor maneira.

A professora Doutora Maria Eduardo Figueira pela orientagio, conhecimentos transmitidos,

ajuda, compreensao e disponibilidade.

A professora Doutora Conceicio Castilho, por toda a ajuda, simpatia e inesgotavel

disponibilidade.

E 2 Doutora Ana Sanches Silva por me ter acolhido, pelas sugestoes e conhecimentos e pelo

tempo dispensado.

As pessoas com quem tive a oportunidade de me cruzar no laboratério em Coimbra, Doutor
André, Doutora Liliana, Sara Leston, Joao Rosa e Célia Laranjeiro. E no laboratorio em Lisboa,

Professor Joao Rocha e Rosa Direito.

A Imperial®, em particular a Engenheira Sofia Vieira da Silva, que gentilmente forneceu os

chocolates e a pasta de cacau utilizados para realizar o presente estudo.

Por fim, a familia, amigos e colegas, em especial, ao Pedro Ramalho e a Cristina Norberto, a
Cristiana Martins pelo companheirismo e entreajuda, a Filipa Carreira pela forga e pelo apoio,
a Catia Monteiro pela camaradagem, a Daniela Gens Rodrigues por toda a ajuda e paciéncia e

a Catarina Silva, pela amizade.



Resumo

Tradicionalmente o chocolate é consumido mais por prazer do que por razdes nutricionais,
uma vez que durante muito tempo, foi considerado um alimento nao saudavel, tendo em conta
os seus elevados teores de gordura e agucar. Contudo, nos ultimos anos, as pesquisas apontam
que o consumo de chocolate preto é benéfico para a saude.

O presente estudo incidiu em dois chocolates pretos, com 70% e 85% de cacau e em pasta de
cacau. E teve como objetivos determinar o seu teor em compostos fendlicos e flavondides, e
avaliar as suas atividades antioxidante e anti-inflamatoria. A atividade antioxidante foi
determinada através de dois ensaios, sistema de inibicao do radical livre DPPH e teste do
branqueamento do B-Caroteno. A atividade anti-inflamatoria foi estudada num modelo animal
de inflamagao crénica de colite ulcerativa, em que é provocada uma inflamagao croénica no
colon de murganhos.

Os resultados obtidos demonstraram que todos os extratos fendlicos em estudo possuem
atividade antioxidante. O extrato da pasta de cacau foi o que apresentou maior capacidade
antioxidante em ambos os métodos, assim como maiores teores de compostos fendlicos e
flavonodides. Quanto ao chocolate, os melhores resultados, tanto a nivel da atividade
antioxidante como dos teores de compostos fendlicos e flavonodides, foram obtidos no extrato
do chocolate com 85% de cacau e por fim do chocolate com 70% de cacau.

A atividade anti-inflamatdria foi estudada apenas para o chocolate com 70% de cacau e para a
pasta de cacau. Observou-se que ambos possuem efeitos benéficos, uma vez que se verificou
que os extratos atenuavam e reduziam os danos no colon dos animais observando-se uma
diminui¢ao significativa da extensdo e violéncia dos sinais da inflamagao croénica. Estes
resultados podem estar, uma vez mais, relacionados com os seus teores em compostos
fenodlicos e flavonodides e poderao dever-se ao seu poder antioxidante e/ou a outro mecanismo
envolvido na inflamacao.

Em conclusao, os resultados obtidos indicam que a pasta de cacau e o chocolate preto sao
boas fontes de compostos bioativos e que estes estao interligados com as atividades

antioxidante e anti-inflamatoria destes alimentos.

Palavras-Chave: chocolate preto, pasta de cacau, compostos fendlicos, flavondides,

atividade antioxidante, atividade anti-inflamatoria



Abstract

Traditionally chocolate is consumed more for pleasure than for nutritional reasons since for
a long time it has been considered an unhealthy food given its high fat and sugar content.
However in recent years research has shown that consumption of dark chocolate is beneficial
to health.

This study focused on two dark chocolates with 70% and 85% cocoa and cocoa liquor. Had as
aim to determine its content in phenolic compounds and flavonoids and evaluate its antioxidant
and anti-inflammatory activities. The antioxidant activity was determined through two assays,
DPPH’ scavenging and B-carotene bleaching. The anti-inflammatory activity was studied in an
animal template of chronic inflammation of ulcerative colitis in which chronic inflammation is
induced in the colon of mice.

The results showed that all the phenolic extracts studied have antioxidant activity. The extract
of the cocoa liquor presented the highest antioxidant capacity in both methods, as well as
higher levels of phenolic compounds and flavonoids. As for chocolate, the best results both in
the antioxidant activity and in the contents of phenolic compounds and flavonoids were
verified in the extract of chocolate with 85% of cocoa and finally in the chocolate with 70% of
cocoa.

The anti-inflammatory activity was studied only for chocolate with 70% cocoa and for cocoa
liquor. It was observed that both have beneficial effects since the extracts were verified to
attenuate and reduce the damage in the colon of the animals observing a significant reduction
in the extent and violence of the signs of the chronic inflammation. These results may be once
again associated to their content of phenolic compounds as well as flavonoids and may be due
to their antioxidant power and/or to another mechanism involved in inflammation.

In conclusion, the results show that the cocoa liquor and the dark chocolate are good sources
of bioactive compounds and that these are linked with the antioxidant and anti-inflammatory

activities of these foods.

Keywords: dark chocolate, cocoa liquor, phenolic compounds, flavanoids, antioxidant

activity, anti-inflammatory activity
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Abreviaturas

AAC - Coeficiente de atividade antioxidante (do inglés, Antioxidant Activity Coefficient)
Abs — Absorvancia

ADI — ingestao diaria aceitavel (do inglés, Acceptable Daily Intake)

ADN - Acido desoxirribonucleico

ATP — Adenosina trifosfato

BHA — Butil-hidroxianilose

BHT — Butil-hidroxitolueno

CUPRAC — Capacidade Antioxidante de Redugao dos ido Cobre (do inglés, Cupric lon Reducing
Antioxidant Capacity)

DPPH - — Radical 2,2-difenil- | -picril-hidrazilo

ECE — Equivalentes de Epicatequina (do inglés, EpiCatechin Equivalents)

ECso — 50% da Concentragao Maxima Inibitoria / concentragao capaz inibir 50% a amostra
EFSA — Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (do inglés, European Food Safety Authority)
EtOH — Etanol

FRAP — Poder antioxidante por redugao do iao Férrico (do inglés, Ferric Reducing Antioxidant
Power)

GAE — Equivalentes de Acido Gilico (do inglés, Gallic Acid Equivalents)

HAT — Transferéncia de atomos de hidrogénio (do inglés, Hydrogen Atom Transfer)

HDL — lipoproteina de alta densidade (do inglés, High Density Lipoproteins)

IL — Interleucina

kcal — quilocaloria

k] — quilojoule

LDL — lipoproteina de baixa densidade (do inglés, Low Density Lipoprotein)

min — minutos

NADPH - nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NF-kB — Fator nuclear-kB

ORAC — Capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (do inglés, Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

ROS — Espécies reativas de oxigénio (do inglés, Reactive oxygen species)

RNS — Espécies reativas de azoto (do inglés, Reactive nitrogen species)

rpm — rotagoes por minuto

SET - Transferéncia de eletrao Unico (do inglés, Single Electron Transfer)
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TBHQ — terc-Butil-hidroquinona

TEAC — Capacidade Antioxidante em Equivalente Trolox (do inglés, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)

TNBS - acido 2,4,6 — trinitrobenzeno sulfénico

TRAP — Parametro antioxidante de radicais totais (do inglés, Total Radical-trapping
Antioxidant Parameter)

% Pl — Percentagem de Inibicao (do inglés, percentage of inibition)
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Capitulo |

Introducao



|. Introducao

.1 Cacau, descricao da planta e sua origem

O cacau, fruto que da origem ao chocolate, deriva de graos de cacau, as sementes da arvore
Theobroma cacao L. que significa “o alimento dos deuses”. O cacaueiro (Theobroma cacao) é
uma arvore pertencente a familia Malvaceae e originaria das regioes tropicais da América do
Sul e Central que pode alcancar 4 a 8 metros de altura e a copa varia de 4 a 6 metros de
diametro (Fig. 1). O fruto era muito prestigiado entre os povos Maias e Astecas, que o
utilizavam para produzir uma bebida quente de sabor amargo com as sementes torradas,
moidas e misturadas com agua que era grande fonte de energia. O cacau foi levado para a
Europa na altura dos Descobrimentos, pelos espanhdis, onde se tornou popular,
especialmente a partir dos séculos XVII e XVIIl. Contudo, devido as necessidades climaticas
para o cultivo deste fruto, nao € possivel o seu desenvolvimento na Europa sendo que sao as
coldnias americanas com clima tropical humido que continuam a fornecer a matéria-prima. Os
maiores produtores de cacau atualmente estio na Africa ocidental, sendo a Costa do Marfim
o maior produtor do planeta, com aproximadamente 41% da producao total (Fig. 2) (Lima et

al, 201 1; Zeng et al., 201 |; Lippi, 2013; Farhat et al., 2014; Lippi, 2015).

Figura | - Arvore do cacau, cacaueiro e pormenor das sementes do cacau em corte
longitudinal e corte transversal. Fontes: https://www.safarigarden.com.br e

https://www.tahitiheritage.pf/cacaoyer-arbre-chocolat/
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Figura 2 - Produgao de sementes de cacau.
Fonte: http://www.confectionerynews.com/Commaodities/What-is-the-future-of-cocoa-

growing-in-Asia

1.2 Processamento do cacau e obtencao do
chocolate
O processamento do cacau e transformagao em chocolate é complexo. O processamento das

sementes de cacau passa por trés etapas: colheita e quebra dos frutos de cacau, fermentacao

das sementes de cacau e secagem das améndoas de cacau (Fig. 3) (Farhat et al., 2014).

Figura 3 - Frutos de cacau, pormenor das sementes e améndoas. Fonte:
http://www.ecodafrik.com/livoirien-atlantique-cree-un-consortium-industriel-du-cacao-au-

cameroun/

A colheita é manual, devendo ser feita cuidadosamente para evitar danos na camada externa

do caule, danos esses que permitem a infiltragao de pragas. Devem apenas ser colhidos frutos



maduros, pois apenas estes possuem agucares em quantidade adequada para que se consiga
uma boa fermentagao, sendo o grau de maturagao baseado na cor e no ruido que o cacau faz
ao ser sacudido. Apos a colheita os frutos sao juntos em montes até se proceder a quebra
que devera ser realizada no maximo até ao quinto dia apos a colheita. Na quebra os frutos
sao abertos e as sementes selecionadas (Neto et al., 2001; Farhat et al.,2014; Glicerina et al.,

2014).

Logo apds a colheita é iniciada a fermentagao das sementes de cacau. As sementes, mais
precisamente os seus dois cotilédones, sao constituidos por dois tipos de células: o primeiro
apresenta pigmentos compostos de polifendis (taninos, catequinas, antocianinas e
proantocianidinas) e metilxantinas (teobrominas e cafeina); ja o segundo tipo sao células de
reserva, que contém amido, gorduras, proteinas e enzimas. A fermentagao ¢é a etapa em que
as sementes, ja retiradas do fruto, sofrem a acao de microrganismos presentes no meio
ambiente, iniciando inimeras reagoes fisico-quimicas e bioquimicas. Pode ser realizada em
varios locais. Os mais usados sio os montes, cestos, caixas de madeira e bandejas. E este
processo que inicia a formagao de numerosos compostos que determinam o sabor e o aroma
do chocolate. As sementes transformam-se assim em améndoas de cacau. (Lopes et al., 2003;

Farhat et al., 2014).

Em seguida ocorre a secagem cujo objetivo principal é reduzir o teor de agua, sendo que a
melhor maneira de secar as améndoas ¢ dispo-las sob o sol, sendo esta a forma natural de
realizar esta etapa, no entanto, também pode ser feita de forma artificial com a utilizagao de
secadores. Nesta etapa elas perdem quase toda a humidade, reduzindo o peso em mais de
metade. A velocidade da secagem deve ser tal que permita a migragao da agua e de compostos
volateis, como o acido acético formado na fermentagao, do interior dos cotilédones para a
superficie da améndoa, de modo a que sejam eliminados uniformemente. Quanto mais rapida
a secagem, que ocorre usando secadores, nos quais as temperaturas atingidas sao superiores
a 40°C, maior é a acidez das améndoas, pela dificuldade em se eliminar o acido acético.
Durante a secagem, deve-se evitar o contacto das améndoas com o fumo produzido pela
combustao da madeira usada como fonte de aquecimento dos secadores, uma vez que ele
afeta o sabor das améndoas de cacau, bem como dos produtos obtidos a partir delas. Uma
vez secos, as améndoas sao enviados para a industria. (Neto et al., 2001; Farhat et al.,2014;

Glicerina et al., 2014).

Estas fases iniciais decorrem nos paises produtores de cacau e servem para preparar as

sementes para o seu transporte as regioes produtoras de chocolate. O transporte deve ser
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efetuado de modo a evitar a humidade e a absorcao de aromas, para preservar as
caracteristicas da matéria-prima. Uma vez nas industrias transformadoras o numero de etapas
€ mais elevado. O processo tradicional envolve duas etapas: a primeira é o pré-processamento
das améndoas de cacau para obtengao da pasta de cacau e da manteiga de cacau, a segunda
etapa envolve a mistura final com os outros ingredientes e preparagao da massa de chocolate

(Farhat et al.,2014; Lima et al., 2012).

Todas as améndoas sao obrigatoriamente sujeitas a controlos de qualidade assim como a uma
limpeza com o objetivo de eliminar impurezas. Depois, e iniciando o processo, sao torradas.
As condigoes da torrefagao dependem de varios fatores, como a origem, tipo de améndoa,
periodo de colheita, tratamentos anteriores, teor de agua e tamanho das améndoas ou dos
nibs (fragmentos das améndoas de cacau isentos de casca). Existem dois tipos de torrefagao,
o primeiro é a torra durante um curto espago de tempo a temperaturas elevadas — produz
um forte sabor a chocolate, mas elimina qualquer aroma subtil; o segundo é uma torra lenta a
temperaturas mais baixas — permite a manutencao de sabores mais delicados, mas pode fazer
com que nao seja desenvolvido o sabor base do chocolate. Durante a torrefacao a reagao de
Maillard é a principal responsavel pela formagao do sabor, cor e aroma desejaveis do chocolate

(Efraim et al,, 201 I; Lima et al., 2012; Farhat et al., 2014; Glicerina et al., 2014).

A seguir a torrefagao procede-se ao descasque, etapa que se faz com a ajuda de maquinaria, e
de seguida é feita uma moagem, obtendo-se uma massa de particulas finas chamadas de pasta,
massa ou licor de cacau. Segue-se a prensagem da pasta de cacau de onde € extraida a manteiga
de cacau que deixa para tras uma massa solida, que é pulverizada em cacau em p6. Depois da
moagem, a pasta de cacau, pode ser prensada ou receber incorporagao de mais manteiga de
cacau. A manteiga de cacau € reservada para ser incorporada a outra pasta de cacau para a
produgao de chocolate. A partir desta etapa comegam a haver diferengas em fungao do tipo

de chocolate a ser fabricado (Lima et al., 2012; Farhat et al., 2014; Glicerina et al., 2014).

Dependendo do produto final, varios ingredientes (aglcar, leite em po e alguns aditivos) sao
adicionados a pasta, e as etapas subsequentes podem variar (Fig. 4). Na fabricagao de chocolate
preto, ha uma adigao de ingredientes como agucar, manteiga de cacau e aditivos a pasta de
cacau sendo que depois a mistura € homogeneizada. Segue-se a refinagao, onde se realiza a
redugao da granulometria da mistura, e um passo de aquecimento, cujo objetivo é melhorar a
textura, a viscosidade, as propriedades sensoriais e reduzir a quantidade de substancias volateis
que influenciam negativamente o sabor. Temperar é a etapa seguinte e é responsavel pela

cristalizacio da manteiga de cacau na sua forma mais estavel, forma beta (B). Segue-se a
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moldagem e o arrefecimento, onde o chocolate liquido é depositado em moldes e arrefecido
até a fase gordurosa atingir um grau de cristalizagao adequado. A etapa seguinte é a
desmoldagem e por fim o empacotamento. A temperagem ¢ indispensavel nestas etapas para

a obtencao de um chocolate de alta qualidade (Cohen et al., 2004; Torres-Moreno et al., 2012;

Farhat et al., 2014; Glicerina et al., 2014).
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Figura 4 - Esquema do processo de fabricagao de chocolate.

Fonte: Glicerina et al. (2014)

1.2.1 Tipos de chocolate

Existem varios tipos de chocolate:

- Chocolate branco que nao possui cacau na sua composi¢ao, mas manteiga de cacau, sendo
por isso o mais caldrico. E feito com agucar, leite e lecitina, podendo ser acrescentados aromas
como o de baunilha. Tem consideraveis quantidades de gorduras hidrogenadas. Trata-se da

pior opgao para a saude (Liu et al., 2014; Medeiros et al.,, 2015; Oliveira et al., 2015).



- Chocolate de leite que contém pelo menos 25% de cacau em p6 na sua composigao. Também
possui leite em p6 ou condensado, o que faz com que o alimento tenha colesterol e gordura
saturada. Além disso, possui muito aglicar e pode ter gorduras hidrogenadas. E, contudo, uma
melhor opgao que o chocolate branco (Liu et al., 2014; Medeiros et al., 2015; Oliveira et dl.,

2015).

- Chocolate meio amargo com pelo menos 40% de cacau em po. Possui menos leite e agUcar.
As quantidades de cacau em po ainda nao sao suficientes para proporcionar beneficios

consideraveis a saude (Liu et al., 2014; Medeiros et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

- Chocolate preto que contém pelo menos 70% de cacau na sua composi¢ao. E chamado de
chocolate puro uma vez que é feito com as améndoas de cacau torradas. Nao possui leite e

tem menos agucar e gorduras (Liu et al., 2014; Medeiros et al,, 2015; Oliveira et al., 2015).

O Decreto-lei 229/2003 tem a definicao de cacau e de todos os tipos de chocolate com

excegao do chocolate preto.

1.3 Cacau e chocolate preto

O chocolate tradicionalmente tem sido consumido mais por prazer do que por razdes
nutricionais, pois, durante muito tempo, foi considerado um alimento nao saudavel, devido
aos seus altos teores de gordura e agucar. No entanto, nos Ultimos anos, as pesquisas apontam
que o consumo de chocolate preto tem potenciais beneficios para a saude, beneficios esses
que se devem principalmente aos compostos presentes no cacau, os polifendis, em especial

os flavondides (Torres-Moreno et al., 2012).

