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Resumo

A sustentabilidade ambiental tornou-se uma questao crucial devido a poluicao e as alteracoes
climaticas que afetam a agricultura, enfrentando esta o problema da escassez de dgua e dos
solos salinizados. As plantas haldfitas, como o Mesembryanthemum nodiflorum, surgem como
uma potencial solucao, por sobreviverem em condicoes extremas de escassez de dgua e
salinidade do solo, produzindo metabolitos secundarios protetores como polifendis, os quais tém
atividades benéficas para a satide. Este trabalho teve como objetivo principal a valorizacao da
haléfita M. nodiflorum para aplicacao nutracéutica, explorando os efeitos da digestao
gastrointestinal in vitro e da permeabilidade intestinal na bioacessibilidade e bioatividade dos
polifendis dos extratos preparados por extracao assistida por ultrassons empregando solventes
verdes (agua e etanol). Para tal, foram avaliadas o teor de polifendis e flavonoides totais (TPT e
TFT, respetivamente), as atividades antioxidante/antiradicalar, a capacidade de eliminacao de
espécies reativas de oxigénio, a citotoxicidade intestinal, as propriedades neuroprotetoras, e o
impacto dos extratos e dos seus digestos na atividade de enzimas antioxidantes e peroxidacao
lipidica (LPO). Os compostos bioativos que permearam o modelo intestinal de co-cultura
composto por Caco-2 e HT29-MTX foramidentificados e quantificados por cromatografialiquida
com espectrometria de massa. O etanol, de uma forma geral, foi o solvente que apresentou
melhores resultados (TPT: 13,49 mg equivalentes de &cido gélhico (EAG)/g de extrato seco (ES);
TFT:12,48 mg equivalentes de catequina (EC)/g ES; capacidade antioxidante por reducao do ido
férrico (FRAP): 30,98 mg equivalentes de sulfato ferroso (ESF)/g ES; superdxido (02*): metade
da concentracdo maxima inibitdria (ICs0)=32,12 pg/mL; radical peroxilo (RO0*): 230,58 g
equivalentes de Trolox (ET)/mg ES; enzima acetilcolinesterase (AChE): 31,17%; catalase (CAT):
44715 nmol/min/g ES). A digestao in vitro conduziu a um aumento do TPT (21,25 mg EAG /g
ES), da capacidade antioxidante (33,84 mg ESF/qg ES) e antiradicalar (23,72 mg equivalentes de
acido ascdrhico (EAA)/g ES) pela sequinte ordem: oral < gdstrica < intestinal. As taxas de
recuperacao de polifendis apds a digestao intestinal foram superiores a 150% e taxas de
recuperacao dos flavonoides acimas dos 50%, indicando que os compostos fendlicos e
flavonoides se tornaram mais bioacessiveis apds a acao das enzimas e das alteracoes de pH na
digestao in vitro. O extrato alcodlico demostrou propriedades neuroprotectoras (37,7%), e todos
os extratos demonstraram efeitos na modulacdo positiva das atividades das enzimas
antioxidantes catalase, glutationa peroxidase e superdxido dismutase apds digestao in vitro. Os

ensaios de viabilidade celular mostraram que os extratos nao tiveram efeitos adversos nas linhas



celulares intestinais Caco-2 e HT29-MTX até a concentracao de 500 ug/mL. A analise
preliminar da fase intestinal do extrato AQ permitiu identificar 10 compostos (triptofano,
cinamamida, treonil-treonina, Lys-Asp-Tyr, dihidroactinidiolida, loliolida, alcool coniferilico,
rosmanol e o dcido 5,5'-dihidroferdlico). Destes compostos somente o triptofano, o rosmanol, o
acido 5-5'-dihidroferulico e o alcool coniferilico permearam o modelo de co-cultura com as
seguintes percentagens de permeabilidade 92,5%, 59,1%, 15,4% e 17,5%, respetivamente. Os
compostos dihidroactinidiolida, Lys-Asp-Tyr, loliolida, e treonil-treonina nao permearam a
barreira intestinal. Os resultados obtidos neste estudo dos extratos da haldéfita M. nodiflorum

sustentam a sua promissora utilizacao como ingrediente nutracéutico.

Palavras-chave: Plantas haldfitas, extracao assistida por ultrassons, compostos fendlicos,

ingredientes funcionais, permeacao intestinal



Abstract

Environmental sustainability has become an emerging concern due to pollution and climate
change, affecting agriculture that faces water shortages and salinized soils. Halophytic plants,
such as Mesembryanthemum nodiflorum, could be a potential solution, as they are capable of
surpassing extreme water scarcity and soil salinity conditions while producing protective
secondary metabolites such as polyphenols, which have pro-healthy effects. This work aims to
valorise the halophyte M. nodiflorum for nutraceutical application by exploring the effects of the
in vitro gastrointestinal digestion and intestinal permeability on the bioaccessibility and
bioactivity of polyphenols present in the extracts prepared by ultrasound-assisted extraction
using green solvents (water and ethanol). For that, the total phenolic and flavonoid contents (TPC
and TFC, respectively), the antioxidant/antiradical activities, the scavenging capacity against
reactive oxygen species, the intestinal cytotoxicity, the neuroprotective properties, and the
impact of the extracts and their digests on the antioxidant enzymes activities and lipid
peroxidation were evaluated. The bioactive compounds that permeated the intestinal co-culture
model composed of Caco-2 and HT29-MTX cells were identified and quantified by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. Generally, ethanol was the solvent that
achieved the best results (TPC: 13.49 mg gallic acid equivalents (GAE)/g on dry weigh (dw), TFC:
12.48 mg catechin equivalents (CE)/g dw, ferric reducing antioxidant power (FRAP): 30.98 mg
ferrous sulfate equivalents (FSE)/g dw, superoxide anion radical (0>*"): half maximal inhibitory
concentration (ICsp)=32.12 ug/mL; peroxyl radical (RO0¢®): 230.58 ug Trolox equivalents (TE)/mg
dw; acetylcholinesterase (AChE): 31.17%; catalase (CAT): 447.15 nmol/min/g dw). The in vitro
digestion led to an increase in the TPC (21.25 mg GAE/g dw), antioxidant (33.84 mg FSE/g dw),
and antiradical capacities (23.72 mg ascorbic acid equivalents (AAE)/g dw) in the following order:
oral < gastric < intestinal. The polyphenol and flavonoid recovery rates after intestinal digestion
were above 150% and 50%, respectively, indicating that the phenolic and flavonoid compounds
became more bioaccessible under the action of enzymes and pH changes. The ethanol extract
also showed neuroprotective properties (37.7%) and in all extracts upmodulating effects on
antioxidant enzymes activities (catalase, glutathione peroxidase, and superoxide dismutase)
after in vitro digestion. The cell viability assays demonstrated that the extracts had no adverse
effects on intestinal cell lines (Caco-2 and HT29-MTX) up to a concentration of 500 pg/mL. The
preliminary analysis of the intestinal digest of the aqueous extract allowed to identify 10

compounds (tryptophan, cinnamamide, threonyl-threonine, Lys-Asp-Tyr, dihydroactinidiolide,



loliolide, coniferyl alcohol, rosmanol and 5,5'-dihydroferulic acid). Of these compounds, only
tryptophan, rosmanol, 5-5'-dihydroferulic acid, and coniferyl alcohol permeated the co-culture
model with the following permeability percentages: 92.5%, 59.1%, 15.4%, and 17.5%,
respectively. The compounds dihydroactinidiolide, Lys-Asp-Tyr, loliolide, and threonyl-threonine
did not permeate the intestinal barrier. The results obtained in this study of the extracts of

halophyte M. nodiflorum support its promising use as a nutraceutical ingredient.

Keywords: Halophytic plants, ultrasound-assisted extraction, phenolic compounds,

functional ingredients, intestinal permeation
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1. Introducao

A escassez de agua e a salinidade dos solos sao problemas mundiais que afetam uma grande
percentagem da superficie terrestre (1, 2). A salinizacao dos solos pode ocorrer por processos
naturais, como deposicao de minerais intemperizados (conjunto de processos que provocam a
desagregacao das rochas por acao de agentes atmosféricos) com alto teor de sal, brisa do mar,
deposicao e ascensao capilar de dguas subterraneas salinas em regides com lencol fredtico
baixo, ou por processos antropogénicos, tais como praticas agricolas insustentaveis, aplicacao
de sal nas estradas e atividades industriais que aceleram ou aumentam a salinidade do solo (2).

Este problema tem vindo a agravar-se de ano para ano, despertando um interesse crescente
nas plantas haldfitas, conhecidas por crescerem naturalmente em habitats salinos caraterizados
por apresentarem dgua e solos de baixa qualidade (3). Estas caracteristicas tém tornado as
plantas haldfitas fortes candidatas ao consumo humano, apresentando propriedades
farmacoldgicas que despertaram o interesse por parte dos produtores e consumidores (4, 5). Na
realidade, as plantas haldfitas podem representar uma fonte adicional de alimento, forragem,
bioenergia, bem como de matérias-primas para aplicacées industriais, sendo ainda resistentes a
pragas (3).

As solucdes sustentaveis e amigas do ambiente tém sido uma aposta nas praticas agricolas,
como o cultivo em solos salinizados nao aptos para a agricultura convencional ou o cultivo em
sistemas sem solo (5). De modo particular, o cultivo em sistemas sem solo tem sido uma aposta
na regiao sul de Portugal, uma zona onde a disponibilidade de dgua é limitada (5). Esta pratica
agricola apresenta vantagens como o aumento da produtividade, a uniformidade do produto e a
seguranca alimentar, uma vez que permite controlar e evitar a hiperacumulacao de metais
pesados por varias espécies de haldfitas (5). Uma das empresas de maior sucesso a nivel
nacional é a RiaFresh, a qual usa praticas sustentaveis de cultivo (5) aliadas a colaboracao coma
comunidade cientifica para assegurar a investigacao de todo o potencial das plantas haldfitas (6-
9).

Para além do impacto das alteracfes climaticas nas praticas agricolas, o crescimento
populacional, as doencas relacionadas com a alimentacao desequilibrada (por exemplo, diabetes,
cancro, envelhecimento prematuro e patologias cardiovasculares, metabdlicas e neuroldgicas) e
oimpacto da polui¢ao na saude conduziram a necessidade de explorar novas fontes sustentdveis

de compostos bioativos (10-12). A industria alimentar estd assim focada em desenvolver novos



produtos alimentares mais nutritivos e funcionais, bem como eficazes na prevencao de doencas
crénicas (12).

Desde a antiguidade, as plantas tém sido usadas como fontes naturais para promover a salide,
quer sob a forma de infusdes de ervas, quer como sumos, elixires, extratos ou cataplasmas (13).
Atualmente, com a sensibilizacao da populagao para um estilo de vida mais saudavel, existe a
necessidade de solugdes mais sustentdveis e naturais (13). Com efeito, tém sido realizados
diversos estudos em plantas para avaliar as suas atividades bioldgicas e o seu teor em
compostos bioativos, de modo particular os antioxidantes que interrompem ou removem
especificamente os radicais livres das células do corpo humano os quais causam danos
oxidativos e tém um papel preponderante no desenvolvimento de algumas doencas como o
cancro, a diabetes, doencas cardiovasculares, entre outras (11,14).

Frequentemente tém sido encontrados metabolitos secundarios em plantas haldfitas, tais
como polifendis, dcidos fendlicos, glicosideos flavonoides, taninos, estilbenos e saponinas, que
estao associados a diversas atividades bioldgicas (como atividade antioxidante, anticancerigena,
antimicrobiana, etc.) (14). A caraterizagao dos principais compostos hioativos de fontes naturais
traz diversos beneficios, tanto em termos de biocompatibilidade como de sustentabilidade e

preservacao do ambiente (15).

1.1. Plantas halofitas

As plantas haldfitas representam cerca de 2% das plantas terrestres mundiais (2, 4, 16), sendo
capazes de sobreviver e reproduzir-se em condicdes extremas, tais como niveis heterogéneos
de salinidade, situacdes de inundagao e anoxia (salinas e mangais), temperaturas extremas, seca,
sodicidade e alcalinidade (solos alcalinos e calcarios) (3). Além disso, as haldfitas estao expostas
a varios outros fatores de stress abidtico (por exemplo nutricdo inadequada, radiacao
ultravioleta-B (UV-B) intensa, acidificacao do solo e poluentes como pesticidas, metais pesados
e micropldsticos), bem como a ameacas hidticas (por exemplo, competicao, ferimentos, infecao
por agentes patogénicos e ataques de insetos) (3, 5, 16).

As plantas haldfitas podem ser encontradas em diferentes ecossistemas, tais como praias,
costas rochosas, sapais, estudrios e desertos interiores (17). Algumas espécies sao haldfitas
obrigatdrias, germinam e reproduzem-se de forma ideal em condi¢des salinas, enquanto outras

sao haldfitas facultativas, prosperando tanto na presenca quanto na auséncia de sal (3).



Nas regioes costeiras e mais indspitas, onde a escassez alimentar é uma realidade, ja existe
uma tradicao de consumo destas plantas (3). Em geral, as plantas haldfitas sdo caraterizadas por
um valioso perfil mineral e elevado teor em fibras (3, 18). Dependendo da espécie, as haldfitas
podem ainda ser uma fonte interessante de proteinas e/ou lipidos de alta qualidade (3, 18). Sao
geralmente utilizadas como complemento da alimentacao, mimetizando as horticolas
convencionais, ou como condimentos, além de serem empregues na medicina tradicional para o
tratamento de diversas patologias, incluindo infecdes bacterianas (3).

Parasobreviverem ao stress salino, as plantas haléfitas desenvolvem diferentes mecanismos
de adaptacao, os quais podem ser de trés niveis (celular, tecidual ou por toda a planta). Estes
mecanismos incluem a exclusao e excrecao de sais, bem como o deslocamento de ides pelo
floema e a sua posterior acumulagao em vacuolos, regulando assim a disponibilidade de dgua
dentro da planta (2, 16). A salinidade diminui a capacidade da planta fazer fotossintese, levando a
reducao dos teores de hidratos de carbono, dcidos gordos e proteinas (4). Por outro lado,
observa-se a acumulagao de compostos com nitrogénio, tais como aminoacidos (especialmente
prolina, mas também alanina, arginina, glicina, serina, leucina, valina, glutamina e asparagina) (4).
Além da acumulacao de compostos nitrogenados, estas plantas também sintetizam metabolitos
secundadrios protetores, entre 0s quais compostos fendlicos, saponinas e alcaldides, de modo a
proteger as estruturas celulares dos efeitos prejudiciais da oxidacao (por exemplo, aacumulacao
de espécies reativas de oxigénio - ERO) (3,17, 19).

Estas moléculas desempenham um papel protetor crucial na planta e apresentam atividades
bioldgicas relevantes, incluindo atividade antioxidante, anti-inflamatdria e anti-tumoral (17).

A producao de metabolitos secundarios pelas plantas haldfitas varia consoante o gradiente de
concentragao de sal (19), a espécie e outras condicbes as quais estao expostas (4). Com efeito,
um estudo realizado em Portugal por Lima et al. (5) avaliou a produtividade, o perfil nutricional e
as carateristicas sensoriais de duas espécies haldfitas, Inula crithmoides e Mesembryanthemum
nodiflorum, com seis niveis de salinidade. A produtividade das duas espécies diminuiu a partir de
salinidades de 110 e 200 mmol L™, respetivamente para I. crithmoides e M. nodiflorum. O perfil
nutricional manteve-se equilibrado, enquanto a producao de B-caroteno e luteina foi induzida
pelo aumento da salinidade. Os compostos fendlicos foram mais abundantes nas plantas
cultivadas em salinidades mais baixas, enquanto a atividade antioxidante aumentou emresposta
ao stress salino. As caracteristicas sensoriais foram avaliadas por um grupo de cozinheiros que

mostraram preferéncia por plantas cultivadas com uma concentracao de sal de 350 mmol L (5).



Este estudo concluiu que a salinidade melhorou significativamente o perfil nutricional,
especialmente a capacidade antioxidante das plantas e os seus teores de carotendides e
vitaminas, tendo, contudo, influenciado negativamente a produtividade de biomassa (5).

Os mecanismos de tolerancia das plantas haldfitas ao stress salino também tém sido alvo de
interesse pela engenharia genética, uma vez que sao uma fonte de potenciais genes resistentes
ao sal e promotores para aumentar a tolerancia ao sal em culturas convencionais (3). Algumas
culturas ja foram alteradas com esses genes, tais como Oryza sativa (com o gene AgNHX1 da
Atriplex gmelini), sementes de Lycopersicon esculentum Mill cv. Bailichun (com o gene AhBADH
da Atriplex hortensis) e Cuminum cyminum (com o gene SbNHX1 da Salicornia brachiata) (3).

0 imenso potencial das plantas haldfitas também tem despertado algumas preocupacées,
tanto em questoes de saude publica quanto ambientais. No que toca a estas ultimas, dada a sua
importancia na protecao das dreas costeiras contra a erosao (3), a exploracao excessiva de
plantas haldfitas pode causar um desequilibrio ambiental (5). No que diz respeito as questdes de
saude publica, estas plantas podem ser cultivadas em locais com agua de fraca qualidade
tornando-se um veiculo para a ingestao de agentes infeciosos, uma vez que podem ser
consumidas cruas ou minimamente processadas. Além disso, devido a capacidade de acumular
minerais e substancias toxicas, a ingestao destas plantas pode causar desequilibrios na saude.
Desta forma, a avaliacao quimica e bacterioldgica desempenha um papel essencial na
caracterizacao destas plantas antes do seu consumo (20).

Outra preocupacao associada ao consumo de alimentos crus é a presenca de compostos anti-
nutricionais, incluindo oxalatos, nitratos, fendis, saponinas e taninos, os quais ja foram
identificados em algumas espécies de haldfitas (14). Uma ingestao elevada de oxalatos pode ter
efeitos adversos na saude de individuos suscetiveis, como aqueles predispostos a formacao de

célculos renais ou com baixos niveis plasmdticos de ferro e célcio (14, 21).

1.2.  Mesembryanthemum nodiflorum

As espécies do género Mesembryanthemum sao haldfitas facultativas, ou seja, tém
capacidade de crescer tanto em condicOes de stress salino quanto em ambientes com baixa
concentragao de sal (19). Este género, compreende cerca de 70 espécies nativas da regido do
Mediterraneo, Arabia Saudita, Africa do Sul, Austrélia Meridional e Califérnia (19). O género
Mesembryanthemum possui trés espécies comestiveis de interesse, nomeadamente M. edule,

M. crystallinum e M. nodiflorum (19).



Figura 1: M. nodiflorum, nome comercial Rossio (22).

Em Portugal, a M. nodiflorum (Aizoaceae) (Figura 1) esta presente maioritariamente no litoral
do Algarve (Figura 2) (23). E uma planta herbacea anual com caules até 30 cm, muito ramificada
desde a base e com folhas semicirculares (19). As folhas sdo tenras e suculentas, ligeiramente
salgadas e dcidas, sendo frequentemente usadas em saladas (19). Esta haldfita é rica em
vitamina B6, vitamina C, proteinas, fibra, ferro e manganés, sendo comercializada para consumo

humano com o nome de “Rossio” (22).
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Figura 2: Mapa de distribuicao nacional da M. nodiflorum (23).

Esta haldfita tem demonstrado propriedades benéficas no combate a infecoes oculares,
enquanto os extratos das folhas tém fins diversos, tais como a producao de sabonetes e
cataplasmas antissépticos que podem ser aplicados na pele para tratar queimaduras e feridas
(19). Também existem relatos do seu uso para tratar doencas gastricas e como emético em
envenenamento agudo (caso do arsénio) (24). Além disso, M. nodiflorum apresenta atividade
bactericida e propriedades antitumorais sendo uma excelente candidata para a extracao de

compostos hioativos com potenciais aplicacdes em produtos farmacéuticos ou cosméticos (19).



1.3.  Técnicas verdes de extracao

As técnicas de extracao convencionais, como a maceracao e a extracao por Soxhlet,
apresentam algumas desvantagens, tais como baixa eficiéncia do processo, o elevado consumo
de energia e tempo, a utilizacao de solventes tdxicos, a degradacao térmica de compostos, a
inadequada qualidade dos extratos, a utilizacao de grandes quantidades de amostra, e 0s custos
elevados, gerando um impacto negativo no meio ambiente (25).

Devido a relevancia das propriedades dos compostos bioativos, € essencial utilizar
tecnologias de extracao eco-inovadoras para minimizar a perda destes compostos (26) e que
sejam "amigas” do ambiente, seguras e nao tdxicas (27). As técnicas de extracao verdes sao
métodos Uteis e sustentaveis para aprimorar 0s processos de producao e reduzir o impacto
ambiental (27). Também sao conhecidas como técnicas de extracao a “frio” uma vez que usam
temperaturas relativamente baixas durante o processo, nao afetando a estabilidade dos
compostos extraidos (25).

A extracao ecoldgica baseia-se na descoberta e concecao de processos de extracao que
reduzam o consumo de energia e permitam a utilizacdo de solventes alternativos (a aplicacdo de
solventes com que substituem os solventes organicos, tais como fluidos pressurizados e
supercriticos, liquidos idnicos, solventes eutécticos profundos ou alta pressao estatica)
produzindo um extrato/produto de elevada qualidade (27, 28). Sequndo More et al, os seis
principios dos processos de extracao verde envolvem: 1) utilizacao de bio-recursos renovéveis e
sustentaveis; 2) utilizacao de solventes verdes comumente designados como solventes GRAS
(do inglés Generally Recognized as Safe); 3) menor consumo de energia; 4) producao de
coprodutos a partir de residuos; 5) nimero minimo de operac6es unitdrias; e 6) extrato resultante
que preserva as carateristicas e propriedades bioativas e que seja biodegradavel (29).

0 método de extracao deve ser escolhido para minimizar perdas e consumos elevados de
energia, com rendimento maximo de extracdao dos compostos desejados (26). Com efeito,
técnicas de extracao sustentdveis, como extracao assistida por ultrassons (EAU), micro-ondas
(EAM) e fluidos supercriticos (EFS), sdo muito versateis e aplicaveis a diferentes matrizes, com

facilidade de implementacao e baixo consumo energético (27).



1.3.1. Extracao assistida por ultrassons

A EAU é baseada no processo rotacional de compressao e expansao de ondas sonoras (30)
por mecanismo de variacao da frequéncia sonora entre 18 a 100 kHz, o qual pode decompor as
paredes celulares (26) e, efetivamente, acelerar o processo de transferéncia devido aos efeitos
de cavitacao, vibracao, esmagamento e mistura (31).