Embora os termos cacau e chocolate preto muitas vezes se sobreponham e se confundam na
literatura, estes dois produtos diferem na composicao de polifenodis e gordura. Geralmente, o
cacau contém uma maior quantidade de polifendis totais em comparagao com o chocolate,
mas o ultimo contém uma maior quantidade de proantocianidinas (moléculas pertencentes a
familia dos flavonoides). Além disso, devido a prensagem, a pasta de cacau contém menos
manteiga de cacau e, consequentemente, uma menor quantidade de gordura do que o
chocolate preto. Estas diferengas tornam dificil a comparagao entre cacau e chocolate preto.

No entanto, apesar da diferenga na propor¢ao de gordura, o conteldo energético da dose



diaria dos dois produtos foi frequentemente semelhante em estudos de pesquisa (Natsume et

al., 2000; Farhat et al., 2014).

O cacau e o chocolate sao considerados importantes fontes de antioxidantes. Isto é
especialmente significativo, uma vez que contém uma quantidade superior de antioxidantes do
que muitos outros alimentos e bebidas, e tendo em conta o seu amplo consumo. Assim, 40 g
de chocolate preto fornece quase trés vezes mais antioxidantes polifendlicos do que chocolate
de leite. Os extratos de produtos de cacau contendo o maior teor de solidos de cacau
(chocolate preto) possuem o maior conteudo de classes de polifenois totais e individuais e
apresentam a maior capacidade antioxidante (BelScak et al, 2009; Lalici¢-Petronijevi¢ et al.,

2016).

1.3.1 Composicdao nutricional e quimica

Na tabela seguinte pode-se observar a composigao nutricional de chocolate e cacau em po
gentilmente fornecidos por uma marca comercial.

Tabela | - Composigao nutricional dos chocolates 70 e 85% de cacau e da pasta de cacau.

Fonte: Imperial®.

Valores médios por Chocolate 70% Chocolate 85%  Cacau puro em p6
100g
Energia 2460 kJ/ 588 kcal 2431 kJ/ 581 kcal 1498 kJ/ 358 kcal
Lipidos 45 ¢ 50¢g 23 g
Dos quais saturados 28 ¢ 19¢g 14 ¢
Hidratos de carbono 3l g 205¢ Ilg
Dos quais agucares 26¢g 14 ¢ Og
Fibra I0g 12,6 g Ilg
Proteina I0g 1,6 g 20¢g
Sal 0,02 mg 0,01 mg 0 mg



O chocolate contém ainda minerais, como: cobre, magnésio, calcio, ferro, fosforo, potassio,
zinco; fibras, proteinas e vitaminas: E e C (Aremu e Abara, 1992; Torres-Moreno et al., 2012;

Kanel et al., 2014).

Além disso, a manteiga de cacau, que é um dos ingredientes mais importantes do chocolate,
contém gorduras mono-insaturadas. A gordura presente no chocolate vem da manteiga de
cacau e consiste em quantidades aproximadamente iguais de acido oleico (um acido gordo
monoinsaturado, saudavel para o coragao) e acidos estedrico e palmitico (ambos acidos gordos
saturados) (Aremu e Abara, 1992; Lima et al, 201 |; Torres-Moreno et al., 2012; Kanel et al.,
2014).

O cacau é considerado uma alta fonte de polifendis, compostos bioativos que
consequentemente também estao presentes no chocolate preto. Estes constituem uma classe
de fitoquimicos amplamente disponiveis em plantas e sao subdivididos em classes: flavonoides,
acidos fenolicos, estilbenos e lignanas (Al-Gubory et al,, 2010; Farhat et al., 2014; Oroian e

Escriche, 2015).

Os flavondides sao classificados em flavonais, flavanais, flavonas, flavanonas, isoflavonoides e
antocianinas. O cacau e os seus produtos, concretamente o chocolate preto, devido ao seu
elevado teor de cacau, sao particularmente ricos em flavandis, que consistem principalmente
em epicatequina e catequina (monomeros); proantocianinas (oligomeros) e procianidinas
(mondmeros). E contém ainda pequenas quantidades de flavonois, como a quercetina. A
epicatequina € a fragao predominante equivalente a 35% do teor total de polifendis (Lima et
al, 201 1; Zeng et al., 201 |; Farhat et al., 2014; Kanel et al., 2014; Ellinger e Stehle, 2016; Lalici¢-

Petronijevic et al., 2016).

Os produtos de cacau e chocolate preto sao considerados os alimentos mais ricos em
flavanodis. De acordo com Efraim et al. (201 1) o cacau possui um teor mais alto de flavondides
por porcao de consumo que chas e vinho tinto. Hong et al. (2013) descreve que em
comparagao com outras fontes alimentares de polifendis como frutas, vegetais, cha e vinho
tinto sao o cacau e o chocolate preto que possuem as maiores concentragoes polifendlicas,
nomeadamente de flavonoides, como a catequina, a epicatequina e procianidinas. E segundo
Ellinger e Stehle (2016) o chocolate preto possui o maior teor destes fitoquimicos entre os

alimentos ricos em flavanois por 100 g de alimentos.

O cacau assim como o chocolate preto contém também acidos fendlicos, que consistem em

hidroxicinamicos, como o acido caféico, ferulico, cumarico e acidos hidroxibenzoicos como o
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galico, siringico, protocatequinico, vanilinico (Borchers et al., 2000; Counet et al., 2006; Hurst

et al., 2008; Jerkovic et al., 2010).

Counet et al. (2006) identificaram pela primeira vez, resveratrol em extratos de chocolate
preto e pasta de cacau. Embora sem uma diferenga discrepante detetaram valores mais
elevados de resveratrol na pasta de cacau do que no chocolate preto. No entanto, acreditam
que a excecional atividade antioxidante do chocolate deve estar mais relacionada com o seu

alto teor em epicatequinas do que a presenga de estilbenos.

As metilxantinas, como a cafeina e a teobromina, sio compostos ativos encontrados no
chocolate e conhecidas por serem substancias incolores, inodoras, lipossoluveis e ligeiramente

amargas (Hurst et al., 2008).

Em geral, as caracteristicas de sabor amargo e adstringéncia do cacau e dos produtos derivados
sao atribuidas aos compostos fendlicos, embora a literatura reporte outros fatores, como a
presenca de certos aminoacidos e a complexacio de peptideos com metilxantinas, que

também contribuem para o travo amargo e a adstringéncia (Efraim et al,, 201 1).

1.4 Cacau e chocolate preto, beneficios para a

saude

Quanto maior o teor de cacau do chocolate, menor sera a quantidade de agucar e maiores

serao os seus beneficios para a saude (Lippi, 2013).

Os fitoquimicos polifendlicos anteriormente descritos (1.3.1) que aparecem em quantidades
elevadas no cacau e chocolate tém uma grande importancia para a saude dos consumidores
destes alimentos, pois estao associados a beneficios fisiologicos pela sua elevada capacidade
antioxidante, atualmente bastante estudada e largamente confirmada, mas também por outros

efeitos como o efeito anti-inflamatério e cardio-protetores, por exemplo).

Hurst et al. (2008), Latham et al. (2014), Hu et al. (2016) entre muitos outros autores
descrevem como os compostos bioativos do cacau e do chocolate preto combatem os radicais

livres presentes no organismo, evitando o envelhecimento precoce das células.



Kwok (2015) sugere que o consumo de cacau tem efeitos cardio-protetores, que esta
associado a uma diminuicao de doencas cardiovasculares, nomeadamente doencas da artéria

coronaria e enfartes.

E também associado ao cacau uma melhoria nos niveis de colesterol, uma vez que e o seu
composto biativo epicatequina estimula o aumento do colesterol HDL (lipoproteinas de alta
densidade), e a diminuigao do colesterol LDL (lipoproteinas de baixa densidade). Impede ainda
a oxidagao do colesterol LDL e por consequéncia, que este se acumule nas artérias, evitando

o entupimento das mesmas (Sarria et al., 2015).

A obesidade ¢ ja considerada um dos principais problemas de saude publica do século XXI.
Conclui-se que ha evidéncias no papel benéfico dos polifendis do chocolate preto em reduzir
o peso corporal/gordura corporal através dos seus efeitos sobre o metabolismo (Farhat et al.,

2014).

Para além dos polifendis existem outros compostos no chocolate com bioatividades. Segundo
Akyol et al. (2014) o facto do chocolate preto conter cafeina, que é um estimulante do sistema
nervoso central, melhora a concentragao e energia. A cafeina possui também um efeito
termogénico que contribui para a perda de peso. Lippi (2015) observou que os acidos fendlicos
presentes no cacau podem aumentar a produgao da hormona leptina que aumenta a sensagao
de saciedade. O facto do chocolate preto conter fibras também contribui para a sensagao de

saciedade.

O chocolate preto consegue ainda ativar a libertagio de neurotransmissores, que estio
relacionados com o relaxamento e redugao da ansiedade como a endorfina, a dopamina, a
teobromina e a anandamida. Estas substancias aumentam a sensacao de bem-estar e reduzem
o stress. O chocolate preto é ainda fonte de triptofano, aminoacido que é precursor da
serotonina, hormona responsavel pelo prazer. Enquanto a endorfina e a dopamina sao
responsaveis pelo relaxamento, a serotonina € um potente antidepressivo, que diminui o stress
e a sensagao de dor. Ja a anandamida é conhecida pelos investigadores como a substancia da
felicidade, gragas as suas propriedades ansioliticas, antidepressivas e até mesmo analgésicas.
Alguns dos beneficios do chocolate preto sao assim prolongar as sensagoes de tranquilidade
e bem-estar, através do aumento da concentragao destas substancias no cérebro, (Lippi, 2013;

Kanel et al., 2014).



Contudo, uma constante nos estudos anteriormente mencionados e noutros, € a referéncia a
um outro beneficio do consumo do cacau e chocolate preto para a saude: os seus efeitos anti-

inflamatorias (Selmi et al., 2008; Lippi et al., 2009; Zeng et al., 201 |, Castelnuovo et al., 2012).

Hong et al. (2013) descreve que resultados epidemiolégicos sustentam que uma dieta rica em
polifendis pode promover saude e pode atenuar ou atrasar o aparecimento de varias doengas,
incluindo cancro de célon, ao reduzir os danos oxidativos e a inflamacao. O cacau e o
chocolate preto, ao possuirem algumas das maiores concentragoes polifendlicas, podem
fornecer protegao contra o stress oxidativo através da agao dos seus compostos fendlicos,

que ajudam a manter o estado antioxidante.

Lippi (2013) defende que o consumo de chocolate preto traz beneficios para a saude nao sé
devido a sua capacidade antioxidante mas também devido as suas propriedades anti-

inflamatorias.

Cady e Durham (2010) desenvolveram um estudo cujo objetivo foi determinar o efeito de
uma dieta enriquecida com cacau na expressao de proteinas inflamatérias em neurdnios em
condi¢oes de inflamacao. O estudo foi desenvolvido em ratos e os resultados foram favoraveis.
Verificaram que o cacau conseguia evitar respostas inflamatérias nos neuronios.
Acrescentaram ainda que os seus dados forneciam evidéncias de que o cacau contém

compostos biologicamente ativos que seriam benéficos para o tratamento de enxaquecas.

Castelnuovo et al. (2012) refere que o chocolate embora antes nao considerado um alimento
tradicionalmente saudavel, tem recebido mais aten¢ao nos Ultimos anos tendo em conta que
é uma fonte de flavondides, Associam assim a sua atividade anti-inflamatoéria a presenca destes
fitoquimicos. Propoem o uso de chocolate preto como agente terapéutico, tendo ainda em
consideragao os estudos epidemioldgicos que sugerem que o chocolate protege contra
doengas cardiovasculares. Concluem, referindo que quanto mais amargo melhor (maior % de

cacau) e que o consumo deve ser moderado, até 50 g por semana.

Chrysohoou e Stefanadis (2013) realgam que o chocolate preto, entre outros alimentos como
o vinho tinto, nozes e abacate, pode ser considerado um alimento anti-envelhecimento devido
as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, uma vez que as primeiras previnem
doengas cardiovasculares e as segundas previnem a inflamagao dos adipocitos, processo que

caracteriza o envelhecimento.



Kanel (2014) defende que devido ao seu elevado teor em flavonoides o cacau e o chocolate
preto exercem beneficios para a saude que incluem a vasodilatagao dos vasos sanguineos, a

reducao do stress oxidativo e atividade anti-inflamatéria.

Ellinger e Stehle (2016) descreve que os flavonoides presentes no cacau tém fortes
propriedades anti-inflamatorias in vitro. E que se tal acontecesse in vivo o consumo de cacau
podia contribuir para prevenir ou tratar doengas mediadas por inflamagao croénica. Contudo,
os resultados deste estudo, que foram feitos em biomarcadores de inflamagao, mostraram que
poucas evidéncias existiam de que o consumo de alimentos ricos em cacau podia reduzir a

inflamacgao.

Em conclusao podemos dizer que o chocolate parece ser uma boa fonte de compostos
bioativos que poderao interferir de forma muito positiva com os fatores de risco associados
a algumas doencas cronicas, e assim, a sua ingestio moderada contribuir para a promogao da

saude dos seus consumidores.

1.5 Stress Oxidativo e antioxidantes

Todos os organismos aerdbios usam oxigénio molecular para produzir ATP (adenosina
trifosfato), energia quimica base para a manutengao da vida. O oxigénio tem um papel central
na evolugao da complexidade da vida na Terra, nomeadamente devido a simetria bioquimica
da fotossintese oxigenada e respiragao aerdbica (H,O — O, — H,O0) que mantém a
homeostase dentro da biosfera do nosso planeta. Contudo, o oxigénio também pode ser
toxico e mutagénico, através da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS). O atomo
de oxigénio simples € instavel, e por isso tende a ligar-se a outro atomo de oxigénio, formando
oxigénio molecular. A estabilidade desta ligagao esta no entanto comprometida porque apenas
um par de eletroes é partilhado, havendo dois eletroes nao emparelhados, o oxigénio é na

verdade, um biradical livre (Buonocore et al., 2010).

Os radicais livres sao substancias altamente reativas capazes de dar origem a reagoes em
cadeia, isto é, reagoes que envolvem uma série de passos, cada um dos quais forma um radical
livre que desencadeia o préoximo passo. Existem trés fases: iniciagao, propagagao e terminagao
(Fig. 5) e existem diferentes espécies de radicais livres: espécies reativas de oxigénio (ROS),
espécies reativas de azoto (RNS), radicais centrados em carbono e radicais centrados em

enxofre, produtos de um metabolismo celular normal (Halliwell, 2007; Valko et al., 2007). ROS
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e RNS sao reconhecidos por desempenharem um papel duplo, tanto como espécies nocivas
como benéficas, uma vez que podem ser prejudiciais ou vantajosas para os sistemas Vivos,
porque, por um lado, as reagoes dependentes de O, e a respiragao aerobia tem vantagens
significativas, mas, por outro lado, a formagao de ROS tem potencial para causar danos. A
baixas/moderadas concentragoes ocorrem efeitos benéficos do ROS e RNS, que envolvem
inUmeros processos fisiologicos como, mecanismos de regulagao da proliferagao celular,
diferenciagao celular, apoptose e expressao de genes, imunidade celular, defesa contra agentes
infeciosos, sinalizagao celular e indugao de uma resposta mitogénica (Droge, 2002; Buonocore
et al,, 2010; Valko et al., 2007). Contudo, em concentragoes mais elevadas, podem ser agentes
causadores de danos a lipidos celulares, proteinas ou formar adutos de ADN, inibindo a sua
funcao normal e que poderao promover atividade carcinogénica (Seifried et al., 2007;

Buonocore et al,, 2010).
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Figura 5 - Reagao em cadeia simplificada de autoxidagao para um substrato RH (por
exemplo, acido linoleico) e modo de interferéncia por antioxidantes diretos.

Fonte: Amorati e Valgimigli (2015)

Os organismos vivos desenvolveram diferentes formas de neutralizar os radicais livres:
mecanismos preventivos, mecanismos de reparagao, defesas fisicas e defesas antioxidantes. Em
sistemas biologicos, a sobreprodugao de ROS/RNS e um défice de antioxidantes enzimaticos
e nio-enzimaticos antioxidante resulta em stress oxidativo e stress nitrosativo. E o efeito nocivo
dos radicais livres que causa potenciais danos biologicos. (Kovacic e Jacintho, 2001; Ridnour
et al, 2005; Valko, et al., 2001). Stress oxidativo consiste na incapacidade do organismo em
manter um equilibrio entre a formagao das ROS e o sistema de protegao antioxidante, ou seja,

ha um desequilibrio entre a produgao de espécies oxidativas e a sua respetiva neutralizagao
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pelos antioxidantes. Em outras palavras, o stress oxidativo resulta das reagoes metabolicas que
usam oxigénio e representa uma perturbagao do organismo em manter um equilibrio entre a
formacao de ROS e o sistema de protecao antioxidante nos organismos vivos, ou seja, verifica-
se um desequilibrio entre a producao de espécies oxidativas e a sua respetiva neutralizagao

pelos antioxidantes (Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010; Pisoschi e Pop, 2015).

O stress oxidativo pode ter origem em causas naturais como em situagoes de exercicio fisico
extremo, processos de inflamagao; ou causas nao naturais, como a presenga de xenobidticos
no organismo, poluentes ambientais, farmacos, radiacao ou ainda em situagoes relacionadas
com varias doengas (Fig. 6). Tem sido implicado na patogénese e fisiopatologia de varios
problemas croénicos de saude, tais como cancro, doengas neurodegenerativas (Parkinson,
Alzheimer, e outras), doencas cardiovasculares (doenga isquémica, e outras), desordens
pulmonares, doengas associadas a bebés prematuros, autoimunes, renais, inflamatorias,
gastrointestinais (Ulcera péptica, colite, e outras), diabetes. A sobreproducgao de ROS tem sido

inclusivamente relacionada com o processo de envelhecimento (Ferreira e Abreu, 2007;

Rajendran et al., 2014; Valko et al., 2007; Pisoschi e Pop, 2015; Tan e Lim, 2015)
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{ex: tabaco) * Lipidos * Doengas
« Farmacos Radicais membranares cardiovasculares
« Ides metslicos livres :>- Proteinas :>- Desordens
. ] neurologicas
« Radiagdo » Acidos nucleicos
! * Doengas
* Exercicio excessivo * Glicidos pulmonares
* Processos de * Diabetes
inflamacao
¢ * Artrite reumatdide

» Envelhecimento

Figura 6 - Principais causas e consequéncias da agao dos radicais livres.