A cavitacao, representada esquematicamente na Figura 3, é um dos principais mecanismos
da EAU, em que as ondas sonoras, alternadas entre baixa e alta pressao, se propagam através de
uma matriz, criando compressao e expansao (ou rarefacao) (29, 32). Durante a fase de expansao
das ondas de alta intensidade, a pressao negativa excede as for¢as de atracao molecular,
separando-as e criando bolhas de cavitacao (32). Estas bolhas aumentam de tamanho por
coalescéncia e colapsam durante a fase de compressao (32), libertando uma quantidade de
energia consideravel e convertendo a energia cinética em calor no interior das cavidades (29, 33).
O colapso das holhas de cavitacao gera ondas de choque e colisdes aceleradas entre particulas,
provocando vibracoes radicais intensas que resultam na rutura e destruicao da estrutura celular
(32, 33). Durante o colapso, as holhas produzem temperaturas e pressdes extremamente
elevadas, aproximadamente 5000 °C e 100 MPa, respetivamente (34). Alguns autores sugerem
que as bolhas colapsam de forma assimétrica ao redor das particulas sdlidas, direcionando um
fluxo extremamente rdpido do liquido para a superficie das particulas (33). A rdpida
fragmentacao resulta na solubilizacao dos compostos bioativos, devido a reducao do tamanho
das particulas, ao aumento da area de superficie e a alta taxa de transferéncia de massa no limite

da camada da matriz na superficie para o solvente (32, 33).
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Figura 3: Representacao esquematica do principal mecanismo da EAU, a cavitacdo. Adaptado de Patra et al. e Marhamati et
al. (33, 35).



Para melhorar a solubilidade dos compostos e a eficiéncia da extracao, pode-se aumentar a
temperatura. Contudo, este aumento deve ser cuidadosamente monitorizado uma vez que pode
conduzir a degradacao de compostos termolabeis (25).

Existem dois sistemas disponiveis para a EAU, nomeadamente a sonda de ultrassons e o
banho de ultrassons. Ambos possuem um transdutor que converte energia sonora (ondas

ultrassdnicas) (34). A Tabela 1 resume as vantagens e desvantagens destes dois sistemas.

Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos dois sistemas disponiveis para a EAU, nomeadamente a sonda de ultrassons e o
banho de ultrassons (34, 36, 37).

Banho de ultrassons Sonda de ultrassons
Vantagens Mais econdmico e facil de Efeito direto sobre a amostra (a qual
operar. aumenta a drea de contacto como
Pode processar mais queuma  material e reduz a resisténciana
amostra em simultaneo transferéncia de massa).

Produz mais energia e permite uma
extracao mais rdpida e reprodutivel.
Desvantagens Menor eficiéncia de cavitacao.  Desgaste da sonda com a utilizacao, o que
Efeito indireto sobre aamostra  pode contaminar o meio, causando perda

(as ondas sonoras atingem o de eficiéncia.
recipiente antes de alcancara A desgaseificacao provoca maior perda
amostra). de compostos volateis.

Pode ocorrer contaminacao cruzada.

A EAU tem sido usada com sucesso em diversas matrizes alimentares (por exemplo, frutas,
vegetais e Gleos comestiveis) para extracdo de compostos bioativos, como polifendis,
carotendides, polissacarideos (18), antocianinas e proteinas (31), além de pigmentos (26). A EAU
é uma metodologia econdmica que permite a extracdao rapida e altamente eficiente dos
compostos bioativos de interesse em comparacao com métodos tradicionais (31), prevenindo a
sua degradacao pelo calor (31). Esta tecnologia é reprodutivel e ndo exige instrumentagao
complexa ou grandes volumes de solvente (3, 25, 26, 38), proporcionando maiores rendimentos
de extracdo, maior grau de pureza e eliminando o pds-tratamento de efluentes (25).

Resumidamente, o rendimento da extracao depende da relacao amostra/solvente, do tipo de
solvente, da temperatura e tempo de extracao, da agitacao e propriedades fisico-quimicas da
amostra (por exemplo, tamanho de particula) (3, 38), assim como da concecao dos reatores
ultrassdnicos e da sonda ultrassénica (25). Estes fatores sao essenciais para determinar a
qualidade da extracao, uma vez que o excesso de processamento pode resultar na degradacao

dos compostos bioativos (32). Por exemplo, compostos menos estdveis (como polimeros,



vitaminas e enzimas) podem decompor-se com ultrassons de alta energia e exposicao
prolongada, levando a uma diminuicdo do rendimento da extracao (32). Quando comparada com
a EAM ou a EFS, a EAU possui uma instrumentacao mais simples, o que reduz os custos

operacionais, e pode ser usada com uma maior variedade de solventes (33).

1.3.2 Extracao assistida por micro-ondas

A EAM baseia-se na transformacao de energia eletromagnética das micro-ondas em energia
térmica (39). O calor gerado por este processo conduz a um aumento da temperatura da célula,
resultando na rutura da estrutura celular, facilitando a entrada do solvente e dissolvendo os
compostos (39).

0 processo de extracao é rapido, eficiente e econdmico (39, 40). A eficiéncia da técnica
depende da combinacao de tempo e temperatura de extracdo, da proporcao sdlido/liquido, da
concentragao do solvente e do tipo de solvente utilizado (39).

Em comparacao com outras técnicas, as principais vantagens incluem a utilizacao de uma
menor quantidade de solvente, a facilidade de instrumentacao (25). No entanto, o tempo de
extracao é menor comparado como EAU (25). Como desvantagens, podem ocorrer alteracdes na
estrutura quimica dos compostos bhioativos, resultando na sua degradacao devido a acao das

micro-ondas, gerando uma menor eficiéncia de extragao (25).

1.3.3. Extracao por fluidos supercriticos

A EFS é uma das técnicas mais avancadas para substituir solventes organicos em diversos
processos (26). Um fluido supercritico é obtido aplicando pressao e temperatura acima do ponto
critico da substancia, isto é, quando um fluido se comporta como um hibrido entre um liquido e um
gas (28). Adquirindo assim carateristicas tinicas, como a viscosidade e adensidade (28, 29). Cada
substancia tem um valor distinto de temperatura e pressao em que este estado supercritico é
atingido (29).

Quando o solvente atinge o estado supercritico, torna-se altamente difusivo e apresenta baixa
viscosidade, facilitando assim a penetracao na célula(41). A absorcao do solvente dilata e danifica
a membrana celular, permitindo a separacao por solubilidade dos compostos bioativos no
solvente absorvido (41).

Odidxido de carbono supercritico é considerado um dos melhores solventes paraa EFS devido

as suas indmeras vantagens, tais como temperatura critica moderada (31,2 °C) e baixa pressao



critica (73,8 bar) (29). Além disso, é facilmente volatizado apds a libertacdo da pressao do
sistema, resultando em extratos de elevada pureza sem solventes. A temperatura, o tempo, a
pressao e arelacao sélido-liquido sao alguns dos fatores que afetam o desempenho da EFS (41).
A solubilidade da amostra, a polaridade, o teor de humidade e o tamanho das particulas também
podem influenciar a eficdcia da extracao, exigindo a otimizacao dos parametros operacionais
(29). A selecao do fluido supercritico é crucial para o bom funcionamento da extracao, sendo
possivel utilizar uma ampla gama de compostos como solventes (29).

A EFS é uma técnica promissora na recuperacao de compostos bioativos de valor
acrescentado, com vantagens como o reduzido tempo de extracao, o elevado rendimento de
extracao, a utilizacao de solventes sustentdveis (25). No entanto, apresenta tais como o elevado
custo dos dispositivos e equipamentos necessarios e a baixa polaridade, embora esta ultima

possa ser melhorada através da utilizacao de modificadores (25, 29).

1.4. Compostos bioativos e atividades bioldgicas associadas

Como referido anteriormente, as plantas haldfitas sao caraterizadas por produzirem
compostos hioativos para lidarem com o stress salino. Na declaracao de consenso da 232
Reuniao de Consenso de Hohenheim, os compostos bioativos foram definidos como "compostos
essenciais e ndo essenciais (por exemplo, vitaminas ou polifendis) que ocorrem na natureza,
fazem parte da cadeia alimentar e podem comprovadamente ter um efeito na satide humana”
(42). Os fitoquimicos sao compostos hioativos de origem vegetal produzidos pelas plantas para
sua protecao (43). Podem ser obtidos a partir de varias fontes, como cereais integrais, frutos,
legumes, frutos secos e ervas (43).

Estes compostos, como os carotendides, fitoesterdis, fitoestrogénios, alcaldides,
glucosinolatos, antocianinas e terpendides (Figura 4), podem ser utilizados na formulacao de

alimentos funcionais e nutracéuticos (42).
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Figura 4: Principais classes de fitoguimicos (3, 43-45).

Outra aplicabilidade destes compostos é a utilizacao como suplementos alimentares, por
exemplo, para diminuir/prevenir o stress oxidativo associado ao envelhecimento e certas
doencas cronicas, tais como Parkinson ou Alzheimer, ou mesmo como ingredientes ativos
antirrugas em produtos cosméticos (46).

Uma das classes de compostos que tem despertado mais interesse sao 0s compostos
fendlicos (polifendis ou fendlicos) (25, 44). Estes compostos sao conhecidos por exibirem
atividades bioldgicas interessantes (tais como antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena,
anti-inflamatdria, antidiabética, cardioprotetora, neuroprotetora, efeito protetor gastrointestinal,
imunoprotetora, etc) com varias aplicacdes e multiplos beneficios para a sociedade,
especialmente no setor alimentar, cosmético e farmacéutico (3, 25, 47, 48). Por exemplo, os
polifendis podem prolongar o prazo de validade dos produtos alimentares, inibindo a proliferacao
de microrganismos e reduzindo processos oxidativos que sao responsaveis pela deterioracao da
qualidade sensorial e nutricional dos produtos (25). Os polifendis podem ainda ser incorporados
em material de embalagem e, assim, contribuir adicionalmente para melhorar a qualidade do
produto (25).

Os compostos fendlicos sao caraterizados por possuirem, pelo menos, um anel aromatico com
capacidade de deslocar eletrées nao emparelhados, conferindo efeitos antioxidantes (3). Podem

ser encontrados nas plantas na forma livre (gliconas), esterificada e glicosilada, ou ligados a

1"



macromoléculas (45). Geralmente sao classificados com base no nimero de anéis aromaticos e
sao divididos em diferentes classes e subclasses, tais como flavonoides (flavonas, flavondis,
antocianidinas, isoflavonas, flavanonas, flavandis), dcidos fendlicos, estilbenos, cumarinas e
taninos (3, 44, 45). Os &cidos fendlicos ainda podem ser subdivididos em dcidos hidroxibenzéicos
(por exemplo, dcido gdlhico, dcido protocatecuico, dcido vanilico, acido siringico, e dcido p-
hidroxibenzdico) e dcidos hidroxicinamicos (tais como dcido p-cumarico, dcido cafeico, acido
fertlico, e acido sindpico) (Figura 4) (3, 44, 45). A Tabela 2 apresenta a composicao fitoquimica e

as atividades bioldgicas de algumas das haléfitas mais consumidas em Portugal.

Tabela 2: Composicao fitoquimica e atividades bioldgicas de plantas haléfitas.