Fonte: Ferreira e Abreu (2007)



1.5.1 Radicais livres e Espécies reativas de Oxigénio

(ROS)

Gutteridge e Halliwell (2000) definiram radical livre como moléculas ou fragmentos de
moléculas contendo um ou mais eletrées nio emparelhados em orbitas atémicas ou
moleculares. O(s) eletrao(ces) desemparelhados atribuem um consideravel grau de
reatividade ao radical livre. Moléculas estas que sao altamente instaveis. As ROS, conhecidas
como espécies reativas de oxigénio, representam a classe mais importante de radicais livres
geradas nos organismos vivos. Da qual fazem parte espécies radicalares, como o radical aniao
superoxido (O,"), o radical hidroxilo (OH’) ou o radical peroxilo (ROQO"), e nao radiculares,
como o peroxido de hidrogénio (H,0O,) ou oxigénio singleto ('O,). Todas as espécies tdxicas
de oxigénio sao ROS, mas nem todas as ROS sao radicais de oxigénio. As ROS podem ser
produzidos a partir de substancias endédgenas e exdgenas. (Gutteridge e Halliwell, 2000; Miller

et al, 1990; Ferreira e Abreu, 2007; Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010).

Existem varios tipos e diversas vias de produgao de ROS em sistemas vivos (Fig. 7). O aniao
superoxido, criado a partir do O,, é considerado ROS primario, conseguindo gerar ROS
secundarios, através da sua interagdo com outras moléculas. A produgao de superdxido
ocorre principalmente na cadeia respiratéria mitocondrial. A cadeia respiratéria é fundamental
para a producao de ATP em células de mamiferos. Durante o processo respiratorio, o
oxigénio € utilizado como receptor de eletroes e é completamente reduzido a agua através

da aquisicao de quatro eletroes (Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010):
02 +4e + 4H+ - 2H20

Uma vez ocorrendo a anterior reagao € possivel a formagao de radicais, através dos

subsequentes passos:
O, + le + H" & HO, H" +O," (radical anido superoxido)
HO, +le + H" & H,0, (perdxido de hidrogénio)
H,O, + le" + H" & [H;0,] «> H,0O + "OH (radical hidroxilo)

OH + le + H" & H,0O



Sao gerados trés produtos intermediarios a partir de redugao de oxigénio: aniao superoxido
(Oy"), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxilo (OH"). O segundo é o mais estavel e

pode ser acumulado em grande quantidade (Buonocore et al., 2010).

As espécies reativas de azoto (RNS) também desempenham um papel importante no
organismo. A principal RNS é o 6xido nitrico (NO’) que é produzido nos tecidos bioldgicos
por sintases de oxido nitrico (NOS) ao metabolizar arginina e citrulina. O stress nitrosativo é
originado pela produgao excessiva de RNS que pode também causar a nitrosilagio de
proteinas, inibindo a sua fungao. Durante a ocorréncia de processos inflamatorios, nas células
do sistema imunitario sao produzidos NO" e O,", que ao reagirem formam peroxinitrilo
(ONOO"), um potente agente oxidante que pode provocar fragmentagao do ADN e oxidacao
lipidica (Carr et al., 2000).

E— Cadeia  A—
I'('\I)H'(l(l‘!l’lll

N

electroes

" 0, Peroxidagao lipidica
0, —Hi 0:"———» HO® 7—+ Le —\—p LOO* ——» LOOH ——» LO»

N St

O:4+0H

NO* — ONOO Formagao de ROS

NOS

Figura 7 - Representacao das principais vias de produgao das ROS e RNS.
Fonte: Ferreira e Abreu (2007)

O radical aniao superdxido é considerado a ROS primaria uma vez que pode interagir com
outras moléculas para gerar ROS secundarias e tanto pode atuar como fator de redugao como
oxidante; ao reduzir a reagao, o oxigénio molecular é produzido, ao passo que, através da
reagao de oxidagao, gera-se perdxido de hidrogénio (Valko et al, 2005; Buonocore et al.,

2010):



X+0O,"+H — XH+ 0O,
YH+ O,"+ H" — Y + H,0,

A formacao deste radical pode ocorrer por duas principais vias. A primeira sendo a
fosforilagao oxidativa da cadeia respiratoria mitocondrial, processo alcangado com a
citocromo oxidase e a segunda via é pela oxidagao do heme, em que o ferro do heme é
reduzido em estado ferroso (Fe Il) na desoxihemoglobina. O radical pode ainda ser formado
através do metabolismo do oxigénio. (Miao et al, 2009; Buonocore et al, 2010; Gandhi e

Abramoyv, 2012; Pisoschi e Pop, 2015).

O radical hidroxilo tem um forte poder oxidante tornando-o num radical muito perigoso,
provavelmente a ROS mais reativa. E produzido principalmente quando ha um excesso de
aniao superoxido e perdxido de hidrogénio, através das reagoes de Haber-Weiss e Fenton

(Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010):
O, + H,0 — OH + OH’ + O, (reagio de Haber-Weiss)
Fe** + H,0, — Fe’* + OH' + OH  (reagao de Fenton)

O radical peroxilo tem um tempo de vida relativamente longo, assim como um consideravel
comprimento de caminho de difusao em sistemas bioldgicos. E gerado no processo de

peroxidagao lipidica, tendo neste um papel importante (Buonocore et al., 2010).

O peroxido de hidrogénio pode ser gerado por qualquer sistema que produza aniao
superoxido, sendo assim uma ROS secundaria, uma vez que o aniao superoxido
desproporciona prontamente. A presenga de oxidases pode também resultar numa sintese
direta deste radical por transferéncia de dois eletrées para oxigénio molecular. O peroxido
de hidrogénio é capaz de produzir radicais extremamente reativos, como o OH’, devido a sua

interagao com ioes metalicos (Gutteridge, 1994; Pisoschi e Pop, 2015).

O oxigénio singleto pode ser gerado através de uma reorganizagao de eletroes no oxigénio
molecular provocada por uma entrada de energia. Esta ROS tem a capacidade de oxidar

diretamente proteinas, ADN e lipidos (Buonocore et al., 2010).



1.5.1.1 Outras fontes de ROS e danos oxidativos

As mitocondrias sao consideradas uma das principais fontes endogenas de ROS, embora sejam
também um dos primeiros alvos de ataque destes radicais. Isto porque a cadeia respiratoria é
composta por proteinas transmembranares existentes na membrana mitocondrial interna e a
formagao de ROS ocorre perto da membrana. Assim, as ROS facilmente oxidam lipidos da
membrana, que sao especialmente sensiveis a fenomenos de ataques de radicais livres. Ataque
que se denomina peroxidagao lipidica e que promove a formagao de varios tipos de ROS (Fig.

7) (Mehrotra et al., 1991; Ferreira e Abreu, 2007).

Contudo existem outras fontes endogenas celulares de radicais livres como a xantina oxidase,
que catalisa a hidroxilagao de purinas, neutrodfilos, eosinofilos e macrofagos, que quando
ativados iniciam um aumento do consumo de oxigénio que da origem a uma ampla variedade

de ROS. (Kohen e Nyska, 2002; Buonocore et al.,, 2010).

As ROS também podem ser produzidos por uma série de processos exdgenos, como agentes
ambientais (ex. poluentes do ar), xenobidticos (ex. pesticidas, herbicidas, toxinas), radiagoes
ionizantes e nao-ionizantes, contaminantes industriais, medicamentos, drogas, e quimicos (ex.

alcool) (Kohen e Nyska, 2002; Sorg, 2004; Buonocore et al., 2010; Carocho e Ferreira, 2013).

1.5.1.2 Danos oxidativos

A producao continua de espécies reativas de oxigénio de fontes endogenas e exdgenas resulta
em danos oxidativos, continuos e acumulativos dos componentes celulares e em alteragoes
de indmeras fungoes celulares. Entre os alvos biolégicos mais vulneraveis ao dano oxidativo
estao as enzimas, as membranas lipidicas, e o ADN. A quimica dos radicais clarifica a interagao
entre as espécies, os locais onde sao produzidos e os seus alvos. Por exemplo, os radicais
hidroxilos, produzidos em compartimentos mitocondriais, sao responsaveis por danos
ocorridos na mitocondria, mas nao no nucleo. A sua elevada reatividade com moléculas
biologicas, que leva a que tenham um tempo de vida bastante curto, nao permite a sua
distribuicao dentro do ambiente intracelular e limita a sua capacidade de causar danos a uma
longa distancia do local onde foram produzidos. Por outro lado, os metabolitos de oxigénio
que nao sao extremamente reativos podem permanecer no ambiente intracelular por longos

periodos de tempo e chegar a locais distantes do seu local de formagao. Por exemplo, o H,O,
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produzido nas mitocondrias pode interagir em outras partes do citoplasma ou no nucléolo.
Embora as moléculas de ADN sejam estaveis e estejam bem protegidas, as ROS conseguem
interagir com o complexo organico provocando danos, como interferir na transcrigao e a
replicagao de genes importantes (Kohen e Nyska, 2002; Ferreira e Abreu, 2007; Valko et dl.,
2007; Pisoschi e Pop, 2015).

1.5.1.3 Mecanismos de defesa

Os organismos vivos desenvolveram diferentes formas de neutralizar os radicais livres assim
como o stress oxidativo através de varios mecanismos: preventivos e de reparagao e defesas:
fisicas e antioxidantes. Estes mecanismos e defesas que tém como objetivo manter os niveis
de produgao e eliminagao de ROS equilibrados num determinado nivel, abrangem atividades

indiretas e diretas (Valko et al., 2007).

As abordagens indiretas podem envolver o controlo da produgao endégena de ROS, por
exemplo, ao alterar a atividade de enzimas, que produzem indiretamente metabolitos de

oxigénio, sendo a xantina oxidase uma dessas enzimas (Kohen e Nyska, 2002).

Um dos métodos mais importantes do organismo para lidar com os danos oxidativos € um
sistema de reparo eficaz que consiste em enzimas e pequenas moléculas que conseguem
eficientemente reparar um local de dano oxidativo. Moléculas que conseguem doar atomos
de hidrogénio a moléculas danificadas também siao considerados como ferramentas de
reparacao. A defesa fisica de estruturas biolégicas, como membranas, também é um
mecanismo importante que permite que a célula enfrente o stress oxidativo. Compostos como
os tocoferois podem proporcionar uma maior estabilidade as membranas celulares, e podem
impedir as ROS de se aproximarem do alvo (Kohen, 1999; Kohen e Gati, 2000; Kohen e
Nyska, 2002; Valko et al., 2007).

Contudo, dos varios mecanismos de defesa, o que apresenta maior relevancia € o que envolve
antioxidantes. Este sistema desenvolveu-se ao longo do processo evolutivo, talvez em resposta
a crescente concentragao de oxigénio na atmosfera. A singularidade deste sistema € a sua
interagao direta com as ROS de varios tipos e sua disponibilidade e contribuicao para proteger

alvos bioldgicos (Kohen e Nyska, 2002).
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1.5.2 Antioxidantes

Halliwell et al. (1995) definiu antioxidantes como "qualquer substincia que, quando presente
em baixas concentragdes em comparagao a um substrato oxidavel, atrasa significativamente
ou inibe a oxidacao desse substrato". Mais tarde, em 2007 Halliwell actualiza a definicao de
antioxidante como "qualquer substincia que atrasa, evita ou remove o dano oxidativo numa

molécula alvo ".

Durante a evolugao humana, as defesas endogenas foram melhorando gradualmente para
manter um equilibrio entre os radicais livres e o stress oxidativo. A atividade antioxidante pode
ser eficiente através de diversos modos e processos: como inibidora de reagdes de oxidagao
de radicais livres por inibigao da formagao de radicais lipidicos livres; interrompendo a
propagagao da reagao em cadeia da autoxidagao; como supressores do oxigénio singleto;
através de sinergismo com outros antioxidantes; como agentes redutores que convertem
hidroperoxidos em compostos estaveis; como quelantes de metais que convertem os pro-
oxidantes de metal em produtos estaveis; e como inibidores de enzimas pro-oxidativas
(Darmanyan et al., 1998; Heim et al., 2002; Min e Boff, 2002; Pokorny, 2007; Kancheva, 2009;

Carocho e Ferreira, 2013).

A atividade antioxidante e a capacidade antioxidante sao termos frequentemente usados sem
qualquer distingao, mas MacDonald-Wicks et al. (2006) sugere que se deve reconhecer que
tém significados diferentes. O autor refere-se a atividade como a constante de velocidade de
uma reagao entre um antioxidante especifico e um oxidante especifico e a capacidade como
uma medida da quantidade de um dado radical livre que é eliminado por uma amostra de
compostos antioxidantes, avaliando assim misturas heterogéneas de antioxidantes e nao

compostos especificos (MacDonald-Wicks et al., 2006).

Os antioxidantes naturais sao divididos em dois grandes grupos, enzimaticos e nao enzimaticos

(Fig. 8) (Pisoschi e Pop, 2015).
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Figura 8 - Esquema da separagao dos antioxidantes naturais por grupos.

Fonte: Carocho e Ferreira (2013)

1.5.2.1 Enzimaticos

Os antioxidantes naturais enzimaticos dividem-se ainda em defesas enzimaticas primarias e
secundarias. A defesa primaria é composta por trés enzimas importantes que impedem a
formagao ou neutralizam radicais livres: a glutationa peroxidase, a catalase e a superdxido
dismutase. A glutationa peroxidase doa dois eletroes para reduzir e eliminar peréxidos como
potenciais substratos para a reagao de Fenton. A catalase converte peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio molecular. E a superdxido dismutase converte anides superoxido em
peroxido de hidrogénio que pode ser substrato para a catalase (Rahman, 2007; Carocho e

Ferreira, 2013).

A defesa enzimatica secundaria inclui as enzimas glutationa redutase (GRS) e glucose-6-fosfato
desidrogenase. A GRS reduz a glutationa (antioxidante) da sua forma oxidada para a reduzida,
reciclando-a para continuar a neutralizar mais radicais livres. A glicose-6-fosfato regenera
NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato - coenzima utilizada em reagoes
anabolizantes) criando um meio de redugao. Estas duas enzimas nao neutralizam os radicais
livres diretamente, mas servem como apoio a outros antioxidantes enddgenos (Gamble e

Burke, 1984; Ratnam et al., 2006; Carocho e Ferreira, 201 3).
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1.5.2.2 Nao enzimaticos

Existem varios antioxidantes naturais nao enzimaticos, nomeadamente vitaminas (A), cofatores

de enzimas (Q10), compostos de azoto (acido urico) e péptidos (glutationa).

A vitamina A ou retinol € um carotendide produzido no figado que resulta da degradagao do
B-caroteno. Existem cerca de |12 formas de vitamina A que podem ser isoladas. Sabe-se que
sao benéficas para a pele, olhos e orgaos internos. A capacidade de se combinarem com
radicais de peroxilo antes deles propagarem a peroxidagao em lipidos é o que lhes confere a

atividade antioxidante (Palace et al., 1999; Jee et al., 2006; Carocho e Ferreira, 2013).

A coenzima QIO estd presente em todas as células e membranas. Desempenha um papel
importante na cadeia respiratoria e em metabolitos celulares; impede a formagao de radicais
peroxilicos lipidicos, embora tenha sido reportado que esta coenzima consegue neutralizar
esses radicais mesmo apos a sua formagao e possui a capacidade de regenerar a vitamina E,
sendo este processo mais provavel do que a regeneracao de vitamina E através do acido

ascorbico (vitamina C) (Turunen et al., 2004; Carocho e Ferreira, 2013).

O acido Urico € o produto final do metabolismo de nucle6tidos de purina em seres humanos.
E conhecido por evitar a superproducio de oxidantes que resultem da reagio entre a
hemoglobina e peréxidos. Evita também a lise celular de eritrocitos por peroxidagao e é um
potente eliminador de oxigénio singleto e de radicais hidroxilicos (Kand'ar et al, 2006;

Carocho e Ferreira, 2013).

A glutationa é um tripéptido endogeno que protege as células contra os radicais livres, tanto
ao doar um atomo de hidrogénio como um eletrao. E também importante na regeneragao de
outros antioxidantes como o ascorbato (Steenvoorden e Henegouwen, 1997; Carocho e

Ferreira, 2013).

Contudo e apesar da sua eficiéncia notavel, o sistema antioxidante endogeno nao é suficiente.
A alimentagao é a maior fonte de antioxidantes exogenos, que vao ajudar os seres humanos a

manter as concentracoes de radicais livres em niveis baixos (Pietta, 2000; Carocho e Ferreira,

2013).

Vitaminas C e E sao nomes comuns para acido ascorbico e tocoferodis. O acido ascérbico é

eficaz na eliminagao do radical aniao superoxido, do peroxido de hidrogénio, do radical
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hidroxilo, do oxigénio singleto e de RNS (Barros et al., 201 1). A vitamina E é composta por
oito isoformas, com quatro tocoferdis (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e 5-tocoferol) e
quatro tocotriendis (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-tocotrienol e &-tocotrienol), sendo a-
tocoferol a isoforma mais potente e abundante nos sistemas biologicos. A vitamina E
interrompe a peroxidagio lipidica ao doar o seu hidrogénio fendlico aos radicais peroxilos. E
o Unico antioxidante soluvel em lipidos, encontrado no plasma, nos glébulos vermelhos e nos
tecidos, o que lhe permite proteger as estruturas lipidicas, principalmente as membranas
(Burton e Traber, 1990). Estas duas vitaminas também exibem um comportamento sinérgico

com a regeneragao da vitamina E através da vitamina C. (Halpner et al., 1998; Carocho e

Ferreira, 2013).

A vitamina K é um grupo de compostos sollveis em gorduras, essencial para a conversao de
glutamatos em c-carboxiglutamatos em varias proteinas alvo. A estrutura de |,4-naftoquinona
dessas vitaminas confere o efeito protetor antioxidante. A vitamina K tem duas isoformas

naturais, K, e K, (Vervoort et al., 1997; Carocho e Ferreira, 2013).

Os polifendis representam uma vasta variedade de compostos organicos, ocorrendo
naturalmente em vegetais, frutas, e plantas. Flavondides, acidos fendlicos, alcoois fendlicos,
estilbenos e lignanas, sao os principais grupos dos polifendis. Os flavonoides e os acidos
fenolicos sao os grupos que apresentam um poder antioxidante mais relevante (Al-Gubory et

al, 2010; Oroian e Escriche, 2015).

Os flavondides sao um grupo de compostos antioxidantes do qual fazem parte os seguintes
sub-grupos: flavondis, flavandis, antocianinas, isoflavondides, flavanonas e flavonas (a grande
maioria sao pigmentos de plantas). As propriedades antioxidantes siao conferidas aos
flavonoides pelos grupos hidroxilo fendlicos que se ligam a anéis estruturais. Podem atuar
como agentes redutores, dadores de hidrogénio, eliminadores de radicais de superoxido e de
oxigénio singleto e ainda como quelantes de metais. Os flavonoides também ativam as enzimas
antioxidantes, reduzem os radicais de a-tocoferol, inibem as oxidases, reduzem o stress
nitrosativo e aumentam os niveis de acido Urico e moléculas de baixo peso molecular. Alguns
dos flavonoides mais importantes sao a catequina, catequina-galato, quercetina e kaempferol

(Rice-Evans et al., 1996; Prochazkova et al,, 201 I; Carocho e Ferreira, 2013).

Os acidos fenodlicos dividem-se em dois grupos, os acidos hidroxicinamicos e os acidos
hidroxibenzoicos. Ambos apresentam atividade antioxidante como quelantes e eliminadores

de radicais livres com um impacto especial sobre os radicais hidroxilo e peroxilo, anices
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superoxido e peroxinitritos. Um dos compostos mais estudados e promissores no grupo
hidroxibenzoico é o acido gilico, que é o precursor de muitos taninos, enquantoque o acido
cinamico é o precursor de todos os acidos hidroxicinamicos (Krimmel et al., 2010; Terpinc et

al, 201 1; Carocho e Ferreira, 2013).

Os carotendides sao um grupo de pigmentos naturais que sao sintetizados por plantas e
microrganismos. Podem ser separados em dois grandes grupos: os hidrocarbonetos
carotendides, conhecidos como carotenos, que contém o licopeno e o B-caroteno; e os
carotendides oxigenados, conhecidos como xantofilas, grupo do qual fazem parte a zeaxantina
e a luteina. A principal propriedade antioxidante dos carotenoides deve-se a eliminagao de
oxigénio singleto que resulta em carotenodides excitados que dissipam a energia recém-
adquirida através de uma série de interagdes rotacionais e vibratorias com o solvente,
voltando depois ao estado nao excitado e permitindo assim que extingam mais espécies de
radicais. Os Unicos radicais livres que destroem completamente estes pigmentos sao os
radicais peroxilo. Os carotenodides sao relativamente nao reativos, podendo decair e formar
compostos nao radicais que conseguem terminar os ataques de radicais livres ligando-se a eles

(Paiva e Russell, 1999; Carocho e Ferreira, 2013).

Os minerais selénio e zinco sao os mais importantes no que a atividade antioxidante diz
respeito. O selénio pode ser encontrado em formas organicas e inorganicas. Nao atua
diretamente nos radicais livres, mas € uma parte indispensavel da maioria das enzimas
antioxidantes (metaloenzimas, glutationa peroxidase, tiorredoxina redutase) que nao teriam
efeito sem o selénio (Tabassum et al., 2010; Carocho e Ferreira, 2013). O mineral zinco tal
como o selénio, nao age diretamente nos radicais livres, mas é bastante importante na
prevencao da sua formagao. O zinco é um inibidor de NADPH oxidases que catalisam a
produgao do radical oxigénio singleto usando NADPH como dador de eletroes. Esta presente
na superoxido dismutase, uma importante enzima antioxidante que converte o radical de
oxigénio singleto em peroxido de hidrogénio. O zinco induz ainda a produgao de
metalotioneina que é um eliminador do radical hidroxilo (Prasad et al, 2004, Carocho e

Ferreira, 2013).

1.5.2.3 Antioxidantes sintéticos

De modo a existir um sistema padrao de medi¢ao da atividade antioxidante para comparar

com antioxidantes naturais e para ser incorporado em alimentos, foram desenvolvidos
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antioxidantes sintéticos. Estes compostos puros sao adicionados aos alimentos fazendo com
que resistam a varios tratamentos e condigoes, bem como para prolongar o tempo de
prateleira. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes sao: BHA (hidroxianisol
butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), TBHQ (terc-butil-hidroquinona), PG (galato de
propilo). O objetivo principal dos antioxidantes sintéticos € a prevengao da oxidagao de

alimentos, especialmente dos acidos gordos (Carocho e Ferreira, 2013).

1.5.3 Aplicacao dos antioxidantes na industria

alimentar

Atualmente, quase todos os alimentos processados possuem antioxidantes sintéticos
incorporados, que sao reportados como seguros, embora alguns estudos indiquem o
contrario. BHT e BHA sao os antioxidantes quimicos mais utilizados. Contudo, o BHA e o
BHT sofreram restrigoes na sua utilizagao de regras legislativas devido a possiveis efeitos

toxicos e carcinogénicos (Gulgin, 2012; Carocho e Ferreira, 2013)

Entre 2011 e 2012, a Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) reavaliou toda
a informagao disponivel sobre estes dois antioxidantes, incluindo os dados aparentemente
contraditérios que foram publicados. A EFSA estabeleceu ingestoes diarias aceitaveis revistas
(ADIs) de 0,25 mg/kg de peso corporal/dia para BHT e 1,0 mg/kg de peso corporal/dia para
BHA e observou que a exposicao de adultos e criangas a estes antioxidantes provavelmente
nao ultrapassaria os valores definidos (EFSA, 201 |; EFSA, 2012; Carocho e Ferreira, 2013). O
TBHQ estabiliza e preserva a frescura, o valor nutritivo, o sabor e a cor dos alimentos para
animais. Em 2004, a EFSA publicou uma opiniao cientifica que analisou o impacto deste
antioxidante sobre a saude humana e afirmou que nao havia prova cientifica de sua
carcinogenicidade apesar dos dados conflituantes anteriores. (EFSA, 2004; Carocho e Ferreira,

2013).

1.5.4 Métodos para a determinacao in vitro da
capacidade antioxidante

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse no estudo sobre a atividade antioxidante
de alimentos e dietas, devido as conhecidas implicagdes dos radicais livres de oxigénio na
evolugao e desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas, no

envelhecimento e no cancro. (Garcia-Parrilla, 2008). Para este fim, muitos procedimentos
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diferentes foram desenvolvidos para testar a capacidade antioxidante total dos alimentos
(Pellegrini et al., 2003; Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2005). Foi assim referido que métodos
confiaveis eram necessarios para a avaliagao da atividade antioxidante (Prior et al., 2005; Wu

et al, 2004; Magalhaes et al., 2008).

Um método padronizado para testar a atividade antioxidante de um componente alimentar
devia verificar os seguintes requisitos: (1) medir as reagdes quimicas que realmente ocorrem
em potenciais aplicagoes; (2) utilizar uma fonte radical biologicamente relevante; (3)
simplicidade; (4) usar um método com um ponto final definido e um mecanismo quimico; (5)
usar produtos quimicos e instrumentos facilmente disponiveis; (6) boa reprodutibilidade intra
e inter-dia assim como reprodutibilidade laboratorial; (7) adaptavel para ensaios de
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos e uso de diferentes fontes de radicais; (8) adaptavel a

analises de alto rendimento para analises de controlo de qualidade de rotina (Prior et al., 2005).

1.5.4.1 Mecanismos de reacao: Transferéncia de
eletrdao unico (SET) e Transferéncia de atomos de
hidrogénio (HAT)

Os métodos para a determinacao da atividade antioxidante podem ser divididos de acordo
com os mecanismos de reagao em transferéncia de eletrao unico (SET) e transferéncia de

atomos de hidrogénio (HAT).

Em geral, os métodos para determinar a capacidade antioxidante dos componentes
alimentares podem desativar os radicais por dois mecanismos principais e foram divididos em
dois grandes grupos: os ensaios baseados na reagao SET e os ensaios baseados em HAT. O
resultado final é o mesmo, independentemente do mecanismo, mas a cinética e o potencial

para reagoes secundarias é diferente (Huang et al. 2005).

Os métodos baseados em SET detetam a capacidade de um antioxidante para transferir um

eletrao para reduzir qualquer composto, incluindo metais, grupos carbonilo e radicais:
AH+X — AH™ + X
AH™ + H,0 — A" H;O"

X +H3C)+ — XH + Hzo

27



AH + M* — AH* + M?*

A reatividade relativa nos métodos SET baseia-se principalmente na desprotonagao e no
potencial de ionizagao do grupo reativo funcional, quando os seus valores sao superiores a -
45 kcal/mol (Lemanska et al,, 2001; Wright et al., 2001). Estas reagoes dependem do pH. Em
geral, os valores do potencial de ionizagio diminuem com o aumento do pH, refletindo o
aumento da capacidade de doagao de eletroes com a desprotonagao. As reagoes SET sao
geralmente lentas e podem exigir um longo periodo de tempo para serem concluidas, de modo
que os calculos da capacidade antioxidante sao baseados na percentagem de diminuicao do
produto em vez da cinética. Os métodos SET sao muito sensiveis ao acido ascorbico e acido
urico assim como aos metais, que interferem e podem representar alta variabilidade e baixas
reprodutibilidade e consisténcia dos resultados. Estas reagoes sao percetiveis através de uma

mudanca de cor a medida que o oxidante é reduzido (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005).

Os métodos baseados em HAT medem a capacidade classica de um antioxidante para extinguir
os radicais livres por doagao de hidrogénio. As reagoes de HAT sao independentes do pH,
dos solventes e geralmente bastante rapidas, normalmente concluidas em segundos ou poucos
minutos. Nos métodos baseados em reagoes de HAT, o antioxidante é capaz de extinguir os

radicais livres por doagao de hidrogénio:
AH+ X — A"+ XH

A reatividade relativa destes métodos é determinada pela energia de dissociagao da ligagao do
grupo de doagao de H do antioxidante, que é caracteristico de compostos com um intervalo
de energia de dissociagao da ligagao e potencial de ionizagao. A presenca de agentes redutores
como ides metdlicos em tais métodos nao é recomendada porque pode originar uma

reatividade aparentemente alta que € errénea (Prior et al. 2005; Miguel, 2010).

1.5.4.1.1 Métodos baseados em SET

Os ensaios baseados em SET envolvem uma unica reagao redox (oxidagao-redugao), sendo o
oxidante o indicador para a medigao do ponto final. Em vez de realmente medir a atividade
"antioxidante" de uma amostra, estes métodos apenas medem a sua capacidade de redugao

(Benzie e Strain, 1999; Huang et al., 2005; Tan e Lim, 2015).

Muitos ensaios antioxidantes comuns sao baseados neste mecanismo, incluindo a capacidade

de capturar eletroes do radical livre DPPH (2,2-difenil-|-picril-hidrazilo), o método Folin-
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Ciocalteu para a determinagao dos fendis totais, o Poder Antioxidante por Redugao do iao
Férrico (FRAP), a Capacidade Antioxidante de Redugao dos iao Cobre (CUPRAC) e a
Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox (TEAC) (Huang et al., 2005; Tabart et al.,
2009).

O ensaio DPPH’ tornou-se bastante popular em estudos sobre antioxidantes naturais, sendo
um método indireto para determinar a capacidade antioxidante. Uma das razoes é que este
método ¢ simples e muito sensivel. Este ensaio baseia-se na teoria de que um dador de
hidrogénio é um antioxidante. O radical DPPH é um dos poucos radicais de azoto organico
estaveis e comercialmente disponiveis. O efeito antioxidante ¢é proporcional ao
desaparecimento do DPPH’ nas amostras em teste. A monitorizagio do DPPH" com um
espectrofotometro UV tornou-se o método mais amplamente e geralmente usado
recentemente devido a sua simplicidade e precisao. O DPPH’ apresenta um maximo de
absor¢ao a 517 nm (violeta). A cor muda de violeta para amarelo seguida pela formagao de
DPPH apos absor¢ao de hidrogénio a partir de um antioxidante. Para padronizar os resultados
de varios estudos, a unidade equivalente de Trolox tem sido usada. Trolox é uma vitamina E
comercial soluvel em agua. Os resultados também sao expressos através do ECsy, que é a
quantidade necessaria de antioxidantes para reduzir 50% dos radicais DPPH presentes na
solugao (MacDonald-Wicks et al., 2006; Moon e Shibamoto, 2009). Possui contudo algumas
limitagoes, o facto de o DPPH’ ser um radical azotado estavel faz com que apresente pouca
semelhanga com os radicais peroxilo, envolvidos na peroxidagao lipidica. Assim, os
antioxidantes podem reagir rapidamente com os radicais peroxilo e lentamente com o radical
DPPH in vivo. Outra limitagao € o facto de haverem compostos que reagem de forma reversivel
com o radical DPPH, e como consequéncia ter-se valores de capacidade antioxidante
falsamente baixos. Um exemplo é o eugenol, ou outros compostos fendlicos com uma
estrutura semelhante, que ao possuirem moléculas fendlicas pequenas menos importantes e
com melhor acesso ao radical apresentem valores de capacidade antioxidante, erroneamente,
mais elevados (Prior et al., 2005, Ndhlala et al.,, 2010; Deshmukh e Amin, 2013; Tan e Lim,
2015).

O teste de determinagao de fendlicos totais usando o reagente Folin-Ciocalteu é um dos
métodos mais utilizados para quantificar o contetido fendlico de um extrato vegetal. E baseado
numa reacgao que ocorre em meio alcalino, entre os fendis e o molibdénio e o tungsténio
presentes no reagente Folin-Ciocalteu com a consequéncia da formagao de ides de molibdénio

coloridos, MoO*. O produto formado tem coloragio azul e pode ser monitorizado através
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de espectrofotometria a 725-765 nm. A elevada sensibilidade, reprodutibilidade e conveniéncia
deste ensaio tornou-o popular nos rastreios de rotina de produtos naturais (Huang et al.,
2005). Contudo, este método tem uma série de inconvenientes. O reagente Folin-Ciocalteu
foi originalmente desenvolvido para a analise de proteinas e, portanto, nao ¢ especifico para
compostos fenolicos, pois pode reagir com uma grande variedade de outros compostos como
aminas e aminoacidos, incluindo triptofano, hidrazina, hidroxilamina, tampoes bioldgicos
contendo amina terciaria, (Ikawa et al., 2003). Além disso, embora usualmente conhecido
como o ensaio da determinagao dos compostos fendlicos totais, o Folin-Ciocalteu nao mede
realmente o conteudo fendlico, mas sim a capacidade de redugao da amostra (Huang et al.,
2005) e, na melhor das hipoteses, fornece uma estimativa do conteudo fendlico (Ignat, Volf e
Popa, 201 1). Além disso, a sua reatividade também ¢ afetada pela presenca de outros agentes
redutores organicos e inorganicos, tais como acido ascorbico e sulfitos. O reagente também
foi descoberto como sendo muito reativo em relagao as aminas contendo -OH (tanto alifaticas
como aromaticas) (lkawa et al, 2003). A popularidade generalizada do reagente Folin-
Ciocalteu é em parte devido a sua facilidade e rapidez, permitindo que seja usado para a
triagem de numerosas amostras num periodo de tempo relativamente curto e com baixos
custos. Geralmente os resultados sao expressos em equivalentes de acido galico, contudo
podem ser utilizados outros padroes de referéncia. Uma relagao positiva entre os resultados
obtidos com este método e com os métodos da determinagao da capacidade antioxidante,
como o do radical DPPH, tem sido referida em varios estudos (Prior et al., 2005; MacDonald-

Wicks et al., 2006; Ndhlala et al., 2010; Koch et al., 2017).

O Poder Antioxidante por Redugao do iao Férrico (FRAP) foi desenvolvido por Benzie e Strain
(1996) para medir a capacidade dos antioxidantes para reduzir o ferro Fe(lll) a Fe(ll). Baseia-
se na redugao do complexo de ferro férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina, [Fe(lll)-(TPTZ)2]3+ a
complexo ferroso, [Fe(ll)-(TPTZ)2]2+ (Fig. 9) em meio acido, formando uma intensa
coloragao azul. Esta redugao pode ser monitorizada por meio de um espectrofotometro a 593
nm. O ensaio é simples, rapido, pouco dispendioso e robusto (Prior et al., 2005). Contudo, o
método apresenta limitagoes. Qualquer composto (sem propriedades antioxidantes) com um
potencial redox mais baixo que o do par Fe(lll)/Fe(ll), pode teoricamente reduzir o Fe(lll) a
Fe(ll), resultando num valor FRAP erradamente elevado. No entanto, nem todos os
antioxidantes reduzem o Fe(lll) no tempo em que decorre a determinagao da absorvancia,

usualmente 4 minutos, por exemplo, os polifendis reagem mais lentamente e necessitam de
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um tempo de reagao geralmente superior a 30 minutos (Prior et al, 2005; Magalhaes et dl,

2008; Ndhlala et al., 2010).

| Q fflg
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Ferric tripyridyltriazine (+e) Ferrous tripyridyltriazine
(Fe3*-TPTZ) complex (Fe2*-TPTZ) complex
Intense blue color

Figura 9 - Formagao do complexo (Fe2+ - TPTZ) a partir da reducao do complexo (Fe3+ -

TPTZ) por um antioxidante. Fonte: Moon e Shibamoto (2009)

O teste CUPRAC ¢ conceitualmente semelhante ao teste FRAP mas é baseado na reducao do
Cu(ll) para Cu(l) por acao de redutores (antioxidantes) (Fig. 10) presentes numa amostra,
num meio com pH 7, o que envolve uma cinética mais rapida. A forma reduzida do complexo
Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) apresenta uma coloragao intensa que pode ser
determinada espectrofotometricamente através da leitura da absorvincia a 450 nm. E um
método rapido, nao necessita de aparelhos sofisticados, a reagao é relativamente insensivel ao

ar, a luz, a humidade ou ao pH (Apak et al., 2004; Amorati e Valgimigli, 2015).

+ H+

Figura 10 - Redugao do Cu2+ para Cu+ por agao de uma molécula antioxidante (HA). Fonte:

Moon e Shibamoto (2009)
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O método TEAC ou ABTS baseia-se na capacidade dos compostos antioxidantes capturarem
o catido meta estivel ABTS™. No decorrer do ensaio o antioxidante reduz o ABTS™, que
apresenta uma cor intensa azul-verde, para ABTS, acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (Fig. 1) e torna-o num produto incolor. O poder antioxidante é determinado pela
capacidade que os compostos antioxidantes tém em reduzir o radical ABTS™ (Prior et dl.,
2005; Ndhlala et al, 2010). O decréscimo da coloragdo pode ser monitorizado
espetrofotometricamente fazendo uma leitura da absorvancia no comprimento de onda de
734 nm, sendo que quanto menor for a absorvancia maior é a quantidade de radicais ABTS™
que foram reduzidos pelos compostos antioxidantes. Os resultados sao expressos em

equivalentes de Trolox (Alam et al., 2013; Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2005).
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Figura || - Mecanismo de reducido do ABTS™ para ABTS por acdo de um antioxidante.

Fonte: Amorati e Valgimigli (2015)

1.5.4.1.2 Métodos baseados em HAT

Os ensaios baseados em HAT medem a capacidade de eliminar radicais e envolvem o uso de
uma fonte sintética de radicais livres, um antioxidante e uma sonda molecular oxidavel. Estes
ensaios medem a cinética de reagao competitiva e quantificam a atividade antioxidante com
base em curvas cinéticas (Tan e Lim, 2015). Exemplos de ensaios baseados em HAT incluem
a inibicdo do branqueamento do B-caroteno, a Capacidade de Absorcao de Radicais de
Oxigénio (ORAC) o Parametro Antioxidante de Captura de Radicais Totais (TRAP) e
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) (Huang et al., 2005; Tabart et al., 2009).