Espécie Compostos bioativos Propriedades bioldgicas | Referéncias
Salicornia ramosissima | Acido gdlico Atividade antioxidante (1,49-54)
* Acido protocatechuico Atividade anti-hialuronidase
Acido vanilico Atividade anti-elastase
Acido clorogénico Acao  protetora  contra
Acido p-cumarico toxicidade testicular
Acido cafeico Acao fotoprotetora
Acidos cafeoilquinicos Atividade inibidora da ECA
Catequina/epicatequina
Miricetina
Kaempferol e derivados
Quercetina e derivados
Rutina
Mesembryanthemum Clorofilas Atividade antioxidante (1,54-56)
crystallinum Carotendides Efeito  protetor  contra
Minerais (Na, K e Ca) peroxidacao lipidica
Polifendis (acido p-cumarico) Atividade inibidora da ECA
Chalconas (floretina)
Flavondides glicosilados (avicularina,
rutina e quercitrina)
Flavonas (derivado da crisina)
Carotendides (neoxantina, | Atividade antioxidante (1,54,57-59)
violaxantina, zeaxantina, luteina e - | Atividade hipoglicémica
caroteno) Atividade hipolipidémica
Tocoferodis Acao imunoestimulante e
Acidos  hidroxicindmicos  (acidos | citoprotetora
clorogénico, neoclorogénico, | Atividade anti-inflamatdria
criptoclorogénico e 3,5-di-O- | Atividade antibacteriana
cafeoilquinico)
Acidos  hidroxibenzéicos  (4cido
protocatecuico esterificado a uma
porcao glicosidica)
Flavondides  (3-O-rutindsido  de
quercetina e 3-0-glucdsido de
quercetina)
Flavonas (formas glicosidicas da
apigenina
Terpendides
Disphyma crassifolium Acido p-cumarico Atividade antioxidante (1,8,54)
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Acido gdlico

Acido elgico

Flavondis (isorhamnetina-3-0-
rutinosideo, quercetina-3-0-
galactosideo e miricetina, glucésido de
isorhamnetina

Atividade anticancerigena
Atividade inibidora da ECA

Catequina
Luteolina
Mesembryanthemum Acidos hidroxicinamicos Atividade antioxidante (5,19, 24, 54,
nodiflorum Flavondis (avicularina) Atividade anticancerigena 60)
Flavandis (hidrato de epicatequina e | Atividade antimicrobiana
galocatequina Atividade hipolipidémica
Flavanonas (eriodictiol e do seu | Atividade hepatoprotetora
derivado hexosideo Atividade inibidora da ECA
(enzima conversora da
angiotensina)
Tiamina Atividade antioxidante (54,61,62)
Flavonoides Atividade antimicrobiana
Taninos Atividade anti-inflamataria
Alcaldides
Ravoflavina
Acidos hidroxicindmicos (acido p- | Atividade antioxidante (1,5,54,63)
cumadrico) Atividade inibidora da ECA
Flavanonas (pinobanksina)
Acidos  hidroxicindmicos  (acido | Atividade antioxidante (1,54)
clorogénico acido p-coumaroilquinico, | Atividade inibidora da ECA
acido p-cumdrico)
Acidos hidroxibenzéicos (arabinosideo
do acido protocatecuico)
Flavonoides (3-0-robinobiosideo de
isorhamnetina, hexosil pentosideo de
rhamnetina
Flavandis (epicatequina
Flavanonas (eriodictiol e do seu
derivado  hexosideo flavanondis,
(dihidroquercetina
Cakile maritima Flavondides (Quercetina-di-Hex- | Capacidade inibitéria da = (54,64)
dHex, Quercetina-Hex-dHex, | tirosinase
Kaempferol-Hex-Rut,  Kaempferol-
dHex-Hex)
Oleuropeina
Disinapoyl-Hex
Acidos hidroxibenzéicos (4cido galico, = Atividade antioxidante (54,65)

dcido p-hidroxibenzdico, acido vanilico,
acido siringico, cido salicilico)

Acidos hidroxicinamicos (acido
cumarico, acido ferdlico,
verbascosideo)

Flavandis (epicatequina)

Flavongis (quercetina)

Flavonas (glucosideo de luteolina-7-0,
luteolina, Apigenina
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1.4.1. Atividade antioxidante

Segundo diferentes autores (66, 67), um radical livre é qualquer molécula ou atomo que
contém um ou mais eletrdes nao emparelhados, sendo extremamente reativo e, por isso,
apresentando tendéncia para remover eletrdes de outras moléculas ou atomos, causando a sua
oxidacao. O perdxido de hidrogénio (Hz0.), os radicais de hidroxilo (HO®) e superéxido (0.*), os
acidos hipocloroso (HOCl) e hipobromoso (HOBr), o peroxinitrito (ONOz), o
nitrosoperoxicarbonato (ONO,CO;") e o anido radical carbonato (CO5*-) sao alguns exemplos de
radicais livres, sendo estes parte das ERO (68).

As ERO sao produzidas endogenamente e continuamente como resultado secundario de
processos metabdlicos, normalmente existindo um equilibrio entre a producao de espécies
reativas e a acao de antioxidantes (68-70). Os antioxidantes sao moléculas que neutralizam as
ERO nocivas, inibindo a reacao oxidativa em cadeia, prevenindo a peroxidacao lipidica (LPO),
reduzindo a concentracao de radicais livres e quelatando ides metalicos (69).

Quando existe um aumento da producao de espécies reativas em relacao aos antioxidantes
ocorre um fendmeno designado de stress oxidativo, o qual leva a interrupcao da sinalizacao
redox e a danos moleculares (70). A regulacao do processo de geracao de espécies reativas e a
sua eliminacao tem um papel importante para a integridade e viabilidade dos organismos vivos
(68-70), tais como no controlo da proliferacao celular, apoptose, expressao de genes, ativacao
da fagocitose, processos inflamatdrios ou defesa contra microrganismos pela ativacao do
sistema imunoldgico (67,68, 70-72).

A producao de radicais livres e de ERO beneficiam o corpo humano. Contudo, quando
produzidos excessivamente, conduzem a danos oxidativos e diversas doencas (73). A producao
excessiva de ERO resulta em danos em processos vitais como a replicacdo, transcricao e
traducao, além de causar um aumento na mutacao, morte celular, processos patoldgicos e
envelhecimento (70). Com efeito, 0 dano oxidativo nas macromoléculas estd associado a
diversas doencas, incluindo Alzheimer, aterosclerose, diabetes, inflamacao, cancro e doencas
hepdticas, neurodegenerativas e cardiovasculares (69, 74).

Um défice de antioxidantes pode levar a uma acumulacao de ERO. Os antioxidantes mais
comuns sao sequestradores de ERO, como a N-acetilcisteina que repde glutatiao e a GSH
(antioxidante nao enzimdtico) que tem um papel importante no equilibrio redox celular (67). A
superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase (CAT) também estdo

envolvidas na neutralizacao de ERO, sendo classificadas como antioxidantes enzimdticos
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indiretos e enddgenos (67, 75). A SOD, presente em diferentes compartimentos celulares, é a
primeira defesa contra as ERO (76). A CAT decompde o Hz0,, enquanto a GSH-Px neutraliza os
hidroperdxidos e os hidroperdxidos lipidicos (76).

Uma alimentacao rica em compostos antioxidantes, tais como vitaminas e fitoquimicos,
parece estar associada a um aumento dos antioxidantes endégenos, contribuindo para manter o
equilibrio entre as ERO e os niveis de antioxidantes (75). Como ja foi referido anteriormente, os
polifendis, nas suas diferentes estruturas, sao reconhecidos pelo seu papel crucial na atividade
antioxidante. O potencial antioxidante destes compostos varia de acordo com a sua estrutura,
nomeadamente o nimero e a posicao dos grupos hidroxilo, a presenca de ligacées duplas
conjugadas, o tipo de grupos substituintes ligados ao(s) anel(is) e, finalmente, o grau de
glicosilacao (3). Atuam como agentes redutores ou dadores de atomos de hidrogénio (15),
justificado pelo nimero e posicao de grupos hidroxilo nos anéis aromdticos (45). Sequndo
Watson et al. (3), o efeito tem cinco modos de acao antioxidante principais: 1) rutura das reacoes
oxidativas em cadeia por eliminacdo dos ERO; 2) subtracao dos pré-oxidantes; 3) reciclagem de
outros antioxidantes; 4) modulacao da atividade enzimatica; e 5) modificacao das vias de
transducao de sinais.

Os compostos fendlicos, assim como algumas vitaminas e pigmentos carotendides,

encontrados nas haléfitas tem evidenciado atividade antioxidante (5).

1.4.2. Atividade anticancerigena

O cancro continua a ser identificado como uma das principais causas de morte a nivel mundial
(74), estimando-se que até 2040 o niimero de novos casos diagnosticados em todo mundo seja
de 27,5 milhdes, causando 16,3 milhdes de mortes (17).

O cancro resulta da proliferacao celular anormal e descontrolada que invade e destrdi o tecido
circundante, podendo resultar em morte. Este processo pode ser desencadeado por fatores
externos e internos. Os principais fatores externos sao a polui¢ao, a radiacao, o efeito de
medicamentos, o tabagismo, o consumo de dlcool, a obesidade, e a inatividade fisica. Os fatores
internos sao inalterdveis e enddgenos por natureza, incluindo mutagoes espontaneas durante a
replicacdo do &cido desoxirribonucleico (ADN), envelhecimento, alteracées hormonais e
inflamacao (74).

A ativacao de células tumorais tem sido associada a niveis excessivos de ERO através da

ativacao de vias de sinalizagao pré-oncogénicas, incluindo a ativagao da proteina quinase ativada
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por mitogénio (MAPK), da quinase N-terminal de JUN (JNK), da expressao da ciclina D1 e das vias
da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (74). Outra via de ativacao do cancro, também
associada a niveis moderados de ERO, é a ativacao do NF-B, que medeia a inflamacao
persistente de baixo nivel (74). A resposta ao stress oxidativo leva a processos bioldgicos
envolvidos no desenvolvimento do cancro, como a propagacao celular, as metdstases, a
angiogénese e a apoptose silenciosa (74).

Nos dltimos anos, a investigacao sobre o cancro tem-se intensificado, com avancos
significativos tanto na compreensao da sua hiologia quanto no desenvolvimento de métodos de
prevencao e tratamento (17). A quimioterapia é a abordagem terapéutica mais comum, mas os
seus efeitos secundarios, como o impacto negativo no sistema imunitario e a resisténcia aos
medicamentos, levam a necessidade de novos farmacos (17, 77). Os produtos naturais tém sido
utilizados na profilaxia, prevencao e tratamento de varios tipos de cancro (74). Os vegetais e os
frutos sao ricos em polifendis, flavonoides (como isoflavonas), cucurbitacinas e curcumindides
que suplementam o corpo humano com antioxidantes essenciais e substancias anti-
inflamatdrias que reduzem o risco de desenvolvimento de cancro (74). Alguns medicamentos
anticancerigenos naturais amplamente usados no tratamento do cancro sao o paclitaxel e os
seus derivados da casca do teixo do Pacifico (Taxus brevifolia), os alcaldides da vinca - a
vincristina e a vinblastina - da pervinca de Madagascar (Catharanthus roseus) e as
podofilotoxinas da erva Podophyllum (17, 74).