O método de inibicao do branqueamento do B-caroteno é um método direto que permite
avaliar a capacidade de compostos antioxidantes ao inibir a peroxidagao lipidica. Sabe-se ha
muito que o caroteno reage com o radical peroxil para produzir epéxidos de B-caroteno. O
B-caroteno recebeu assim atengao como um eliminador de radicais ou antioxidante.

Posteriormente, foi estabelecido um ensaio antioxidante utilizando-o combinado com lipidos,
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como o acido linoleico. Os lipidos como o acido linoleico, formam um radical peroxil (LOQO")
na presenca de ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) e O, que o oxidam, oxidagao essa que
neste método é induzida através do calor (Reis et al,, 2012). Este radical peroxil reage com o
B-caroteno para formar um radical estavel consequentemente, a quantidade de B-caroteno
reduz-se numa solugao em teste. Se um antioxidante estiver presente numa solugao, ele reage
de forma competitiva com o radical peroxil. A capacidade antioxidante pode assim ser
determinada pelo estado da descoloragao através da sua monitorizagio com um
espectrofotometro a 470 nm, que é a absorgao tipica do B-caroteno. Normalmente os
resultados sao expressos através do coeficiente de atividade antioxidante (AAC) (Moon e
Shibamoto, 2009). As principais limitagoes deste método sao a falta de reprodutibilidade de
iniciacao, a complexidade da reagao envolvendo carotenos sob O, (apresentam agao
antioxidante a baixas concentra¢oes de O,, enquanto propagam a cadeia oxidativa em solugoes
saturadas de ar) e o tratamento cinético grosseiro (Foti e Amorati, 2009; Alam et al., 2013;

Amorati e Valgimigli, 2015).

O método para medir a Capacidade de Absor¢ao de Radicais de Oxigénio (ORAC) é baseado
nos primeiros trabalhos de Ghiselli et al. (1995) e Glazer (1990), sendo posteriormente
desenvolvido por Cao et al. (1993, 1995). O ensaio baseia-se na reagao de radicais peroxilo
com um composto fluorescente que origina um produto nao-fluorescente. A atividade
antioxidante é determinada pela dimimuicao da fluorescéncia que é resultado da formagao de
produtos nao-fluorescentes. Os resultados sao expressos em equivalentes de Trolox (Prior et

al, 2005; Alam et al,, 2013).

O método TRAP avalia a capacidade que os compostos antioxidantes tém para interferir na
reacao entre radicais peroxilo gerados por AAPH ou ABAP [dicloridrato de 2,2"-azo-bis-(2-
metilpropanoamidina)] e um composto alvo. O mecanismo de reagao é semelhante ao método
ORAC. Existem variagoes do método cujas diferencas recaem no tipo de marcador da reagao,
como por exemplo, o consumo de oxigénio dissolvido, a fluorescéncia de R-ficoeritrina (R-
PE) ou a absorvancia do ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)). A
fluorescéncia da R-ficoeritrina é extinta pelo ABAP como um gerador de radicais. Esta reagao
de extingao € medida na presenga de antioxidantes. A capacidade antioxidante é determinada
pelo tempo decorrido até a reagao de todos os antioxidantes com os radicais peroxilo que
pode ser monitorizada pelo decaimento na descoloragao. Os resultados sao expressos

geralmente em equivalentes Trolox (Prior et al., 2005; Alam et al., 201 3).
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O ensaio TBARS ¢ usado para quantificar a peroxidagao lipidica. Baseia-se na reagao do acido
2-tiobarbittrico (TBA) com malondialdeido (MDA) (Fig. 12), que é um dos produtos de
oxidagdo de lipidos nao saturados. Sob condi¢bes acidas e a temperaturas elevadas (~ 100 °
C), TBA e MDA reagem na proporgao de 2:1, formando um aduto de coloragao rosa, que
pode ser monitorizado espectrofotometricamente a uma absorcao de 532 nm. Valores de
absorvancia baixos correspondem a pequenas quantidades formadas de MDA, o que significa
uma maior capacidade de protegao contra a peroxidagao lipidica pelos compostos
antioxidantes presentes na amostra (Ndhlala et al., 2010) Contudo, este método nao consegue
distinguir entre a cinética e a estequiometria da reagao. Também sofre de limitagoes devido
as reagcoes de TBA com outros compostos nao relacionados a peroxidagao lipidica e a
formacao de bases de Schiff entre malondialdeido e aminas, levando a desestimulagao da

protecao antioxidante (Bozin et al., 2007; Spickett et al., 2010; Amorati e Valgimigli, 2015).
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Figura 12 - Reagao de dois acidos 2-tiobarbiturico com malondialdeido e formagao de aduto.

Fonte: Amorati e Valgimigli (2015)

1.5.4.2 Determinacao do conteiido em flavonodides
totais

O método para a determinagao dos flavondides totais consiste na formacao de complexos
estaveis entre o aluminio e os flavondides em meio alcodlico (Linda e Castro, 2008). Esta
formacgao vai originar uma coloragao avermelhada que pode ser monitorizada através de um
espectrofotometro a uma absorgao maxima de 510 nm. Os resultados sao apresentados em
equivalentes de epicatequina ou outro padrio de referéncia (Naczk e Shahidi, 2006;
Chowdhury et al., 2015). E um método muito seletivo para as estruturas flavondides, sendo
que a reagao entre os derivados de isoflavona e o cloreto de aluminio nao origina formagao
de cor. Embora, nao seja um método que avalie diretamente a capacidade antioxidante,
permite quantificar um grupo especifico de compostos fendlicos (Chang et al., 2002; Palacios

etal, 2011).
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1.6 Inflamacao

Inflamagao, ou resposta inflamatoria, € uma resposta bioldgica e fisiologica dos tecidos vivos a
agressao (como exposicao ao calor ou ao frio, isquemia, trauma, bactérias, quimicos, etc.),
fundamentada na vascularizagao, e que conduz a orientagao dos meios de resposta
(particularmente os celulares) para o local onde se processou a agressao para tentarem
restaurarem o tecido lesionado para o seu estado pré-lesio. E considerada o paradigma da
resposta imunitaria inespecifica, caracterizando-se fundamentalmente por diversos fenémenos
locais (que decorrem na zona da lesao) associados a alteragdes sistémicas e que no seu

conjunto configuram a chamada reagao de fase aguda (Pinto e Rosa, 2007).

O tecido agredido induz na microcirculagdo uma vasodilatagao dos vasos sanguineos locais.
As alteragoes no calibre dos vasos dependem da intensidade do estimulo, isto é, quanto mais
intenso mais rapidamente se verificam as alteragoes, que conduzem a um afluxo de sangue
excessivo ao tecido: verifica-se vasoconstrigao transitoria, que dura apenas alguns segundos,
seguida de vasodilatagao, que justifica o rubor e o calor caracteristicos da inflamagao. Segue-
se um aumento da permeabilidade dos capilares, que permitem que as proteinas plasmaticas e
os leucdcitos saiam dos vasos para os tecidos. Este movimento de proteinas e plasma para
fora dos vasos reduz a pressao osmotica intravascular e a acumulagao de agua e proteinas no
espago extravascular resultando em edema. Ocorre o transporte de mediadores celulares e
moleculares através da migragao de grandes numeros de granulocitos e monocitos para os
tecidos e por fim, acontece o inchago das células dos tecidos (Guyton e Hall, 2006; Pinto e

Rosa, 2007).

A resposta inflamatoéria € uma resposta inata, estereotipada, independente da natureza do
estimulo (agressor) e da existéncia ou nao de contactos prévios com o mesmo. Ainda que o
objetivo principal da resposta inflamatoria seja deter a agressao, a inflamagao é uma resposta
paradoxal e ja que ao ser inespecifica acaba por atingir o tecido adjacente a lesao. Este facto
da origem a sinais e sintomas que podem sobrepor-se aos sinais classicos, ou sinais major da
inflamagao: calor, rubor, tumor, dor. Um quinto sinal, impoténcia funcional foi acrescentado

(Pinto e Rosa, 2007).

A inflamagao pode ser classificada como aguda e croénica: a aguda com um curso breve e de
resposta rapida a agressao e a cronica de curso arrastado e menos exuberante na tradugao

clinica e laboratorial (Pinto e Rosa, 2007).
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A inflamagao desempenha um papel importante em varias doengas, como a artrite reumatoide,

a aterosclerose e a asma, que apresentam uma alta prevaléncia mundial (Mueller et al., 2010).

1.6.1 Inflamacdo aguda

A resposta inflamatoria aguda é definida como uma série de respostas teciduais que podem
ocorrer dentro das primeiras horas apos a lesao. Consiste numa complexidade de eventos
que envolve vazamento de agua, sal e proteinas do compartimento vascular; ativagao de células
endoteliais; interacoes adesivas entre leucocitos e o endotélio vascular; recrutamento de
leucocitos; ativagao de macrofagos e neutrofilos; ativacdo de plaquetas; ativagao do
complemento; sistemas de coagulacao e fibrinoliticos e libertagao de protéases e oxidantes de

células fagociticas, podendo todos ajudar a lidar com o estado da lesao (Ward, 2010).

A resposta inflamatoria € assim exuberante nas primeiras horas ou dias e depois diminui
gradualmente, 2 menos que o agente que a provocou hao tenha sido eliminado pela fagocitose.
Existem inimeras alteragoes dentro do compartimento vascular que desencadeiam a resposta
inflamatoria aguda, envolvendo pelo menos seis eventos intravasculares. A primeira alteragao
€ a ativagao de células endoteliais, durante a qual essas células comegam a expressar moléculas
de adesao para leucocitos nas superficies. As células endoteliais ativadas também se envolvem
na formacao e libertagao de citocinas proé-inflamatorias e quimiocinas que atraem e ativam os
leucocitos polimorfonucleares a medida que essas células aderem ao endotélio antes da sua
migragao para o compartimento extravascular. O segundo evento é a abertura reversivel de
ligagoes apertadas de células endoteliais, o que permite o vazamento de proteinas e fluidos do
compartimento vascular para o compartimento extravascular. Quando se desenvolve um
edema extenso em compartimentos fechados, isso pode resultar num aumento da pressao
hidrostatica que pode prejudicar gravemente as fungoes do orgao. A reversibilidade das
alteragoes de ligagoes no endotélio vascular implica que estas tém a capacidade de fechar para
conter o liquido do edema acumulado no compartimento extravascular. O terceiro fator sao
as interagoes adesivas entre os leucocitos polimorfonucleares e as células endoteliais.
Normalmente os leucécitos sao levados na corrente sanguinea sem contactarem com as
superficies endoteliais. Os leucocitos polimorfonucleares submetem-se a respostas de
ativagao, enquanto as células endoteliais sofrem ativagao, levando ao aparecimento de
moléculas de adesao nas faces laminares das células endoteliais. De seguida, os leucocitos

polimorfonucleares sao ativados ficando rigidos, nao podendo assim sofrer deformagao para
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se ajustar aos confins apertados dos capilares. Em quinto ocorre a ativagao das plaquetas, que
geralmente esta associada a conversao de protrombina em trombina. O resultado final é a
adesao entre varias plaquetas (resultando em agregados), bem como a células endoteliais.
Finalmente, a resposta inflamatéria aguda pode estar associada a hemorragia, provocada por
danos estruturais diretos (reversiveis ou irreversiveis) a barreira endotelial. A hemorragia
ocorre apoés traumatismo térmico por calor ou frio, em situagoes de disfungao ou de
deficiéncia de plaquetas, apds infegoes devido a libertagdo de toxinas e em pacientes
submetidos a terapia com anticoagulantes excessivos, entre outros exemplos. O seu

desenvolvimento implica que a vasculatura foi severamente danificada (Ward, 2010).

1.6.2 Inflamacao cronica

Tal como descrito por Pinto e Rosa (2007) poderia parecer que a designagao classica de
inflamagao cronica corresponderia a inflamagao que persiste, mas nao é isso que os autores
defendem. A inflamagao cronica limita-se a inflamagao que persiste enquanto se mantiver o
mecanismo de agressao, terminando logo que ele cesse. Por exemplo, a inflamagao
granulomatosa que é um padrao especial de inflamagao cronica, caracterizado pela acumulagao
de macréfagos ativados e que pode ocorrer na tuberculose, ou em resposta a exposi¢ao a
particulas inertes, formando neste caso o granuloma de corpo estranho, é crénica enquanto
se mantiver a tuberculose ou a agressao por particulas, tudo o que continue a ocorrer apés o
termo da agressao ja é inflamacao que persiste. A diferenga esta no facto de a partir do
momento em que termine a agressao, a inflamagao passa a ser auténoma, auto-entretida,
independente de fenomenos externos ao hospedeiro e ditada pelas caracteristicas de

regulacao bioldgica do proprio organismo onde se instaurou.

E importante conhecer-se e caracterizar-se o processo inflamatério persistente, que nao se
resolve, ja autonomizado da agressao. Neste sentido tem vindo a tornar-se mais clara a
intervencao de alguns mediadores, como macrofagos, da resposta inflamatéria, que parecem
ser elementos decisivos na evoluciao desta resposta e na importancia das células do tecido
(células do estroma) onde decorre a inflamagao. Na verdade, a resolucao ou persisténcia da
inflamagao passa por varias fases, com pelo menos dois pontos de comutagao muito
importantes: no primeiro, opera-se a mudan¢a de um infiltrado celular neutrofilico para

monocitico (através da comutagao de quimiocinas CXC para CC, regulada pela IL-6 e outras
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citocinas); no segundo, permite-se que as células infiltrantes sejam destruidas, resolvendo o
processo inflamatdrio, ou que aumente a infiltragao celular, com ativagao de células do
estroma (MOs e fibroblastos) e consequente auto-entretenimento do processo inflamatério
persistente; para esta permutagao de sentido persistente é importante a agao do IFN-B e de

quimiocinas CXC, como a CXCLI2 (Pinto e Rosa, 2007).

1.6.2.1 Colite ulcerativa

A colite ulcerativa é uma perturbacao inflamatoéria do colon, de etiologia desconhecida, que
compromete o recto e tem uma disseminagio proximal a uma distincia variavel. E
caracterizada por recidivas e remissoes, com um primeiro ataque a ocorrer na maioria das
vezes entre os 20 e os 40 anos. A sua incidéncia é cerca de | em 10 000 pessoas por ano nas
areas de grande incidéncia que incluem EUA, Reino Unido, Australia e Europa do Norte, e a

sua prevaléncia é de cerca de | em 1000 na populagao geral (Hebden et al., 2009).

Em aproximadamente 50% dos casos, a colite ulcerativa afeta a regiao rectal/rectossigmoideia,
em cerca de 20%-30% afeta o lado esquerdo do coldn (até ao angulo esplénico), e em 20% das
pessoas, afeta todo o coldn (pancolite ou colite total). A apresentagao € muitas vezes lenta e
insidiosa mas pode ser abrupta e grave. O cancro colorretal associado a colite € um tumor
que se desenvolve no contexto da inflamagao crénica e é considerada a complicagao mais
grave das doencas inflamatorias intestinais. Pacientes com colite ulcerativa estio mais
propensos a desenvolver cancro colorretal, risco de 20 a 30 vezes, quando comparados a
populagao em geral. Além disso, o risco de desenvolver cancro colorretal associado a colite
aumenta notavelmente 8 a 10 anos apos o diagnodstico de doengas inflamatodrias intestinais

(Hebden et al., 2009; Direito et al., 2017).

Os sintomas de colite ulcerativa incluem diarreia, sangramento retal e cdlicas abdominais. O
diagndstico depende da historia clinica, baseia-se nas caracteristicas sigmoidoscopicas ou
colonoscoépicas (juntamente com espécimes histologicos) e a exclusao da infegao (por cultura
de fezes). A inflamagao é caracteristicamente confluente, com maior granularidade e aparéncia
hemorragica. Os primeiros sinais tendem a ser uma perda subtil de padroes vasculares com
hiperemia e edema da mucosa. Com uma inflamagao mais ativa, a mucosa torna-se granular
com presenga de mucopus e sangramento por contato. Em casos avangados, pode apresentar
ulceragao profunda. O stress oxidativo também desempenha um papel significativo na

patogénese da colite ulcerativa. Os antioxidantes endégenos, como a superéxido dismutase,
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a glutationa e a catalase normalmente sao capazes de contrariar o stress oxidativo na mucosa
intestinal. Contudo, a inflamagao aumenta a demanda por esses antioxidantes e resulta num
desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes com subsequente dano da mucosa (Ho et

al., 2007; Hebden et al., 2009; Mandalari et al., 201 |; Impellizeri et al., 2015).

O diagnostico assim como as estratégias de tratamento dependem tanto da gravidade como
da extensdao da doencga. A gravidade ¢ avaliada segundo os seguintes parametros: frequéncia
das deje¢oes; presenga ou auséncia de sangue nas fezes; taquicardia; febre; estimativas da
hemoglobina, albumina e marcadores inflamatorios (velocidade sedimentagao dos eritrocitos,
proteina C reativa ou oromucdides). A extensao deve ser estimada por sigmoidoscopia flexivel
ou colonoscopia, a pergunta-chave ¢ se a doenga estara confinada ao lado esquerdo do colén
(isto &, distal relativamente ao angulo esplénico) ou se se estende de forma mais proximal
(colite extensa ou total, caso todo o colon esteja comprometido). Os principais tratamentos
sao os 5-aminossalicilatos e esterdides (orais ou rectais) e a azatioprina ou 6-mercaptopurina.
Crises graves, marcadas por frequéncia extrema, perturbagdes sistémicas, anemia e
hipoalbuminemia, resultam numa colectomia de emergéncia em 20-30% da totalidade dos

casos (Hebden et al., 2009).

1.6.2.1.1 Fisiopatologia

A primeira linha de defesa do sistema imunitario € a barreira epitelial, coberta por uma camada
mucinosa, porque proporciona uma separagao fisica e sintetiza os péptidos antimicrobianos.
Na colite ulcerativa, a sintese e a alteragao da sulfatacao de mucinas colénica diminui. Danos
na barreira epitelial leva a uma maior permeabilidade, possivelmente devido a regulagao
irregular das jungoes apertadas. Esta perda de barreira permite o aumento da captagao de
antigénios luminais. Além da criagao de uma barreira fisica, o epitélio intestinal contribui para
a defesa do hospedeiro através da produgao de péptidos antimicrobianos (como defensinas),

limitando assim a invasao bacteriana. (Heller et al., 2005; Ordas et al., 2012).

Existe evidéncia de modelos animais geneticamente modificados, que desenvolvem inflamagao
intestinal cronica apds a colonizagdo com bactérias intestinais comensais, mas permanecem
livres de doengas em condigoes livres de bactérias, sugerindo um papel primario das bactérias
entéricas nao patogénicas na patogénese da colite ulcerativa. Estudos em seres humanos
também suportam a importancia da microflora entérica, nao s6 na patogénese da doenga, mas

também na gravidade da inflamagao intestinal e fenotipo da doenga (Ordas et al., 2012).
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Os antigénios ativam a resposta imune inata através da interagao com macrofagos e células
dendriticas. As células dendriticas podem enviar dendrites fora do epitélio, para fazerem o
reconhecimento de bactérias e outros antigénios no limen. Este é povoado por macrofagos
e células dendriticas que apresentam antigénios a células B e células T, o que leva a ativagao
de respostas imunes adaptativas. As células dendriticas expressam uma ampla gama de
recetores de reconhecimento de padroes moleculares (TLR), cujo principal papel é fornecer
defesa contra agentes patogénicos e prote¢ao contra lesoes epiteliais, contribuindo assim para
a homeostase intestinal e manutengao da barreira epitelial. A ativagao de TLR desencadeia
respostas imunes inatas e adaptativas que levam a ativagao da transcrigao do fator-kB (NF-k
B) e outros fatores de transcricao que sao importantes na ativagao da cascata de inflamagao.
Na inflamagao croénica intestinal, o NF-kB regula as fungoes pro-inflamagao e de sobrevivéncia
celular em macrofagos e células T, mas também é protetor em células epiteliais, o que torna
o seu papel na inflamagao intestinal complicado e dependente do tipo de célula (Ordas et al.,

2012).

Na mucosa de pacientes com colite ulcerativa, o equilibrio homeostatico entre células T
reguladoras e efetoras é perturbado. A evidéncia sugere que a colite ulcerativa esta associada
a uma resposta atipica de células-T helper (Th2) mediada por células-T killer naturais que
produzem interleucinas 5 e 13. A interleucina |3 (IL-13) é de particular importancia porque
exerce fungoes citotdxicas contra as células epiteliais, incluindo a indugao da apoptose e a
alteragao da composigao proteica das jungoes apertadas. A IL-13 e as células-T killer parecem
ter um papel fundamental na patogénese da colite ulcerativa, porque o bloqueio desta
interleucina e deplecao das células T pode prevenir o desenvolvimento da doenga (Heller et

al,, 2005; Ordas et al., 2012).

O recrutamento de leucocitos para a mucosa inflamada pela libertagao de quimioatractores,
como o CXCL8 ¢é importante para a amplificagao da resposta inflamatoria. As citocinas pro-
inflamatorias aumentam a expressao de moléculas de adesao - por exemplo, molécula de
adesao celular de adressina vascular mucosal-1 (MadCAM-1) - no endotélio vascular dos vasos
sanguineos da mucosa, que promove a adesao e extravasamento de leucécitos no tecido. A
MAdCAM-I, através da interagao com a integrina-a4f7, atua como mediador no caminho de
linfocitos para o tecido linfoide associado ao intestino durante a inflamagao. Os anticorpos
para a MAdCAM-I| e para a integrina-04B7 impedem o recrutamento de linfécitos e reduzem

a gravidade da inflamagao do colon (Fig. 13) (Matsuda et al.,2009; Ordas et al., 2012).
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Figura |3 - Fisiopatologia da colite ulcerativa.

Fonte: Ordas et al. (2012)

1.6.3 Compostos fenodlicos e a sua acao anti-
inflamatoria

Muitos dos estudos realizados sobre os compostos bioativos de plantas siao feitos na
perspetiva da atividade antioxidante. Contudo outras investigacoes sobre efeitos anti-
inflamatorios e anti-tumorais levam a crer que os polifenois, nomeadamente os compostos
fenolicos, podem nao servir apenas como eliminadores de radicais livres, podendo também
modular os processos de sinalizagao celular durante a inflamagao ou podem servir eles

proprios como agentes de sinalizagao (Rubio et al., 2013).

Vérios compostos fendlicos de derivados de especiarias e plantas tém sido descritos como
exibindo atividade anti-inflamatoria. Diferentes estudos demonstraram ainda uma associagao
entre a dieta tipica ocidental, rica em amidos refinados, agucares, acidos saturados e gorduras
trans e pobres em frutas, vegetais, fibras, acidos gordos, omega-3 e graos integrais, com uma
maior tendéncia para disturbios inflamatérios e doengas relacionadas, como doengas
cardiovasculares, artrite ou diabetes. A fim de reduzir a inflamagao, uma dieta rica em frutas

e vegetais, como é a dieta mediterranea, tem sido negativamente correlacionada com iniumeras
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doengas associadas a distlrbios inflamatorios. Neste sentido, varios polifenois alimentares
demonstraram melhorar os estadios inflamatorios através de diversos mecanismos (Giugliano

et al, 2006; Gonzalez-Gallego et al., 2010; Chrysohoou e Stefanadis, 2013; Rubid et al., 201 3).

Os Ultimos estudos e evidéncias experimentais e epidemiologicas sobre as atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias dos acidos hidroxicinamicos concluiram que estes
compostos fenolicos, presentes nos alimentos, podem exercer uma miriade de beneficios para
a salde, melhorando assim as doencas crénicas associadas ao stress oxidativo, como € o caso
da colite ulcerativa, do cancro, de doengas cardiovasculares, da hipertensao e de disturbios
neurodegenerativos. Varios estudos mostraram que os polifenois sao muito reativos as ROS
e inibem as atividades de muitas proteinas inflamatorias, como a NF-kB e a expressao de genes

associados a doenga inflamatéria croénica (Rubio et al., 2013; Impellizzeri et al., 2015).
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho é estudar as propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias da pasta
de cacau e do chocolate preto, de modo a contribuir para um melhor conhecimento das

propriedades bioativas destes alimentos.
Para atingir este objetivo neste trabalho far-se-a o estudo de:

- Teor em compostos fendlicos e flavondides dos extratos obtidos de pasta de cacau e
chocolate com 70 e 85% de cacau, uma vez que a literatura indica que estes sao os principais

responsaveis pelos atributos benéficos para a saide do cacau e do chocolate preto.
- Atividade antioxidante dos extratos.

- Atividade anti-inflamatéria do chocolate de 70% de cacau e da pasta de cacau usando um

modelo in vivo de colite ulcerativa.
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3. Materiais e métodos

3.1 Amostragem

Para a execugao deste estudo foram analisados extratos de pasta de cacau e chocolate preto
com percentagens de 70 e 85% de cacau. As amostras, de chocolate e de pasta de cacau, foram
fornecidas por uma empresa portuguesa de chocolates. Esta empresa produz os seus

chocolates a partir de cacau obtido nos paises Costa do Marfim e Gana.

3.2 Materiais

3.2.1 Ensaios in vitro

3.2.1.1 Reagentes

Na realizagao dos ensaios in-vitro foram utilizados os seguintes reagentes: n-hexano (Sigma-
Aldrich 297%), metanol absoluto (Merck), etanol absoluto (Merck 299,9%); 2,2-difenil- | -picril-
hidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich), acido galico (Sigma-Aldrich), cafeina (Sigma-Aldrich), acido
citrico (Sigma-Aldrich), EGC 98% (Sigma-Aldrich), EGCG 95% (Sigma-Aldrich), EC 290%
(Sigma-Aldrich), EGCG= 80% (Sigma-Aldrich), BHT (Sigma-Aldrich), TBHQ (Sigma-Aldrich);
cloroférmio (Panreac), B-caroteno (Sigma-Aldrich), Tween® 40 (Sigma-Aldrich), 4cido linoleico
(Sigma-Aldrich); acido galico (Sigma-Aldrich), Reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich),
carbonato de sédio (Merck); epicatequina (Sigma-Aldrich), nitrito de sodio (Sigma-Aldrich),
cloreto de aluminio (Sigma-Aldrich) e hidroxido de sédio (Merck), agua destilada e agua

ultrapura.

3.2.2 Ensaios in vivo

3.2.2.1 Animais

No ensaio do modelo de colite ulcerativa foram utilizados 38 ratinhos machos da estirpe CD-
| com peso que variou entre as 25g e as 40g, com 5 a 6 semanas de idade (Harlan Iberica,
Barcelona, Espanha). Foram mantidos em gaiolas padrao de polipropileno com acesso a agua
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e a comida (IPM-R20 (Letica) ad libitum, numa sala com ambiente controlado mantida a cerca
de 22°C com um ciclo de 12 horas de luz, 12h escuro na Instalacao Central de Animais na

Faculdade de Farmacia, Universidade de Lisboa.

As experiéncias foram conduzidas de acordo com a Guidance in the Operation of Animals
(Scientific Procedures) Act 1986, publicada pelo escritorio estacionario de Sua Majestade,
Londres, Reino Unido e o Guia do Comité Institucional de Pesquisa de Animais para o Cuidado
e Uso de Animais de Laboratério publicados pelos Institutos Nacionais de Saude dos USA
(Publicagao NIH n°® 85-23, revista em 1996), assim como os regulamentos CE atualmente
adotados (Diretiva 2010/63/UE). O protocolo experimental foi autorizado pela Comissao de

Etica Animal da Faculdade Farmécia da Universidade de Lisboa.

3.2.2.2 Reagentes e solucoes

Na realizagio dos ensaios in-vivo foram utilizados os seguintes reagentes: cetamina (Imalgene®
1000) e xilazina (Rompun® 2%) compradas em Bio2 Produto Veterinirios, cido 2,4,6 —
trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) 5% (Sigma-Aldrich), etanol a 50% (Sigma-Aldrich), solugao

fisiologica estéril (B.Braun), formol (Sigma-Aldrich).

3.3 Métodos

3.3.1 Desengorduramento dos chocolates e pasta de

cacau

As amostras comegaram por ser desengorduradas de modo a remover os lipidos que possuem
e que mais a frente iriam interferir nas analises a que seriam sujeitas. Este processo foi
realizado segundo uma adaptagao feita a metodologia proposta por Counet et al. (2006).
Consistiu em pesar 50g de cada uma das amostras para baloes de fundo redondo e derreté-
las em banho-maria até obter uma pasta homogénea. Adicionou-se 100 ml de n-hexano na
proporcao de |:2 (amostra: solvente) e as amostras foram colocadas num banho ultra-sons
(Bandelin Sonorex RK 510 S) durante 10 minutos, de seguida foram mantidas sob agitacao em

placa de agitacao (KL 2) a 420 rpm (maximo permitido pelo equipamento) durante 20 minutos
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a temperatura ambiente. A solugao obtida foi entao filtrada. Primeiramente esta etapa foi
realizada por filtragdo com papel de filtro (Whatman n°l) e funis contudo, tendo em conta a
morosidade do método e dada a substancial quantidade de solugao para filtrar passou-se a
fazer esta etapa com filtragao a vacuo acoplando um kitassato a uma bomba de vacuo (Biichi
V-700) e utilizando um funil de Blichner de vidro com placa porosa G| o que permitiu acelerar
um pouco o processo devido a pressao baixa que se cria no kitassato. As fragoes das amostras
obtidas apos a filtragao foram raspadas do papel de filtro de novo para os baldes. Toda esta
etapa de extracao soélido-liquido foi repetida 5 vezes devido ao elevado teor de gordura das
amostras. A quantidade de n-hexano adicionada foi sempre de 100 ml, o que fez com que a
proporg¢ao amostra: solvente fosse aumentando ao longo da repeticao das etapas uma vez que
os chocolates e a pasta de cacau iam perdendo gordura e consequentemente peso/gramas.
Apos a ultima filtragao o solvente foi descartado e as fragoes das amostras de chocolate e
pasta de cacau foram secas numa estufa (Memmert U 10) durante 10 minutos a 40°C de modo
a eliminar qualquer eventual solvente residual. Com os chocolates e a pasta de cacau secos e

desengordurados passou-se a preparagao dos extratos.

3.3.2 Preparacao e extracao das amostras

Das amostras obtidas, depois de serem sujeitas a remocao de lipidos, pesou-se 4g de chocolate
com 70% de cacau, 4g de chocolate com 85% de cacau e 2g de pasta de cacau. Os ensaios
foram realizados em duplicado. Foram adicionados 50 ml de etanol absoluto para todas as
determinagoes com excegao dos fendlicos totais em que se adicionou 50 ml de metanol na
preparagao dos extratos para posterior leitura (LaliCi¢-Petronijevic et al., 2016). Nesta etapa
foram testados outros reagentes, como agua destilada, acetona e uma solugao de agua
destilada e etanol 50% (v/v) (Veber et al., 2014; Alam et al., 2013) também com a quantidade
de 50 ml, no entanto devido ao facto do rotavapor (Buchi RE Il1) e ao tempo que este
demorava a evaporar estas solu¢oes (cerca de 5 - 6 horas para evaporar 50 ml) eliminaram-
se estas opgoes e continuou-se o trabalho com o etanol e metanol. Todos os extratos foram
colocados a agitar numa placa de agitagao (KL 2) durante 30 minutos a 420 rpm a temperatura
ambiente e depois a mistura foi centrifugada a |5°C durante |5 minutos a 4000 G (Sigma 3-
| 6k). De seguida, retirou-se o sobrenadante para um balao piriforme e colocou-se a evaporar
o etanol/metanol num evaporador rotativo (Blichi RE I11) a 50 °C até a secura. Seguidamente
os balGes foram colocados na estufa (Memmert U 10) a 50°C durante 10 minutos de modo a

se assegurar que todo o solvente se havia evaporado. O residuo seco obtido foi dissolvido
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num volume final de etanol e metanol, previamente calculado tendo em conta a quantidade de
extrato obtida em mg, de modo a se obter uma concentragao de 5 mg/ml para todos os
extratos preparados de chocolate com 70% de cacau, chocolate com 85% de cacau e pasta de
cacau. A partir destas solugoes foram preparadas outras diluigdes para avaliar a capacidade

antioxidante através de diferentes ensaios colorimétricos.

3.3.3 Determinacdao dos compostos fendlicos totais

Este método foi realizado segundo Erkan, Ayranci e Ayranci (2008) com algumas modificagoes.
Adicionou-se, em tubos de ensaio, 7,5 ml de reagente Folin-Ciocalteu (previamente diluido
dez vezes em agua ultrapura, 1:10 v/v) a uma aliquota de | ml do extrato (que para este
método foi preparado com metanol, deixou-se a repousar a temperatura ambiente durante 5
minutos. De seguida, adicionou-se 7,5 ml de solugao aquosa de carbonato de sédio (Na,COs)
com uma concentragao de 60mg/ml (preparada com agua ultrapura). As solugoes foram
agitadas e guardadas durante duas horas ao abrigo da luz para o desenvolvimento da coloragao.
Apos este periodo mediu-se a absorvancia num espectrofotometro (Hitachi U-3900) a 725
nm. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (GAE). A quantificagao
dos compostos fendlicos totais foi feita para os 3 extratos (chocolate com 70% cacau,
chocolate com 85% cacau e pasta de cacau) sempre em triplicado e numa concentragao de
0,25 mg/ml (1:20 v/v) depois de varias tentativas de dilui¢coes e leituras de modo a que todos

os valores obtidos caissem no intervalo de valores da reta (Fig. 14).

Figura 14 - Determinagao do conteido em compostos fendlicos totais. Coloragao

caracteristica da presenga de compostos fendlicos.
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Foi preparada uma solugao stock de acido galico com concentragao de 10 mg/ml, a partir da
qual se fizeram trés solugoes intermédias de 5 mg/ml. A partir destas solu¢oes intermédias
fizeram-se solucoes de diferentes concentragoes. Procedeu-se ao método dos fendlicos totais,
como descrito anteriormente, para as diferentes diluicoes. Determinaram-se cinco
concentragoes que obtivessem absorvancias no intervalo obtido para as amostras.
Posteriormente, fizeram-se diluigoes a partir das outras duas solugoes de 5 mg/ml, de forma
a obter os valores em triplicado. A curva de calibragao, absorvancia (nm) vs concentragao
(mg/ml), do acido gilico, foi feita com a média dos triplicados que permitiu calcular os
equivalentes de acido galico por g de extrato e por g de amostra (mg GAE/g de extrato e

amostra).

3.3.4 Determinacao dos flavonoides totais

Para a determinagao dos flavonoides totais seguiu-se a metodologia de Yoo et al. (2008).
Adicionou-se num tubo de ensaio | ml do extrato (concentragao de 0,5 mg/ml (1:10 v/v)) com
4 ml de agua ultrapura, de seguida, adicionou-se 0,3 ml de nitrito de sédio, NaNO, (5%, p/v
preparado com agua ultrapura) e homogeneizou-se. Apds 5 minutos juntou-se 0,6 ml de
cloreto de aluminio, AICl; (10%, p/v, preparado com agua ultrapura) e voltou-se a
homogeneizar. Passados 6 minutos adicionou-se 2 ml de hidréxido de sédio, NaOH (1 M,
preparado com agua ultrapura) e 2,1 ml de agua destilada, de modo a perfazer 10 ml (Fig. 15).
As absorvancias foram medidas num espectrofotometro (Hitachi U-3900) a 510 nm, usando
agua como branco. Os resultados foram expressos em equivalentes de epicatequina por g de

extrato (mg de ECE/g de extrato). Os ensaios foram realizados em triplicado.

Figura 15 - Realizagao do ensaio da determinagao dos flavondides totais.
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Para a preparagao da curva padrao da epicatequina foi inicialmente preparada uma solugao
stock de epicatequina com uma concentragao de | mg/ml e, a partir desta fizeram-se diluigoes
de diferentes concentracoes. Fez-se o ensaio dos flavondides totais como descrito
anteriormente, para as varias diluigdes. Determinaram-se cinco concentragoes que dessem
origem a absorvancias no intervalo obtido para as amostras. Os ensaios foram realizados em
triplicado. Para tracar a curva de calibragao com a absorvancia (nm) vs a concentragao (mg/ml)
utilizou-se a média dos triplicados. Calcularam-se os equivalentes de epicatequina por g de

amostra (mg de ECE/g de amostra).

3.3.5 Determinacao da capacidade antioxidante

pelo Sistema de inibicao do radical livre DPPH

O seguinte método avalia a atividade antioxidante através da capacidade que os compostos
presentes nas amostras tém para capturar radicais DPPH.