Com efeito, os compostos bioativos controlam a proliferacao celular através da regulacao do
ciclo celular e restringem a progressao celular, crescimento tumoral e metastases, estimulando a
paragem do ciclo celular e a via apoptética das células cancerigenas (78).

Os compostos fendlicos sao conhecidos por apresentarem a atividade anticancerigena e,
também devido ao seu potencial antioxidante, como potencial papel protetor e preventivo do
cancro (74). 0 dcido cumarico, o acido elagico e o kaempferol sdo os compostos fendlicos mais
comuns nas haldfitas, demonstraraminibir o crescimento de varias linhas celulares cancerigenas,
como por exemplo a MCF-7 (cancro da mama humano, tecido de adenocarcinoma da mama), a
CAL-27 (adeno-escamoso oral humano, carcinoma de células escamosas da lingua), a HT-29
(cancro do cdlon humano, polipose, tecido do intestino delgado), a LNCaP (adenocarcinoma da
prostata humano, tecido de metdstases do nddulo linfatico supraclavicular esquerdo) e a HCT-

116 (cancro do cdlon humano, adenoma, tecido epitelial tumorigénico do cdlon) (74).
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Os compostos fitoquimicos, como fendlicos e flavonoides, atuam como sequestradores do
ROO°*, sendo responsdveis pela patogénese mediada por radicais, como a carcinogénese (78).
Além disso, os compostos fendlicos e a vitamina E (a-tocoferol) atuam em sinergia para
aumentar a capacidade de eliminacao de radicais livres e, subsequentemente, prevenir o
desenvolvimento de cancro (78). A vitamina E é um agente anticancerigeno usado na inibicao da
proliferacao celular, induzindo a morte de células cancerigenas através da apoptose. Do mesmo

modo, a vitamina C exerce efeitos citotdxicos nas células tumorais (78).

1.4.3. Atividade antimicrobiana

O problema atual associado a resisténcia aos antibiéticos e antifungicos tem incentivado a
procura de novos agentes terapéuticos, explorando o potencial das plantas haldfitas para a
criacao de novos produtos antimicrobianos (3). Este interessente assenta na presenca de
fendlicos (3, 79) os quais atuam de diferentes modos: 1) pela alteracao da funcao da membrana
citoplasmatica; 2) perturbando as funcdes intracelulares; e 3) induzindo a morte por apoptose
(80). 0 modo de acao dos compostos fendlicos deve-se ao aumento da lipofilicidade,
favorecendo ainteracao com a membrana, bem como a sua infiltracdao e acumulagao na camada
lipidica. As alterac6es induzidas na membrana comprometem a sua estrutura, invadindo assim a
célula bacteriana, induzindo a lise e a perda de constituintes celulares (3). No entanto, a atividade
antimicrobiana destas plantas tem sido pouco explorada comparativamente a atividade
antioxidante (3).

Nas plantas, os compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, desempenham um papel
importante na defesa assumido relevancia como inibidores de agentes patogénicos e respetivas
toxinas (3). Por exemplo, a acumulacao de compostos fendlicos em zonas da planta infetadas por
microrganismos pode inibir enzimas produzidas por agentes infeciosos, ou formar uma barreira
fisica que restringe tanto o fluxo de nutrientes da planta para o microrganismo como a difusao de
toxinas do microrganismo para a planta (3).

Doudach et al. (24)avaliaram a a¢ao antimicrobiana de extratos de M. nodiflorum e Corrigiola
telephiifolia, obtidos por maceracao em metanol e agua, em Pseudomonas aeriginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia colie Micrococcus luteus. Os valores de concentracao inibitéria minima
(CIM) variaram entre 3,12 e 6,25 mg/mL, concluindo-se que estas duas espécies podem ter

efeitos promissores nas infecdes bacterianas multirresistentes e patogénicas (24).
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1.4.4. Impacto da digestao gastrointestinal nos compostos bioativos

A maioria dos estudos sobre as propriedades bioldgicas dos compostos hioativos sao
realizados nos extratos na sua forma intata (11). No entanto, durante o processo de digestao
gastrointestinal, estes compostos podem sofrer modificacdes quimicas e/ou reacoes
metabdlicas (tais como glucuronidacdo, sulfatacao, metilacdo) que podem afetar a sua
estabilidade, bioacessibilidade e absorcao pelas células do intestino delgado (11).

A bioacessibilidade é definida como a fracao de um composto que € libertada no trato
gastrointestinal e se torna disponivel para absorcao intestinal (81, 82). Este conceito abrange as
transformacoes digestivas dos alimentos em material pronto para assimilacao, nomeadamente
para absorcao/assimilacdo nas células do epitélio intestinal, hbem como metabolismo pré-
sistémico, intestinal e hepdtico (82). Por sua vez, quanto mais bioacessivel for um composto,
maior serd a sua biodisponibilidade (81). A biodisponibilidade é definida como a fracao de
substancia ativa que é absorvida e atinge a circulagao sistémica e que exerce as suas funcoes
bioldgicas (45, 81), desde a digestao gastrointestinal, a absorcao, o metabolismo, a distribuicao
nos tecidos e a bioatividade (82). Trata-se de um processo complexo que depende da libertacao
destes compostos, bem como da sua estabilidade digestiva e eficiéncia na passagem
transepitelial (45).

A digestao e a bioacessibilidade dos fitoquimicos depende das caracteristicas da matriz
vegetal/alimentar, da interacao destes com outros componentes alimentares, das condicoes
fisiologicas do trato gastrointestinal e das propriedades fisico-quimicas dos préprios
fitoquimicos (82).

Nos frutos e vegetais, a biodisponibilidade dos antioxidantes é determinada pela sua baixa
bioacessibilidade devido a interacdes fisicas e quimicas entre o0s antioxidantes e os
polissacarideos nao digeriveis das paredes celulares (81). Por exemplo, os hidratos de carbono
podem aumentar a bioacessibilidade dos polifendis e diminuir a interacao entre a pepsina e 0s
fendlicos (73). Outro exemplo é a presenca de proteinas dos alimentos que podem interagir com
0s compostos fendlicos de forma covalente e nao covalente, reduzindo a sua bioacessibilidade,
enquanto os lipidos do leite podem promover a precipitacao da combinacao de proteinas e
compostos fendlicos (73). Os polifendis estao normalmente presentes nos alimentos sob aforma
de ésteres, glicosideos ou polimeros, necessitando de hidrdlise por enzimas digestivas ou pela
microfloraintestinal para serem absorvidos (82). Estima-se que cerca de 48% dos polifendis sao

digeridos no intestino delgado, 42% no intestino grosso e apenas 10% permanecem nao
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digeridos na matriz alimentar (82). As agliconas, devido a sua elevada lipofilicidade, sao as tinicas
formas capazes de atravessar as membranas biolégicas para serem absorvidas (82).

Vdrios modelos de simulacao in vitro estao disponiveis para avaliacao do processo digestivo.
A simulacao in vitro da digestao gastrointestinal apresenta algumas vantagens em comparacao
com métodos in vivo, sendo mais econémica, mais rdpida eficiente e nao envolvendo restricoes
éticas, sendo uma abordagem que permite prever o comportamento gastrointestinal e a
bioacessibilidade de um ingrediente ou produto alimentar (81, 83). Os métodos atualmente
utilizados podem ser estéticos, semi- dinamicos e dinamicos (45).

O modelo estatico é mais amplamente usado, e consiste em simular os processos bioquimicos
que ocorrem durante a digestao gastrointestinal, de forma sequencial, incluindo as fases oral,
gdstrica e intestinal. Este modelo tem sido usado para estudar a digestibilidade, a
bioacessibilidade e a biodisponibilidade de macronutrientes, micronutrientes e compostos
bioativos, simulando as alteracoes provocadas pela variacao do pH, bem como pela acao das
enzimas, dos sais biliares e dos fluidos digestivos (45). Contudo, ndo conseque simular a natureza
dinamica do processo digestivo (45). Por exemplo, a fase intestinal é tratada como uma tnica
fase e nao como fases sequenciais duodenal, jejunal e ileal, as quais apresentam diferentes
diluicbes, contetido mineral, pH, atividades enzimaticas e contetido microbiano (82). Outra
desvantagem deste modelo, € a variabilidade de protocolos que torna dificil a comparacao de
resultados entre estudos (45). Com o objetivo de harmonizar os sistemas estaticos in vitro, 0s a
rede COST INFOGEST, publicou em 2014, um método de consenso internacional, definindo
parametros e condicdes chave, abordando os principais componentes bioquimicos da digestao in
vivo (82, 84). Neste protocolo as composicdes dos fluidos simulados da saliva, do estbmago e do
intestino delgado sao padronizadas, incluindo os parametros como eletrdlitos, atividade das
enzimas, niveis de mucina e niveis de sais biliares, diluicao, pH, tempos de transito e temperatura,
sao haseados em dados fisioldgicos disponiveis (85, 86). E um método reprodutivel, uma vez que
foi estabelecido através de comparacoes interlaboratoriais, que alcangou umimpacto positivo na
comunidade cientifica com atualmente 3800 citacées em vdrias instituicdes de investigacao,
sendo atualizado numa nova versao (INFOGEST 2.0) (84, 87).

O modelo dinamico pode ser mono ou multicompartimental, sendo controlado por computador
e simulando varias condicdes, como a geometria, as forcas fisicas e 0s parametros bioquimicos,
bem como o transporte do alimento, as secrecoes de fluidos digestivos, os movimentos

peristalticos, a concentracao enzimatica varidvel e as alteracées no pH (45). Como desvantagens,
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este modelo tem um custo mais elevado e € muito mais trabalhoso e demorado em comparacao
com o modelo estatico (82). Além disso, nem todos os laboratérios dispdem de espaco para a
implementacgdo da maquinaria.

O método semi-dinamico preenche lacunas entre modelos estdticos e dinamicos,
incorporando aspetos cinéticos da fase gastrica, como acidificacao gradual, secrecao de fluidos
e enzimas, e esvaziamento, tornando-o mais fisiologicamente relevante (88). Tornando-o0 um
modelo acessivel e facil de operar, nao exigindo equipamento sofisticado. Contudo, apresenta
variabilidade dos parametros (como a quantidade de alimento, o nimero de aliquotas de
esvaziamento gdstrico e a velocidade de mistura) (88). Além disso, o modelo semi-dinamico, nao
inclui algumas forcas mecanicas essenciais presentes em modelos mais dinamicos e o processo
manual de esvaziamento pode resultar em perdas de amostras e comprometer a
reprodutibilidade (88).

Apesar das inimeras vantagens dos modelos in vitro, devido a complexidade do sistema
biolégico, os estudos in vivo continuam a ser cruciais para a validacao de novos ingredientes
bioativos para aplicacdes alimentares e nutracéuticas (76).

Ja existem alguns estudos que demonstram os efeitos da digestao gastrointestinal em
alimentos, comprovando um aumento ou diminuicao do teor de compostos fendlicos na fracao
bioacessivel apds a digestao gastrointestinal in vitro (10-12, 39, 41,45, 47,48, 73,75, 81, 83, 89-
98). A variacao do teor de compostos fendlicos depende do composto estudado, da matriz
alimentar estudada e do estado fisico damesmae do protocolo aplicado (45). Contudo, ndo temos
conhecimento de estudos realizados em plantas haldfitas, com a excecao de um estudo efetuado
nainfusao de Capparis spinosa L. e Crithmum maritimum, onde verificaram que a quantidade de
fendis totais nas infusdes digeridas diminuiu significativamente (<1% em ambas as amostras)
(99).
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2. Objetivos

Este trabalho teve como principal objetivo a valorizacao da haléfita M. nodiflorum para

aplicacao nutracéutica através do estudo dos efeitos da digestao gastrointestinal in vitro e da

permeabilidade intestinal na bioacessibilidade e bioatividade dos compostos extraidos.