O método utilizado foi adaptado da metodologia utilizado por Moure et al. (2001). Comegou-
se por preparar diluicoes dos extratos, que previamente estavam com concentragao de 5
mg/ml, de modo a ficarem com uma concentragao de 0,5 mg/ml, foi entio efetuada uma
diluicao de 1:10. A metodologia foi aplicada mas com uma alteragao no tempo de reagao da
amostra com o radical, de |6 para 30 minutos. Foi preparada num balao ambar uma solugao
metandlica de DPPH’ com concentragao 14,2 pg/ml. De seguida, em tubos de ensaio fez-se
reagir 50 pL de amostra com 2 ml da solu¢ao metandlica de DPPH’ e colocaram-se os tubos
ao abrigo da luz durante 30 minutos. No caso dos controlos, utilizou-se 50 pL do solvente
utilizado na preparagao dos extratos, que foi etanol. Apos os 30 minutos da reagao procedeu-
se a leitura das absorvancias a 517 nm num espetrofotémetro (Hitachi U-3900) para avaliar a
reducao do radical DPPH que, ao verificar-se, provoca uma descoloragao da solugao de radical
DPPH e, consequentemente, uma diminui¢ao da absorvancia face ao controlo (Fig. 16). Todas
as amostras foram analisadas em triplicado. O valor final da diluicao a utilizar para fazer as
leituras foi obtido depois de varias tentativas até se obter uma concentragao que permitisse

que todas as leituras caissem no intervalo de valores da reta trolox.
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Figura 16 - Realizagao do ensaio da capacidade antioxidante pelo sistema de inibicao do

radical livre DPPH.
A percentagem de inibicao (IP%) do radical DPPH foi calculada pela seguinte equagao:

Ac—AA 30

IP(%) = ( Ac

)x100

Em que:
IP (%) — percentagem de inibi¢ao do radical DPPH;
Ac — absorvancia do controlo;

AA 30 — absorvancia da amostra aos 30 minutos.

A percentagem de inibicao expressa a quantidade de radicais DPPH que foram captados pelos
compostos antioxidantes do chocolate e da pasta de cacau. Depois de calculada a IP foi avaliada
a atividade antioxidante através do equivalente Trolox. O Trolox é um antioxidante sintético
hidrossoluvel, semelhante a vitamina E, usado para fazer comparagdes entre a capacidade
antioxidante de uma dada substiancia com a do Trolox. Esta comparagao é denominada por
equivalente Trolox e é apresentada em pg ET/ml (Kuskoskl et al. 2006). Para esta comparagao
foi preparada uma curva de calibragao, IP % vs concentragao mg/ml, a partir de uma solugao
padrao de Trolox. Assim a partir da curva obtida determinou-se a equacgao linear para calcular
o ECs, (mg/ml) que consiste na concentragao necessaria de amostra para captar 50% da
quantidade de radicais livres DPPH presentes na solugao. Os resultados da atividade captadora

de radicais DPPH sao expressos pelo ECs, (mg/ml).
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3.3.6 Determinaciao da capacidade antioxidante

pelo Teste do Branqueamento do B-Caroteno

Este ensaio, assim como o anterior € um método colorimétrico que permite avaliar a
capacidade antioxidante. A metodologia utilizada para este trabalho foi adaptada do método
descrito por Miller (1971). O procedimento utilizado detém uma mudanga no periodo de
tempo a que as amostras ficam sujeitas a temperatura de 50°C, passando de 3 horas para 2.
Comegou-se por preparar a solugao de B-caroteno, diluiu-se entdo 2 mg de B-caroteno em
|0 ml de cloroféormio. Num balao de evaporagao, fez-se uma emulsio de 40 mg de acido
linoleico, 400 mg de Tween®40 e 2 ml da solucio de B-caroteno previamente preparada em
cloroférmio. A solugao colocou-se a evaporar num evaporador rotativo (Biichi RE |11) a
40°C. Para completar a emulsio adicionou-se 100 ml de agua ultrapura oxigenada (que
incorporou oxigénio através de agitagao em placa de agitacao magnética) e agitou-se a solugao

vigorosamente de modo a formar uma emulsao estavel.

Fez-se reagir em tubos de ensaio 0,2 ml dos extratos com uma concentragao de 5 mg/ml
(chocolate com 70% de cacau, chocolate com 85% de cacau e pasta de cacau) com 5 ml da
emulsao de B-caroteno. Os tubos de ensaio foram colocados num bloco de aquecimento
(Stuart SBH200D/3) a 50°C durante 2 horas (Fig. 17). Para os ensaios de controlo utilizou-se
0,2 ml do mesmo solvente utilizado na preparagao dos extratos, etanol. Havia dois grupos de
controlo, ao primeiro grupo a absorvancia foi medida num espectrofotometro (Hitachi U-
3900) 2 470 nm ao tempo 0 minutos (t=0), ao segundo grupo assim como aos extratos também
foi lida a absorvancia a um comprimento de onda de 470 nm mas decorridas as duas horas da

reagao (t=120). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

Figura 17 - Realizagao do ensaio do branqueamento do B-caroteno.
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O Coeficiente da Atividade Antioxidante (AAC) calculou-se pela seguinte equagao:

AA 120 — Ac 120
Ac0—Ac120

AAC = ( )xlOOO

Em que:
AA 120 — absorvancia da amostra aos 120 minutos
Ac 120 — absorvancia dos ensaios de controlo aos 120 minutos de reagao

Ac 0 — absorvancia dos ensaios de controlo no tempo inicial

3.3.7 Determinacao da acao anti-inflamatoria dos
extratos no modelo da colite ulcerativa — ensaio in
vivo
Para este ensaio seguiu-se a metodologia proposta por Impellizzeri et al., 2015 e Direito et al.
2017. Os animais foram identificados, pesados e divididos aleatoriamente em 5 grupos, como

descrito na tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagao dos varios grupos em estudo.

Grupo N° animais Administragao Tratamento oral
(n) intracolonica
Sham (controlo 6 Soro fisiologico Soro fisiologico
negativo)

Etanol 6 EtOH 50 % Soro fisiologico
TNBS + etanol 10 TNBS + EtOH 50% Soro fisiologico
TNBS + chocolate 8 TNBS + EtOH 50% Extrato de chocolate
70% 70%

TNBS + pasta de 8 TNBS + EtOH 50% Extrato de pasta de

cacau

cacau
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Existem varios métodos para avaliar de que modo um composto, extrato ou um alimento tém
propriedades anti-inflamatorias. No geral sao usados modelos animais quer para estudar a

inflamagao aguda como a inflamagao crénica.

A colite ulcerativa foi induzida em ratinhos CD | adultos (25g-40g) por instilagao intracolonica
de uma dose baixa de TNBS, tendo sido demonstrado em estudos anteriores que esta dose
permite obter resultados reprodutiveis sem mortalidade associada. O TNBS induz
quimicamente a colite em ratinhos provocando inflamagao aguda e ulceras. O TNBS liga-se a
proteinas endogenas na mucosa do colon e induz uma resposta imunoldgica local através da
ativacio de macréfagos e células T. E induzida uma inflamacio aguda que rapidamente passa a
crénica com aparecimento de lesdes ulcerativas mais ou menos graves no colon e
desenvolvimento de diarreias profusas em que as fezes, muitas vezes, surgem contaminadas
com sangue. O TNBS é diluido em etanol (EtOH), de modo a facilitar a passagem através da
barreira mucosa (Morris et al., 1989; Ishiguro et al., 2010; Mandalari et al. 201 |; Mateus et al.,

2013).

O modelo da colite ulcerativa é de cinco dias. No primeiro dia os ratinhos comegaram por
ser anestesiados por via intra-peritoneal com uma solugao de cetamina 100 mg/kg e xilazina
100 mg/kg. Sendo depois administrado TNBS (100ul de 50% de etanol) por via intracolénica
numa Unica dose, através da inser¢ao de um cateter 4,5 cm a partir do anus. De modo a evitar

o refluxo, os animais foram mantidos em posicao de Trendelenburg durante |5 minutos.

Neste primeiro dia, assim como nos trés seguintes (4 dias no total) os animais receberam uma
dose de 0,5 ml dos extratos de chocolate com 70% cacau e pasta de cacau (15 mg de
compostos fendlicos por kg de animal) por via oral (gavagem). Aos grupos Sham, Etanol

TNBS+ etanol foi administrado oralmente 0,5 ml de soro fisiologico.

No quinto dia, os animais foram anestesiados, submetidos a pun¢ao cardiaca de modo a
retirar-se sangue (no soro serao determinados alguns marcadores de inflamagao como TNFa
e ILI, que, infelizmente nao constam como resultados nesta dissertagio por nao estarem
disponiveis em tempo Uutil) e sacrificados por deslocamento cervical. O abdémen foi aberto
por uma incisao na linha média. O célon foi removido, isolado dos tecidos adjacentes, aberto
ao longo da borda antimesentérica, lavado e observado por microscépio cirurgico de bancada
(Zeiss OPMI) para avaliagao das lesoes. A consisténcia das fezes foi também avaliada, segundo

os critérios da tabela 7 (4.5). O intestino foi medido e as les6es apresentadas foram observadas
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e fotografadas e posteriormente processadas e submetidas a analise histologica que também

nao constara desta dissertagao por impossibilidade temporal.

3.3.8 Analise estatistica dos resultados

Para o tratamento estatistico dos dados dos ensaios in-vitro recorreu-se ao software Microsoft

Office Excel 2013 (Microsoft Corporation, Washington).

Para o ensaio in vivo, modelo de colite ulcerativa, todos os resultados foram expressos como
média * erro padrao de n observagoes, em que o n representa o nimero de animais
estudados. Os resultados foram comparados através de uma analise de variancia ANOVA de
uma via, seguida de um pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagoes usando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4. Resultados e discussao

Na presente dissertagao tal como referido anteriormente foram quantificados o teor em
compostos fendlicos totais e flavonodides e avaliada a capacidade antioxidante dos extratos de
chocolate de 70, 85% de cacau e pasta de cacau utilizando duas metodologias diferentes e
complementares (DPPH" e B-caroteno). Foi também feita uma avaliagio da atividade anti-

inflamatéria do chocolate com 70% de cacau e da pasta de cacau.

Inicialmente as seguintes leituras (4.1- 4.4) foram feitas ap6s 3 desengorduramentos das
amostras contudo, foi feita uma alteragao para 5 ciclos de remogao de lipidos uma vez que
apos 3 observavam-se bolhas de gordura nos extratos que prejudicavam e impediam uma

correta leitura dos métodos.

4.1 Determinacao dos compostos fenolicos totais

Tal como anteriormente referido (3.3.5) o teor de compostos fendlicos totais foi determinado
através do método Folin-Ciocalteu. Os resultados (tabela 3) sio apresentados por mg de
equivalentes de acido gilico (GAE) por g de extrato e de amostra de modo a se poderem

fazer comparagoes com a literatura.

Os resultados dos compostos fendlicos variaram entre 3,26 + 0,24 e 3,67 + 0,58 mg de
equivalentes de acido gilico por g de extrato para os chocolates com 70 e 85% de cacau,
apresentando assim valores proximos, e a pasta de cacau registou | 1,32 * 0,77, obtendo um
valor consideravelmente mais alto. O mesmo se observa quando os resultados sao expressos
por g de amostra. Os chocolates tém valores de 49,58 + 1,85 e 51,08 + 1,20, respetivamente

e a pasta de cacau destaca-se com um valor de 83,11 + |,42.

Tabela 3 - Resultados do teor em compostos fendlicos totais.

Amostra Compostos fendlicos totais  Compostos fendlicos totais
(mg GAE/g extrato) (mg GAE/g amostra)
Chocolate 70% cacau 3,26 + 0,24 49,58 * 1,85
Chocolate 85% cacau 3,67 + 0,58 51,08 + 1,20
Pasta de cacau 11,32 £ 0,77 83,11 = 1,42
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Lalici¢-Petronijevic et al. (2016) avaliaram o teor em compostos fenolicos totais, obtendo os
seguintes resultados, expressos por mg GAE/g extrato: chocolate de leite com 27% de cacau
|.6 £ 0,4; chocolate meio amargo com 44% cacau 6,4 + 1,0 e chocolate preto com 75% cacau
8,4 + 0,5. Embora os resultados apresentados no estudo sejam superiores aos obtidos, estes
aparentam coincidir com a ideia de que o teor de compostos fendlicos e a % de soélidos de
cacau nos chocolates aumenta de forma proporcional. Giacometti et al. (2016) contudo
obtiveram um valor mais baixo para um extrato de cacau, 3,08 + 0,18. Tabernero et al. (2006)
determinaram o teor de compostos fendlicos de chocolate de leite (34% cacau), chocolate
preto (52% cacau) e pasta de cacau. Os valores obtidos, expressos por mg de equivalentes de

GAE por grama de amostra, foram 13,10 + 0,48; 18,16 £ 0,17 e 77,59 £ 1,82, respetivamente.

Apesar dos resultados obtidos na pasta de cacau serem mais altos do que os reportados pelo
estudo, o facto dos valores obtidos nos chocolates de 70 e 85% de cacau serem superiores
aos registados no estudo dos chocolates de leite 34% e preto 52% de cacau vai de encontro
a evidéncia de que o aumento da percentagem de sélidos de cacau nos chocolates é
responsavel pelo aumento do teor em compostos fenodlicos. As desigualdades existentes
podem dever-se as diferentes percentagens de cacau nos chocolates, ao processamento dos

mesmos, assim como aos métodos de extragao e as modificagoes na metodologia utilizada.

4.2 Determinacao dos flavonédides totais

Na tabela 4 estio os resultados obtidos que sao apresentados por mg de equivalentes de

epicatequina (ECE) por g de extrato.

Através da analise dos resultados é possivel verificar, mais uma vez, uma variagao entre os
chocolates e a pasta de cacau. Os chocolates de 70 e 85% de cacau apresentaram valores
proximos, 2,17 + 0,25 e 2,67 *+ 0,20. Na pasta de cacau voltou-se a registar valores mais
elevados, 7,35 * 0,54. Mantém-se assim a ordem dos valores, embora os valores esperados

fossem mais altos do que os efetivamente obtidos.
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Tabela 4 - Resultados dos flavonoides totais.

Amostra Flavonoides totais

(mg ECE/g extrato)

Chocolate 70% cacau 2,17 £ 0,25
Chocolate 85% cacau 2,67 £ 0,20
Pasta de cacau 7,35 + 0,54

Giacometti et al. (2016) avaliaram um extrato de cacau obtendo um valor de 23,85 * 2,03,
valor consideravelmente mais elevado do que o registado. Lalici¢-Petronijevi¢ et al. (2016)
estudaram o contetdo de flavonodides em trés tipos de chocolate, de leite (27% de cacau),
meio amargo (44%) e preto (75%), obtendo como resultados: 0,3 £ 0,1;2,3 £ 0,2 e 3,1 £ 0,2
respetivamente. Comparando com o chocolate de 70% o valor do estudo é consideravelmente
superior, podendo dever-se a utilizagao de diferentes solventes para a extragao e modificagoes
na metodologia. Contudo mais uma vez foi possivel verificar uma concordancia entre o
aumento da percentagem de cacau e dos fitoquimicos, neste caso os flavonodides, nos
chocolates e na pasta. Sarria et al. (2015) também avaliaram o teor de flavondides num produto
rico em cacau e registaram um valor de 3,02 +0,35, valor mais baixo do que o obtido no nosso
trabalho. As diferengas do contetdo de flavonoides podem depender, como referiram Latham
et al. (2014), do tipo de cultura, das praticas de manuseamento apos a colheita dos frutos de
cacau e das técnicas de processamento do chocolate. Como resultado, dois chocolates com
70% de cacau produzidos por duas empresas distintas podem conter uma composi¢ao de

flavanoides completamente diferente.

4.3 Determinacao da capacidade antioxidante
pelo Sistema de inibicao do radical livre DPPH

Os resultados obtidos da determinagao da capacidade de sequestro do radical DPPH sao
apresentados na tabela 5. Os valores sao apresentados em percentagem de inibigao (IP %) e
ECs, concentragao que inibe 50% da concentragao inicial do radical DPPH, de modo a facilitar

comparagoes com a literatura.

Através da anilise dos resultados percebe-se que os chocolates tém valores relativamente

semelhantes com IP de 21,28 + 1,06 para 70% de cacau e 28,76 * [,09 para o chocolate de
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85% de cacau. Na pasta de cacau observou-se 56,81 * 0,91, sendo este resultado, tal como

expectavel, o mais elevado.

Tabela 5 - Resultados da determinagao da capacidade antioxidante pelo radical DPPH.

Amostra IP (%) ECs,
(mg/ml)
Chocolate 70% cacau 21,28 £ 1,06 -
Chocolate 85% cacau 28,76 £ 1,09 -
Pasta de cacau 56,81 + 0,91 3,50 £ 0,39

- nao foi determinado

Ali et al. (2015) estudaram a atividade antioxidante em pasta de cacau obtendo um valor de
IP% de 48,2 + 5,10; embora nao consideravelmente mas mais baixo do que o obtido no
presente estudo. A atividade antioxidante também é demonstrada pelo ECs,. Apenas foi
medido o ECs, para a pasta de cacau, uma vez que foi o extrato com melhores resultados a
nivel de equivalentes de trolox. Tabernero et al. (2006) avaliaram a capacidade antioxidante
de diversos tipos de chocolate e de pasta de cacau. No chocolate de leite (34% cacau)
registaram um ECsode 17,31 £ 1,06; no chocolate preto (52% cacau) 7,04 + 0,29 e na pasta
de cacau 1,68 + 0,02. O valor de EC;, obtido para a pasta de cacau é mais baixo, e por isso
melhor relativamente a 3,50 + 0,39, obtido no presente estudo. Medeiros et al. (2015)
realizaram um estudo em que também avaliaram o EC;, de varios tipos de chocolate, incluindo
chocolate preto (67% cacau) obtendo um valor de 10,43 + [,39. Na investigagao em questao
nao foi estudada pasta de cacau, contudo foram estudados chocolates de leite e meio amargo
(43% cacau), cujos valores obtidos foram 49,18 + 2,47 e 32,60 * 2,07, respetivamente, sendo
possivel deduzir que com o aumento da percentagem de cacau no alimento o ECs, vai
diminuindo, o que vai de encontro ao valor de 3,50 + 0,39 obtido em pasta de cacau na
presente dissertagao. O que comprova que € a pasta de cacau que possui melhor capacidade
antioxidante, seguida pelo chocolate com 85% de cacau e por fim o chocolate com 70% de

cacau.

BHT e TBHQ, dois antioxidantes sintéticos, também foram estudados para servirem de
referéncia e para comparagoes. Os valores de IP registados foram de 91,23 * |,68 para o BHT
e de 95,09 + 1,24 para o TBHQ. Tal como esperado, devido a sua natureza ambos os
compostos apresentam uma capacidade antioxidante mais elevada que os extratos de

chocolate e pasta de cacau.
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4.4 Determinacao da capacidade antioxidante
pelo Teste do Branqueamento do B-Caroteno

Para a determinagao da capacidade antioxidante pelo método do branqueamento do B-
caroteno, os extratos nao sofreram qualquer diluicao, sendo as leituras feitas com uma
concentragao de 5 mg/ml. Os resultados podem ser observados na tabela 6, sendo expressos

pelo coeficiente da atividade antioxidante (AAC).