Deste modo, os objetivos especificos foram:

Extrair compostos bioativos da M. nodiflorum por EAU;

Avaliar o teor de polifendis e flavonoides totais e as capacidades
antioxidantes/antiradicalares in vitro (FRAP e ABTS) dos extratos e digestos;
Avaliar a capacidade de captacao de ERO pelos extratos e digestos;

Identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes nos extratos e digestos por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia;

Avaliar a toxicidade dos extratos em linhas celulares intestinais, nomeadamente
Caco-2e HT29-MTX;

Identificar e quantificar os compostos bioativos que permeiam num modelo intestinal
de co-cultura composto por Caco-2 e HT29-MTX;

Avaliar as propriedades neuroprotetoras dos extratos e digestos através da inibicao
da acetilcolinesterase (AChE);

Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e a capacidade de protecdo contraa LPO

na presenca de extratos e digestos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Para a realizacao deste trabalho experimental, os produtos quimicos foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), nomeadamente 123-dihidrorodamina (DHR), acido 2,2 -
azino-his(3-etilbenzotiazolina-6-sulfdnico) (ABTS), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), acido
galhico, acetato de sddio, carbonato de sédio (NaCOs), catequina, cloreto de aluminio (AICI),
cloreto de azul nitrotetrazdlio (NBT), fluoresceina, hidréxido de sédio (NaOH), metosulfato de
fenazina (PMS), nitrito de sddio (NaNO>), persulfato de potassio, reagente de Folin-Ciocalteu,
trolox.

2,2'-Azohis (2-metilpropionamidina) dihidrocloreto (AAPH), dinucledtido B-nicotinamida
adenina (NADH), e sulfato ferroso foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

A Merck (Darmstadt, Alemanha) forneceu dcido ascdrbico, cloreto férrico, etanol absoluto
anidro, fosfato monopotassico (KH-PO0,), e H-0x.

Os kits para avaliar a atividade de enzimas antioxidantes, nomeadamente GSH-Px e SOD, e
LPO foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os kits dos ensaios da CAT e
AChE foram adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha) e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
respetivamente.

0 Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), soro bovino fetal (FBS), Hank’s balanced salt
solution (HBSS), aminoacidos nao essenciais, penicilina, estreptomicina e tripsina-EDTA foram
fornecidos pela Invitrogen Corporation (Life Technologies, S.A., Madrid, Espanha). O
Dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido a AppliChem (Darmstadt, Alemanha).

As células Caco-2 (passagens 6-17) e HT29-MTX (passagens 63-64) foram adquiridas a
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).

3.2. Amostra

As amostras de M. nodiflorum foram colhidas em setembro de 2023 pelo produtor RiaFresh e
gentilmente entregues no GRAQ - Instituto Superior de Engenharia do Porto, Portugal. As
amostras foram lavadas e desidratadas (Excalibur Food Dehydrator, EUA) a 41 °C durante 36
horas e, de sequida, trituradas num moinho (Moulinex A320, Franca) para obtencao de particulas

de 1mm (Figura 5). Posteriormente as amostras foram guardadas a 4 °C até extracao.
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Figura 5: Amostra de M. nodiflorum antes e depois de desidratada e triturada.

3.3. Extracao assistida por ultrassons

A EAU foi realizada com recurso a uma sonda de ultrassons (Sonic Vibracell, modelo VCX50,
Newtown, CT, EUA) com uma ponta de 13 mm de diametro, durante 31 minutos e a uma
intensidade de 30 W/m?, de acordo com o modelo experimental validado por Silva et al. (76,100).
Os solventes usados foram dgua e etanol (100% de agua, 100% de etanol e uma mistura
hidroalcodlica 50:50 (v/Vv)), na proporcao amostra/solvente de 10 %.

Apds extracao, as amostras foram centrifugadas a 5000 RPM, a 20 °C, durante 30 minutos e
filtradas por gravidade com recurso a um filtro de pregas. Posteriormente, os extratos foram
liofilizados (Telstar, model Cryodos -80, Espanha) e armazenados a temperatura ambiente até

analise (Figura 6).

Equipamento EAU

%
Extratos apds a
liofilizagdo

Amostra desidratada Extratos liquidos apds
e triturada a EAU

Figura 6: Representacdo esquematica do processo de extracao dos compostos bioativos da M. nodiflorum.

3.4. Digestao simulada in vitro

A digestao simulada in vitro foi efetuada de acordo com o procedimento descrito por Pinto et
al. (47). De forma resumida, os extratos foram dissolvidos no solvente de extracao a
concentracao de 50 mg/mL. Para a fase oral, foi adicionado fluido salivar simulado (contendo a-
amilase salivara 75 U/mL) na proporcao 1:1(m/v),apH 7 e as amostras foram incubadas durante
2 minutos a 37 °C num banho de dgua. Apds 2 minutos, foram recolhidas aliquotas de digestao

oral. No que toca a fase gastrica, foi adicionado ao digesto oral o fluido gastrico simulado
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(contendo pepsina 2000 U/mL), numa proporcao de 1:1 (v/v), a pH 3. Apds incubacao a 37 °C
durante 2 horas num banho de dgua, foram recolhidas aliquotas de digestao gastrica. Por fim,
para a fase intestinal, foi adicionado ao digesto gastrico o fluido intestinal simulado (contendo
pancreatina 100 U/mL e bilis 10 mM), numa proporcao de 1:1(v/v) a pH 7, tendo sido incubado a
37 °C durante 2 horas num banho de agua. Apds este periodo, foram recolhidas aliquotas de
digestao intestinal. As aliquotas recolhidas foram centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos e
armazenadas a-80 °C para posterior analise.
A taxa de recuperacao de fendlicos e flavonoides foi determinada pela sequinte Equacao 1:

R 50 (%) = Teor de fendlicos (ou flavonoides) na fracgido digerida < 100
ecuperagdo (%) = Teor de fenodlicos (ou flavonoides) na amostra nao digerida

Equacdo

O indice de recuperacao apds todas as fases de digestao corresponde a hioacessibilidade (%).

3.5. Determinacao do Teor de Polifendis Totais (TPT)

Para a determinacao do TPT foi usado o método Folin-Ciocalteu descrito por Pinto et al. (101).
Numa microplaca de 96 pocos, foram colocados 30 uL de branco/amostra/padrao e
adicionaram-se 150 pL de reagente Folin-Ciocalteu (1:10, v/v) e 120 uL de Na-C0s a 7,5% (m/v).
A microplaca foi incubada no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, VT, EUA) a
45 °C durante 15 minutos e, posteriormente, 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. De sequida, procedeu-se a leitura da absorvancia a 765 nm. Os ensaios foram efetuados em
triplicado, tendo sido usado &cido gdlhico para a curva de calibracao (gama de concentracdes
entre 5e 100 mg/L; R?> 0,9951). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes

de dcido gdlhico (EAG) por grama de extrato seco (ES) (mg EAG/g ES).

3.6. Determinacao do Teor de Flavonoides Totais (TFT)

Para a determinacao do TFT foi sequido o procedimento descrito por Costa et al. (102). Numa
microplaca de 96 pocos, foram colocados 30 uL de branco/amostra/padrao, 75 uL de dgua
destilada e 45 pL de NaNO; a 1% (m/v). Apds 5 minutos, adicionaram-se 45 uL de solucao de
AICl; a 5% (m/v), aguardou-se 1 minuto e adicionaram-se 60 uL de NaOH (1 M) e 45 uL de dgua
destilada. Apds homogeneizacao, procedeu-se a leitura da absorvancia (BioTek Instruments,
Synergy HT, VT, EUA) a 510 nm. Os ensaios foram efetuados em triplicado, tendo sido usada a

solucao de catequina para a curva de calibracao (gama de concentracoes entre 5 e 100 mg/L, R?
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> 0,9833). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de catequina (EC) por

gramade ES (mg EC/g ES).

3.7. Avaliagao in-vitro da capacidade antioxidante/antiradicalar

3.7.1. Avaliacao da capacidade antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP)

Para a determinacgao do capacidade antioxidante por reducao do ido férrico (FRAP) foi usado
o procedimento descrito por Benzie e Strain (103), com pequenas alteracdes (101). Numa
microplaca de 96 pocos, foram adicionados 30 uL de branco/amostra/padrao e 265 pL de
reagente FRAP previamente preparado (usando tampao acetato a 0,3 M de pH 3,6, solucao de
TPTZ a10 mM e solucao de cloreto férrico a 20 mM na proporcao de 10:1:1(v/v/v)). A microplaca
foi incubada no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, VT, EUA) a 37 °C durante
30 minutos. De seguida procedeu-se a leitura da absorvancia a 595 nm. Os ensaios foram
efetuados em triplicado, tendo sido usada a solu¢ao de sulfato ferroso para a curva de calibracao
(gama de concentracoes entre 25 e 500 uM, R? > 0,9996). Os resultados foram expressos em

miligramas de equivalentes de sulfato ferroso (ESF) por grama de ES (mg ESF/g ES).

3.7.2. Avaliacao da capacidade de inibicao do radical ABTS™

Para a determinacao do ABTS foi seguido o procedimento descrito por Pinto et al. (104). A
solucao stock de ABTS* (7 mM), previamente preparada e enriquecida com persulfato de
potassio (2,45 mM), permaneceu 16 horas no escuro, a temperatura ambiente, para que a reacao
ocorresse. Posteriormente, a solucao foi filtrada com um filtro de nylon (0,22 um) e diluida em
agua ultrapura até obter uma absorvancia de 0,700 + 0,02 apds leitura a 734 nm.

De seguida, numa microplaca de 96 pocos, foram adicionados 20 pL de
branco/amostra/padrao e 180 uL da solucao de trabalho de ABTS™. A microplaca foi incubada
durante 6 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e procedeu-se a leitura da
absorvancia a 734 nm no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, VT, EUA). Os
ensaios foram efetuados em triplicado, tendo sido usada a solucao de acido ascdrbico para a
curva de calibragcdo (gama de concentracdes entre 5 e 100 ug/mL, R? > 0,9972). Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalentes de dcido ascérbico (EAA) por grama de ES (mg

EAA/gES).
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3.8. Avaliacao da capacidade de captacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A capacidade de captacao de ERO dos extratos e respetivos digestos foi avaliada
relativamente ao radical anido superdxido (0:.*7), peréxido de hidrogénio (H-0), d&cido
hipocloroso (HOCI) e radical peroxilo (RO0*). Os extratos foram dissolvidos na solugao de tampao
fosfato utilizada em cada ensaio, em diferentes concentracdes. O acido galhico foi utilizado como
controlo positivo e a leitura das microplacas foi realizada no leitor de microplacas Synergy HT

(BioTek Instruments, VT, EUA).