Nos chocolates com 70 e 85% de cacau foram registados valores de AAC préximos, 430 +
14,0 e 464 £ 13,8, respetivamente. A pasta de cacau distanciou-se ao expressar um valor de
688 * 17,5. Estes resultados foram de encontro ao esperado, com a pasta de cacau a revelar
valores claramente superiores aos dos chocolates o que pode, talvez ser explicado pela maior
capacidade antioxidante da pasta de cacau, por um lado e por outro sugerir que o chocolate

deve as suas propriedades antioxidantes a quantidade de cacau que contém.

Tabela 6 - Valores obtidos da inibigao branqueamento do -caroteno.

Amostra AAC
Chocolate 70% cacau 430 + 14,0
Chocolate 85% cacau 464 + 13,8

Pasta de cacau 688 + 17,5

Ali et al. (2015) avaliaram a capacidade antioxidante da pasta de cacau obtendo um valor de
582 * 19,8, sendo o valor obtido na presente dissertagao mais alto do que o apresentado no
estudo referido. A diferenga, embora nao seja consideravel pode ser causada por diferengas
nas extragoes realizadas e na metodologia adoptada, assim como nos produtos em si. Os
chocolates resultam de um longo e complexo processamento, sendo que também a cultura
dos cacaueiros, a colheita dos frutos (altura do ano, estado do amadurecimento) e as praticas
de manuseamento dos mesmos representam muitas variaveis que mais tarde se traduzem em

diferentes produtos com distintas caracteristicas sensoriais € composi¢ao quimica.

Foram ainda utilizados e feitas as leituras de dois antioxidantes sintéticos, BHT e TBHQ, para
servirem de referéncia. Os valores obtidos foram respetivamente 1072 + 5,1 e 1081 + 4,3.
Verificando-se que ambos os compostos apresentam uma capacidade antioxidante bastante

elevada, em comparagao com os extratos de chocolate e pasta de cacau.

62



4. 5 Determinacao da acao anti-inflamatoéria dos
extratos no modelo da colite ulcerativa

Neste estudo a agao anti-inflamatoria foi avaliada nos extratos de chocolate 70% e de pasta
de cacau utilizando o modelo da colite ulcerativa (3.3.7) em que se fez a indugao da doenga,
sendo depois observadas as alteragoes morfologicas e funcionais provocadas pela mesma com

um microscoépio cirurgico.

Em seguida apresentam-se fotografias dos intestinos correspondentes aos varios grupos em

estudo (Fig. 18).

Figura 18 - Observagoes a microscopio cirurgico do colon aberto transversalmente. A -
Grupo Sham; B - Grupo Etanol; C - Grupo TNBS + etanol; D - Grupo TNBS + Chocolate
70%; E - Grupo TNBS + Pasta de cacau
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Tal como é possivel observar-se pela figura 18 A nao existem alteragoes histoldgicas no grupo
Sham que é o controlo negativo da colite ulcerativa. Os intestinos apresentam, como
esperado, uma coloragao rosada quase translicida. Representado em B estd o grupo etanol,
em que se pode observar um pequeno derrame, contudo apresenta uma cor rosada, normal,
idéntica a do grupo Sham. Estas evidéncias comprovam que é o TNBS o responsavel pelas
lesoes ulcerativas. O grupo C, administracio de TNBS e etanol 50%, apresenta flacidez,
inflamagao, necrose e lesoes ulcerativas dos tecidos do cédlon dos animais. Os grupos D e E,
TNBS + Chocolate 70% e TNBS + Pasta de cacau, apresentam uma menor extensao de lesoes
e com menor gravidade em relagao as alteragoes morfologicas provocadas pelo TNBS +
etanol. Observa-se nos dois grupos manifestas e consideraveis melhorias relativas a lesoes e

Ulceras.

No grafico abaixo encontra-se representado o tamanho dos intestinos dos varios grupos.
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Figura 19 - Efeito das diferentes administragcoes no tamanho dos intestinos dos ratinhos, em
particular dos grupos TNBS + etanol, TNBS + Chocolate 70% e TNBS + Pasta de cacau (*
P<0,01 vs Sham, # P<0,001 vs TNBS)

Na fig. 19 pode observar-se os diferentes tamanhos de intestino correspondentes a cada grupo
em estudo, sendo detetadas diferencas significativas (p <0,05) entre alguns grupos. E possivel
perceber que o grupo Sham e o grupo etanol nao apresentam diferengas significativas no
tamanho do intestino com valores de 14,5 + 0,1 e 14,2 £ 0,2, respetivamente, o que era
expectavel pois nao sao grupos que apresentem lesoes. O grupo TNBS + etanol, tal como
esperado, é claramente o mais afetado observando-se uma redugao do comprimento do
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intestino, comprovado com o valor de | 1,7 £ 0,2, sendo este valor significativamente diferente
do valor do grupo Sham. Este resultado explica-se pelo facto das lesoes fazerem com que o
intestino perca a sua elasticidade e diminua de tamanho. Os animais do grupo TNBS +
chocolate 70% nao apresentam um comprimento de intestino significativamente diferente do
controlo negativo (15,0 + 0,5) mas sao estatisticamente diferentes dos animais do grupo TNBS
+ etanol. Por fim o grupo de TNBS + pasta de cacau apresenta valores de comprimento de
intestino de 15,5 * 0,4, valores também significativamente diferentes do valor do grupo TNBS

+ etanol e iguais ao grupo Sham.

Estes resultados sugerem que tanto o chocolate a 70% como a pasta de cacau suavizaram a

lesao provocada pelo TNBS, nao conseguindo, no entanto, evita-la por completo.

Outra alteragao morfoldgica considerada e estudada foi o tamanho das lesoes apresentadas

pelos diferentes grupos, cujos resultados estao no grafico da Fig. 20.
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Sham EtOH TNBS Chocolate 70% Pasta de Cacau

Figura 20 - Efeito das diversas administragoes no tamanho das lesGes no intestino,
nomeadamente nos grupos TNBS + etanol, TNBS + Chocolate 70% e TNBS + Pasta de
cacau (* P<0,001 vs Sham, ® P<0,01 vs TNBS, 6 P<0,001 vs TNBS)

Neste parametro, e tal como anteriormente referido, os grupos Sham e Etanol nao
apresentaram alteragoes morfoldgicas. Por outro lado o grupo TNBS apresenta notaveis
alteragoes como expectavel, com um tamanho de lesao de 3,7 + 0,2 cm. Os grupos de
chocolate e pasta de cacau também sofreram lesoes, porém de menores dimensoes, 1,3 + 0,3
e |,5 £ 0,3, respetivamente, o que demonstra que os extratos em estudo sao responsaveis

por melhorias nas lesées/danos provocados pelo TNBS.
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Foram também observadas as fezes dos animais sobretudo no que concerne a sua consisténcia.
Para isso, e de modo a poder usar valores num grafico que permitam comparagoes, foi usada
uma escala previamente elaborada no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Farmacia

de Lisboa que se apresenta na tabela 7.

Tabela 7 - Classificacao da severidade da diarreia.

Score Consisténcia das fezes

0 Normal (pellets duros)
| Ligeiramente mucosa
2 Mole

3 Aquosa

Usando a classificagao apresentada foi elaborado o grafico seguinte (Fig. 21) em que estao

representadas as consisténcias das fezes dos animais dos varios grupos.
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Figura 21| - Efeito das diferentes administragoes na consisténcia das fezes, particularmente
nos grupos TNBS + etanol, TNBS + Chocolate 70% e TNBS + Pasta de cacau (* P<0,001 vs
Sham, ® P<0,01 vs TNBS, # P<0,001 vs TNBS)
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Como é possivel observar, aos grupos Sham e Etanol foi atribuida a classificagao 0 que se
caracteriza por uma consisténcia normal. No extremo oposto, no grupo TNBS + EtOH
registou-se uma consisténcia aquosa, 3; valores significativamente diferentes (p <0,05). O
chocolate e a pasta de cacau também revelaram diferengas estatisticas significativas quando
comparadas com o grupo TNBS. No grupo chocolate 70%, assim como no da pasta de cacau
observaram-se fezes as quais foram atribuidos os scores [,3 + 0,25 e 1,2 + 0,3, respetivamente,
cujas consisténcias estavam entre o normal e o ligeiramente mucoso. Por observacao das
fezes, meramente visual pode-se acrescentar que as fezes do grupo da pasta de cacau eram as
mais parecidas com o grupo controlo negativo, com um aspeto mais normal em forma de

pellets mais duros.

Ambos os extratos parecem ter efeitos anti-inflamatorios. Contudo, a capacidade anti-
inflamatoria da pasta de cacau parece ser ainda mais eficiente no combate a inflamagao neste
modelo animal que a do chocolate com 70% sélidos de cacau. Tal como anteriormente
apontado, estes resultados, que aparentam confirmar a atividade anti-inflamatoéria da pasta de
cacau e do chocolate preto, parecem poder ser justificados pela composicao quimica dos
extratos (l.3.1) especialmente pela sua riqueza em compostos fendlicos e pelas suas
anteriormente apontadas (1.4) e depois confirmadas, propriedades antioxidantes (4.1 - 4.4).
Um dos mecanismos que pode inibir ou suavizar os processos inflamatorios € a capacidade
antioxidante. No entanto, ha muitos mecanismos que poderao estar envolvidos e mais estudos
deverao ser desenvolvidos para poder confirmar com certeza se o efeito anti-inflamatorio

observado se deve ou nao as propriedades antioxidantes das amostras.

Andujar et al. (2011) estudaram um extrato de cacau enriquecido com polifendis com
epicatequina, procianidina B2, catequina e procianidina Bl considerando-os como sendo os
principais fendlicos responsaveis pelas suas propriedades anti-inflamatdrias contra a colite
ulcerativa. Doenga que no estudo foi induzida por sulfato de sédio dextrano (DSS) em
ratinhos. Contudo, os animais utilizados foram fémeas Balb/C com pesos entre as 18 - 20g, e
o estudo prolongou-se ao longo de 8 dias. Estipularam trés grupos: controlo negativo, DSS,
DSS + cacau. No grupo do controlo negativo registaram 94,17 * 3,27 mm no comprimento
do intestino. Observaram que uma diminuigao do intestino tinha sido evitada pelo extrato de
cacau (59,17 £ 2,39 mm) em comparagao com o grupo que tinha apenas sido induzido com
DSS (49,17 + 1,54 mm) (p <0,05). Avaliaram também a consisténcia das fezes, que
consideraram: 0 - normal, 2 - mole, 4 - diarreia. Nos animais tratados com o extrato registaram

uma consisténcia das fezes normal (0,8 * 0,2) contrapondo com uma consisténcia entre mola
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a diarreica (2,6 * 0,2) do grupo DSS. Observaram também significantes redugoes tanto na

gravidade como na extensao da inflamagao.

Pérez-Berezo et al. (2012) estudaram o efeito de uma dieta enriquecida com cacau na colite
ulcerativa, induzida, também com DSS. Os ratinhos eram fémeas Wistar de cinco semanas. O
estudo demorou |5 dias. Os grupos dividiam-se no controlo negativo, com uma dieta padrao;
DSS + dieta padrao, DSS + cacau. Os animais do Gltimo grupo contudo ja estavam a ser
alimentados com o extrato enriquecido com cacau a 2| dias antes da administragcao do DSS.
Observaram diferengas significativas (p <0,05) no comprimento do intestino entre os grupos.
No grupo do controlo negativo registaram 7,8 + 0,4 cm. Observaram que o intestino dos
animais do grupo DSS + cacau tinha melhores resultados do que o grupo DSS com 5,4 + 0,6

e 13+1,0 cm respetivamente.

Embora em ambos os estudos anteriormente referidos o modelo de colite ulcerativa nao seja
o mesmo que o utilizado na presente dissertagao, assim como o tipo de animais e a duragao
do tratamento, o que explica a variagao dos comprimentos de intestinos, no geral as
observagoes sao muito semelhantes: o grupo do controlo negativo revela o esperado,
nenhuma alteragao histologica ou funcional; os piores resultados ocorrem nos grupos em que
se induziu a doenca, registou-se diarreia e comprimentos de intestinos consideravelmente
reduzidos e por fim, observa-se, em todos os estudos, uma melhoria nas alteragoes
morfologicas e funcionais resultantes da administragao dos extratos de cacau e chocolate. Mais
uma diferenca é que os estudos anteriormente referidos s6 consideram o cacau como objeto
de estudo, nao tendo encontrado nenhum que analisasse o chocolate preto,

independentemente da sua percentagem de solidos de cacau.

Os nossos resultados parecem importantes na demonstragao dos efeitos benéficos para a
salde do cacau e do chocolate mas, como ja referido anteriormente, mais estudos precisam
de ser feitos para entender os compostos responsaveis, os mecanismos envolvidos e até as

doses minimas com efeito.

Um tépico algo discutido entre diversos estudos € a quantidade recomendada de chocolate
preto que deve ser consumida de modo a obter tais beneficios. Para alguns estudos é de até
30 g por dia, outros recomendam um consumo maximo de 50 g por semana, e muitos outros
nao conseguiram ainda chegar a uma quantidade, dizendo que sao necessarios mais estudos
em relacdo a dose-resposta. Através dos resultados obtidos na presente dissertagao em

relagao ao estudo da atividade anti-inflamatoria e dos valores e efeitos registados, um consumo
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de 10 g por dia de chocolate de 70% de cacau idealmente surtira efeitos semelhantes num
humano aos que foram verificados nos animais. Embora tal avaliagao nao tenha sido feita, para
o chocolate com 85% de cacau pode-se especular que uma quantidade recomendada
ligeiramente inferior originara tais efeitos uma vez que este registou valores mais altos de

polifendis em comparagao ao chocolate de 70%.
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5. Conclusao

O chocolate é um alimento ha muito consumido e apreciado pelo Homem, embora sempre
com a ideia presente de que é um produto extremamente calorico, com elevados teores de
gordura e agUcar. Tal nogao nao é errada, deve-se no entanto ter em aten¢ao que nem todos
os chocolates sao iguais e que ha efetivamente opgoes mais saudaveis que outras, como é o
caso do chocolate preto, e por isso objeto de estudo da presente dissertacao. Tal como
muitos estudos tém vindo a apontar este alimento tem vindo a receber mais interesse e
atencao desde que se comegou a associar-lhe propriedades benéficas para salde, sendo
algumas delas o facto de prevenir doengas cardiovasculares, controlar o colesterol e combater
o envelhecimento. Assim como o facto de possuir caracteristicas antioxidantes e anti-

inflamatorias.

Os resultados do nosso estudo com a pasta de cacau e com chocolate com 85 e 70% de cacau

permitem-nos concluir que:

A pasta de cacau foi das 3 amostras a que continha maiores teores de compostos fendlicos e
flavonoides e também a que demonstrou melhor capacidade antioxidante (nos dois métodos

usados).

Os melhores resultados, tanto a nivel da atividade antioxidante como dos teores de

compostos fendlicos e flavonodides, foram obtidos com o chocolate com 85% de cacau.

O chocolate com 70% de cacau foi o que continha menores quantidades de compostos

fendlicos e também menor atividade antioxidante.

Os resultados obtidos sugerem ser os compostos fenodlicos e os flavondides os responsaveis

pela capacidade antioxidante.

Tanto o extrato de pasta de cacau como o de chocolate reduziram os danos e suavizaram as
lesoes no modelo de colite em murganhos o que indica a sua atividade anti-inflamatéria e nos
sugerem a possibilidade desta atividade ser da responsabilidade dos compostos fendlicos
presentes e poder ser explicada pela capacidade antioxidante demonstrada pelos extratos em

estudo.

No entanto mais estudos deverao ser realizados futuramente para esclarecer se a atividade

anti-inflamtoria se deve a capacidade antioxidante e/ou a outro mecanismo.
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Estes resultados podem ser importantes porque se considera as doengas inflamatorias do
intestino, como a colite ulcerativa, uma das causas do aparecimento do cancro do coélon,
podendo o cacau e o chocolate, ao serem incluidos na dieta, tornarem-se muito importantes

na prevengao do aparecimento e/ou desenvolvimento destas doengas.

O chocolate deixa assim de ser apenas associado a um alimento saboroso e calorico para ser
considerado um alimento funcional ganhando um novo estatuto. Contudo a sua composigao
nutricional nao mudou e os cuidados com o seu consumo devem manter-se, uma vez que nao
sao sO beneficios. Assim, a chave do consumo do chocolate é a moderagao, devendo ser
incluido numa dieta equilibrada. Em suma, todos estes dados refor¢gam e suportam o valor que
o proprio Linnaeus depositou no chocolate, generosamente chamando-lhe, Theobroma Cacao,

a planta dos deuses.
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6. Perspetivas futuras

A medida que este estudo ia sendo desenvolvido iam surgindo questdes e ideias que poderiam

vir a ser executadas de modo a enriquecé-lo e a esclarecer duvidas que surgiram.

Para comecar e uma vez que nesta dissertacao nao foi possivell, devido a inexisténcia de
estudos, seria interessante o desenvolvimento de investigagcoes sobre chocolate preto com

diferentes percentagens de cacau de modo a permitir futuras comparagoes.

Seria fundamental determinar com exatidao, através de HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia), o perfil fendlico e flavonoide do chocolate e da pasta de cacau de modo a se

estabelecer associagoes entre as atividades estudadas e os fitoquimicos responsaveis por elas.

Comprovando-se, como muitos estudos apontam, uma elevada quantidade de flavondides nos
alimentos poderia também ser interessante realizar um modelo de colite ulcerativa mas

baseado no teor de flavondides.

Uma questao que se levantou com o ensaio in vivo e que pode levar a novos estudos foi acerca
da quantidade de fendlicos administrados aos animais. Na presente dissertacio observou-se
que ao administrar |5 mg/kg de ratinho se observa melhoras, o que leva a questao de qual

sera a menor dose a surtir efeito.

Outra questao prende-se com a dose recomendada do chocolate, tal como muitos autores
defendem, mais estudos devem ser feitos de modo a perceber claramente qual a dose-resposta
do alimento no organismo humano tendo em conta as devidas extrapolagoes animal-Homem,
assim como a biodisponibilidade do alimento e qual a percentagem dos fitoquimicos, vitaminas

e minerais que o organismo consegue efetivamente metabolizar e aproveitar.

Por fim, e numa vertente mais direcionada para a industria alimentar seria interessante pensar
na aplicagao da pasta de cacau num suplemento alimentar, devidamente controlado, sujeito a

ensaios clinicos regulares e de acordo com a legislagao existente e com tudo o que esta exige.
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