3.8.1. Determinacdo da capacidade de captacao do radical superéxido

A capacidade de captacao do radical superéxido (0.*") foi determinada pelo método
colorimétrico descrito por Pinto et al. (46), que consiste na geracao do 02°*" a partir de oxigénio
dissolvido por acoplamento PMS/NADH, favorecendo a reducao de NBT a diformazan, de cor
roxa. Os reagentes NADH, NBT e PMS, bem como os extratos, foram dissolvidos em tampao
fosfato 19 mM a pH 7,4. Numa microplaca de 96 pocos, foram colocados 50 uL de
amostra/branco/controlo, 50 pL de NADH 166 pM e 150 pL de NBT 43 pM. Por fim,
adicionaram-se 50 uL de PMS 2,7 uM e procedeu-se a leitura da absorvancia a 560 nm durante
6 minutos. Como controlo positivo foi usado o dcido galhico nas concentracoes entre 3,91 e 125
ug/ml. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicao para os digestos e metade

da concentragao maxima inibitdria (ICso) para os extratos nao digeridos e acido gdlhico.

3.8.2. Determinacao da capacidade de captacao de perdxido de hidrogénio

A capacidade de captacao de H.0: foi determinada segundo o procedimento descrito por Pinto
et al. (6), detetando o H.0: produzido num meio contendo ABTS e peroxidase. Numa microplaca
de 96 pocos, foram adicionados 20 uL de amostra/controlo/branco, 100 uL de tampao fosfato
01MapHT74e 20 pL H202 10 mM. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 5 minutos.
Posteriormente, adicionaram-se 30 uL de ABTS 1,25 nM e 30 pL de solucao de peroxidase 1
U/mL. Apds nova incubagao da placa a 37 °C durante 10 minutos, procedeu-se a leitura da
absorvancia a 405 nm. Como controlo positivo, foi usado dcido galhico nas concentracdes entre
31,25 e 1000 pg/ml. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicao para os

digestos e extratos nao digeridos e I1Cso para o dcido galhico.
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3.8.3. Determinacao da capacidade de captacao do acido hipocloroso

A capacidade de captacao do HOCI foi determinada sequndo o método descrito por Pinto et al.
(46), 0 qual consiste na oxidacao de DHR, induzida por HOCI, e na formacao de um composto
fluorescente, a rodamina. Inicialmente o HOCI foi preparado através do ajuste de pH de uma
solucao de 1% (v/v) de NaOCl a 6,2, com adicao gota agotade H.50,a10% (v/v). Posteriormente,
foi determinada a concentracao da solucao de NaOCl preparada por leitura da absorvancia a 235
nm num espetrofotémetro. De sequida, numa microplaca de 96 pocos de fundo preto, foram
adicionados 150 pL de tampao fosfato 100 mM a pH 7,4, 50 uL de amostra/branco/controlo, 50
puL de DHR 5 uM e 50 pL de HOCI 5 uM. A intensidade de fluorescéncia foi lida a 485 + 20 nm e
528 + 20 nm, a 37 °C durante 5 minutos. Como controlo positivo, foi usado o acido galhico em
concentracoes entre 0,24 e 7,81 ug/ml. Os resultados foram expressos em percentagem de

inibicao para os digestos e ICso para os extratos nao digeridos e acido galhico.

3.8.4. Determinacdo da capacidade de captacao do radical peroxilo

A capacidade de captacao do ROO*, foi determinada segundo o procedimento descrito por
Pinto et al. (46), consistindo inicialmente na producao do radical por decomposicao térmica do
AAPH a 37 °C. Este radical oxida a fluoresceina, resultando num decaimento da intensidade de
fluorescéncia (46).

Numa microplaca de 96 pocos, foram adicionados 150 pL de fluoresceina 61,2 nM, 25 pL
amostra/padrao/branco e 25 uL de AAPH 19,1 nM. A intensidade de fluorescéncia foi lida a 485
+20nme 528 +20nm,a 37 °Cde minuto aminuto durante 120 minutos. O Trolox foi usado como
padrao, sendo os resultados expressos em pg de equivalentes de Trolox (ET) por mg de ES (ug

ET/mgES).

3.9. Atividade da acetilcolinesterase

Para avaliacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi usado o procedimento descrito
pelo fornecedor do kit de ensaio (MAK119, Sigma-Aldrich, EUA). Numa microplaca de 96 pocos,
foram adicionados 10 puL de amostra e 190 pL de reagente de reacao. A microplaca foi incubada
no leitor de microplacas (BioTek Instruments, Synergy HT, VT, EUA) a temperatura ambiente
durante 2 minutos. De sequida, procedeu-se a leitura da absorvancia inicial a 412 nm. A

microplaca continuou aincubar por mais 10 minutos a temperatura ambiente, tendo-se procedido
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novamente a leitura da absorvancia a 412 nm. Os resultados foram expressos em percentagem

deinibicao da atividade da AChE.

3.10. Atividades das enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica

A atividade das enzimas antioxidantes, nomeadamente CAT, GSH-Px, e SOD, foi avaliada
utilizando kits enzimaticos comerciais e seguindo as indicacdes dos fabricantes. A LPO foi
analisada por determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA) usando um kit comercial. Para
as leituras de absorvancia foi utilizado o leitor de microplacas Synergy HT (BioTek Instruments,
VT, EUA), exceto para o ensaio da GSH-Px no qual foi usado o espetrofotémetro Nicolet evolution

300 (ThermoScientific, Inglaterra).

3.10.1. Avaliacao da atividade enzimatica da catalase

O método para avaliacao da atividade enzimatica da CAT baseia-se nareacao da enzima com
o metanol, na presenca de H.0.. O formaldeido produzido é medido espectrofotometricamente
com 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole (Purpald®). O Purpald® forma,
especificamente, um heterociclo biciclico com aldeidos que, apds oxidacao, passa de incolor a cor
purpura. Numa microplaca de 96 pocos, adicionaram-se 100 uL de tampao de ensaio, 30 pL de
metanol, 20 pL de padrdo/controlo/amostra e 20 uL de Hz0,. A microplaca foi incubada num
agitador durante 20 minutos a temperatura ambiente. De sequida, adicionaram-se 30 pL de
hidréxido de potdssio e 30 L de Purpald® (cromogénio). A microplaca foi novamente incubada
mais 10 minutos em agitacao, a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se 10 uL de
periodato de potdssio e apds incubar 5 minutos em agitacao a temperatura ambiente procedeu-
se a leitura da absorvancia a 540 nm. O formaldeido foi usado como padrao. Os resultados foram

expressos em nmol de formaldeido, por minuto, por grama de ES (nmol/min/g ES).

3.10.2. Avaliacao da atividade enzimatica da glutationa peroxidase

A atividade enzimdtica da GSH-Px foi determinada pelo método indireto que se baseia na
oxidacao do glutatido (GSH) em glutatido oxidado (GSSG), catalisada pela GSH-Px. O substrato
usado para esta reacdao é o hidroperéxido de terc-butilo (t-Bu-OOH), o qual reage
espontaneamente com o GSH. Numa cuvete de quartzo, adicionaram-se tampao de ensaio,
NADPH, amostra/enzima e t-Bu-OOH, de acordo com os volumes descritos no protocolo do

fabricante. Procedeu-se a seis leituras de absorvancia a 340 nm de 10 em 10 segundos, tendo
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sido a primeira leitura efetuada com um atraso de 15 segundos. Os resultados foram expressos

em umol de NADP*, por minuto, por grama de ES (umol/min/g ES).

3.10.3. Avaliacao da atividade enzimatica da superdxido dismutase

Na avaliacao da atividade enzimdtica da SOD foi usado um kit comercial que se baseia na
reducao do WST-1 [2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal
monossadico] que produz um corante formazan soltivel em dgua apds a reducdo com o aniao
superoxido. A reducao do superdxido esta linearmente relacionada com a atividade da xantina
oxidase que é inibida pela SOD. Numa microplaca de 96 pocgos, adicionaram-se 20 pL de
amostra/padrao/branco, 200 uL de WST-1, e 20 uL de solucao de trabalho de enzima, de acordo
com o descrito no protocolo do kit. A microplaca foi incubada 20 minutos a 37 °C e a absorvancia
foi lida a 450 nm. Os resultados foram expressos em umol/min/g ES relativos a atividade da

SOD.

3.10.4. Avaliacao da peroxidacao lipidica

Para a avaliacao da LPO foi usado um kit comercial que se baseia na reacao do MDA com o
acido tiobarbittrico (TBA). Em tubos de ensaio de vidro, foram colocados 125 pL de amostrae 375
uL de solucao de TBA. Os tubos foram incubados a 90 °C durante 60 minutos. Apds
arrefecimento, transferiram-se 200 pL de cada tubo para uma microplaca de 96 pocos,
procedendo-se a leitura da absorvancia a 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol de

MDA por miligrama de ES (nmol MDA/mg ES).

3.11.Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada em duas linhas celulares intestinais, nomeadamente Caco-2
e HT29-MTX. As duas linhas celulares foram cultivadas em frascos de cultura celular usando
meio DMEM suplementado com10% (v/v) de FBS, 1% (v/v) de aminoacidos essenciais e 1% (v/v)
de antibidtico. As células foram incubadas (Panasonic, CO Incubator MCO-18AC, Japao) a 37 °C
num ambiente com 5% de CO.. O meio de cultura foi mudado de dois em dois dias até atingirem a
confluéncia. A viahilidade celular foi avaliada pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difeniltetrazdlio (MTT). Este método permite avaliar a atividade metabdlica das células
através da absorcao e reducao do anel tetrazdlico de MTT pelas mitocdondrias celulares (104). 0

ensaio de MTT foi realizado de acordo com o método descrito por Pinto et al. (104), numa

29



microplaca de 96 pocos. As células foram semeadas, com uma densidade de 25 x 103/mL, e
cultivadas durante 24 horas a 37 °C num ambiente com 5% de CO.. De sequida, adicionaram-se
os extratos previamente dissolvidos em meio DMEM em diferentes concentracdes (entre os
31,25 e 1000 ug/mL), tendo sido as placas incubadas nas mesmas condicdes durante 24 horas.
Posteriormente, os extratos foram retirados, as células foram lavadas com uma solucao
tamponada com fosfato (PBS pH 7,4), e o reagente MTT, previamente dissolvido em meio DMEM,
foi adicionado. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 3 horas, para permitir a formacao de
cristais de formazan. De seguida, o meio foi removido e adicionaram-se 150 uL de DMSO para
solubilizar os cristais de formazan. Procedeu-se a leitura da absorvancia a 490 nm, com
subtracao de fundo a 630 nm. O meio DMEM e o reagente Triton X-100 foram usados,

respetivamente, como controlos positivo e negativo.

3.12. Permeabilidade intestinal in vitro

De forma a simular a permeabilidade in vitro, os digestos intestinais dos extratos foram
expostos a um modelo de co-cultura intestinal composto por Caco-2 e HT29-MTX, de acordo
com o método descrito Antunes et al. (105).

Inicialmente, as células Caco-2 e HT29-MTX foram cultivadas até atingirem 90-95% de
confluéncia. De sequida, as células foram semeadas no compartimento apical (densidade de 1 x
10° células/cm?) de placas Transwell® de 12 pogos (3 um de diametro dos poros, policarbonato,
1,12 cm?), aplicando um récio de 90:10 (Caco-2: HT29-MTX). O meio foi mudado a cada dois dias
e a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) foi medida usando um voltimetro epitelial EVOM
equipado com elétrodos (World Precision Instruments, Sarasota, FL, EUA) para monitorizar a
integridade da monocamada celular.

Apds o periodo de cultivo de 21 dias, o meio de cultura foi removido e as monocamadas de
células foram lavadas duas vezes com HBSS a 37 °C. Adicionaram-se 400 pL dos digestos
intestinais de cada um dos extratos no compartimento apical e 1200 pL de HBSS no
compartimento basolateral. A tempos fixos (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos), 0
TEER foi medido e foram recolhidas aliquotas de 200 pL do compartimento basolateral e reposto

0 mesmo volume de HBSS, mantendo-se sempre o modelo a 37 °C.
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3.13. Identificacao e quantificacao de compostos fendlicos por UPLC-QTOF-MS

A identificacao e quantificacao dos compostos fendlicos foi realizada utilizando um
espetrometro de massa de alta resolucao. Para tal, recorreu-se ao equipamento Agilent 1290
UPLC (cromatografia liquida de ultra eficiéncia), equipado com um amostrador automatico e um
conjunto de diodos da série 1290, atuando como cromatdgrafo acoplado ao espetrémetro de
massa Quadrupole Time of Flight (QTOF).

Apds a coluna, o fluxo foi dividido com uma juncao T passiva, direcionando o liquido para o
conjunto de diodos ou para o espetrémetro de massa. O Agilent 6530 QTOF foi utilizado em modo
Electrospray. O instrumento estd equipado com uma fonte Jet Stream e opera em modo de ides
positivos. Durante a aquisicao, as massas foram calibradas utilizando a mistura de calibracao da
Agilent. Como fase estacionaria, foi utilizado uma coluna Agilent SB C18 (3 x 100 mm; 1,7 um). Os
eluentes foram dgua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrilo com 0,1% de &cido férmico (B).
0 caudal foi fixado em 0,5 ml/min. O gradiente comecou com 90% de A e manteve-se isocrdtico
durante 1 minuto, depois passou para 85% de B em 10 minutos e atingiu 90% de B em 12 minutos,
permanecendo isocratico até 14 minutos.

Para aidentificacao dos compostos, adotaram-se trés critérios diferentes: em primeiro lugar,
a correspondéncia do HR-MS (Espectrometria de massa de alta resolucao) e o calculo da férmula
molecular; em segundo lugar, a correspondéncia dos dados de MS e de fragmentacao, bem como
a compatibilidade do espetro UV, com a estrutura quimica proposta e, em terceiro lugar, a

comparacao com o padrao de referéncia.

3.14. Andlise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o Microsoft Office Excel® 2016, o SPSS® versao 29
(Testes de Homogeneidade de Variancia e testes One Way ANOVA e Tukey's HSD) e o GraphPad
Prism® versao 7. 0s resultados foram apresentados como média + desvio padrao. Para um valor

de p<0,05, as amostras foram consideradas estatisticamente significativas.
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4. Resultados e discussao

41. Rendimento do processo de extracao

e

A solubilidade dos compostos € influenciada por fatores como solvente de extracao, a
temperatura, a proporcao soluto/solvente, o tempo de contato, a poténcia e o ciclo dos ultrassons
(106). Estas varidveis foram estudadas em pormenor em varios estudos, e para reduzir o niimero
de experiéncias e erros experimentais, a metodologia de superficie de resposta (MSR) tem sido
utilizada como uma ferramenta matemadtica util para avaliar a relagao entre diversos parametros
independentes (25,31,100). Esta metodologia é aplicada eficazmente nos procedimentos de EAU
para estabelecer as condicdes Gtimas de extracao (31,100).

Para este estudo, foram aplicadas as condicdes descritas por Silva et al. (100). Os resultados
obtidos para o rendimento de extracao dos extratos aquoso (AQ), hidroalcodlico (HA) e alcodlico

(AL) de M. nodiflorum estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento extracdo dos extratos de M. nodiflorum preparados por EAU.

Solvente Aquoso | Hidroalcodlico | Alcodlico

% rendimento de extracao | 21,04+0,09'| 2098+0,32"' | 20,49+0,30’

Os resultados sao expressos como média + desvio padréo (n = 3). Ndmeros diferentes denotam diferencas significativas
(p>0,05) entre os extratos.

0 valor mais elevado de rendimento de extracao foi obtido para o extrato AQ (21,04%), sequido
do extrato HA (20,98%) e do extrato AL (20,49%), sem diferencas significativas entre eles
(p>0,05). Os resultados obtidos foram inferiores aos alcangados em estudos realizados na
haldfita Salicornia ramosissima, Correia et al. (7) obtiveram percentagens de rendimento de
extracao superiores, variando entre 21,27% e 21,65% para extratos preparados por extracao
subcritica com dgua (ESA) a diferentes temperaturas (110-180 °C). Nesta mesma espécie, Silva
etal.(9) alcancaram rendimentos de extracao de 26,10% e 21,14%, respetivamente, para extratos

preparados por EAM e extracao convencional (maceracao com agua).
4.2. TPT, TFT e atividade antioxidante e antiradicalar

Os resultados de TPT, TFT e atividade antioxidante e antiradicalar (avaliada pelos ensaios

ABTS e FRAP) dos extratos AQ, HA e AL de M. nodiflorum estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Teor de polifendis e flavonoides total, bioacessibilidade e atividade antioxidante/antiradical dos extratos de M. nodiflorum preparados

por EAU antes e apds digestao gastrointestinal in vitro.

TPT (mg EAG Recuperacao de Recuperacaode | ABTS (mgEAA/g | FRAP (mg ESF/g
/qES) fendlicos (%) TFT (mg EC/gES) flavonoides (%) ES) ES)
Oral 405+0,07¢ 97,76 +165¢ 0,67+0,00¢ 8,70+ 0,06" 419+0.20°¢ 367+0,01¢

o Digestao
§ simuladain| Gastrico 8,24+012° 198,97 +2,89° 0,76+0,00¢ 9,82+0,01° 486+0.23¢ 8,45+0,12°
o vitro
< Intestinal | 1596 +0,162 38523+3,76° 3,98+0,07" 51,31+0,85° 2511 +0,.21°2 1425+0,24°

Extrato nao digerido 414 +0573¢ - 7,75+017>2° - 6,92+ 0,963° 8,72+1193°
9 Oral 489+0,01°¢ 7818+ 0,10°¢ 0,69+0,00¢ 8,56+0,05¢ 493+0,04°¢ 6,09+0,00¢
5 | Digestao
8 |simuladain| Gastrico 759+01° 121,33 +1,82° 160+£0,00¢ 19,92+ 0,03" 723+035¢ 10,95+ 0,04¢
m -
o vitro
S Intestinal | 16,38 +0,06° 26179+0,95°2 463+0/14° 5780+176° 2714 +011¢2 1921+0,472
T

Extrato nao digerido 6,26+0,812¢ - 8,02+0,502° - 962+119"b 1451+1132°

Oral 741+£025¢ 54,97 +1,88¢ 1,03+0,07¢ 8,23+056° 372+0,04¢ 1319+ 0,40°

S Digestao
Z§ simuladain| Gastrico 10,20+ 014" 7559+106° 184+0,06¢ 1478 +0,46° 503+015¢ 18,70+ 0,74°
S vitro
< Intestinal | 2125+0,58° 157,53+ 4,31° 6,56+0,41° 52,58+3,.28° 23,72+ 0,672 33,84+0,02°

Extrato nao digerido 13,49 +1,96"° - 12,48 +1,87 "2 - 812+0,6732" 3098+3,44"°

EAG, equivalentes de dcido galhico. EC, equivalentes de catequina. EAA, equivalentes de acido ascdrbico. EFS, equivalentes de sulfato ferroso. FRAP, ferric reducing antioxidant power. ES, extrato
seco. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes (a, b, ¢ e d) denotam diferencas significativas (p<0,05) entre digestos dentro do mesmo extrato. Ndmeros
diferentes (1, 2 e 3) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os extratos nao digeridos.
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Considerando o solvente de extracao, os resultados de TPT, TFT e FRAP melhoraram
significativamente (p<0,05) pela sequinte ordem AQ < HA < AL, com excecao do ensaio de TFT
entre o extrato AQ e HA em que a diferenca nao foi significativa (p>0,05). No ensaio ABTS, o
extrato HA apresentou os melhores resultados (Tabela 4).

Estes resultados corroboram o estudo efetuado por Silva et al. (8) na haléfita Disphyma
crassifolium, utilizando as mesmas condicoes de extracao. De acordo com os autores, o extrato
AL apresentou melhores resultados do que o extrato AQ, concluindo-se que o etanol foi o
solvente que conferiu melhor capacidade de solubilidade dos compostos de interesse. Porém, a
haldfita D. crassifolium apresentou, de uma forma geral, resultados de TPT, TFT, ABTS e FRAP
superiores ao obtidos no presente estudo.

Analisando mais detalhadamente os valores de TPT, observou-se uma menor quantidade de
polifendis no extrato AQ (4,14 mg EAG/g ES), aumentando no extrato HA (6,26 mg EAG/g ES) e
obtendo-se uma concentracao ainda maior no extrato AL (13,49 mg EAG/g ES), com diferencas
significativas (p<0,05) entre os trés extratos.

Em comparacao com estudos realizados na M. nodiflorum, mas utilizando técnicas de
extracao diferentes, a EAU apresentou melhores resultados. Arena et al. (19), obtiveram um TPT
inferior a 4,5 mg EAG/qg para extratos preparados por EFS, enquanto Lima et al. (5) reportaram
um TPT de 4,39 mg EAG/q ES para extratos preparados em banho de ultrassons com 80% de
acetona. Noutro estudo, Hanen et al. (107) obtiveram um valor de 1,72 mg EAG/g para um extrato
preparado por maceracao em metanol.

Observando outras espécies de haldfitas, como S. ramosissima, o TPT foi superior (25,66 mg
EAG/g ES) em extratos obtidos por ESA (7). Como mencionado anteriormente, a haldfita D.
crassifolium apresentou valores de 849 e 5313 mg EAG/g ES nos extratos AQ e AL,
respetivamente, usando a mesma técnica e condices de extracao (8).

No que diz respeito ao TFT, ndo se observaram diferencas significativas (p>0,05) entre os
extratos AQ e HA (7,75 mg EC/g ES e 8,02 mg EC/g ES, respetivamente). O melhor resultado foi
obtido parao extrato AL, com 12,48 mg EC/g ES, apresentando diferencas significativas (p<0,05)
com os restantes. Hanen et al. (107) obtiveram um valor inferior a 0,45 mg EC/q ES para extratos
metandlicos de M. nodiflorum.

Deste modo, a M. nodiflorum revelou um contetido semelhante de flavonoides em
comparacao com a haldfita D. crassifolium, utilizando a mesma técnica e condicoes de extracao

(8,02 e 18,98 mg EC/g ES nos extrato AQ e AL, respetivamente) (8). No entanto, a espécie M.
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nadiflorum revelou valores superiores aos da espécie S. ramosissima para extratos obtidos por
EAM e EC (maceracao com dgua), com TFT de 8,44 e 8,41 mg EC/q ES, respetivamente (9).

Relativamente a atividade antioxidante e antiradicalar, o extrato HA apresentou melhor
capacidade de captacao de radicais ABTS (9,62 mg EAA/g ES), sequido do extrato AL (8,12 mg
EAA/g ES) e do extrato AQ (6,92 mg EAA/qg ES), com diferencas significativas entre os trés
(p<0,05). No ensaio FRAP, o extrato AL apresentou um valor superior (30,98 mg ESF/q ES),
seguido do extrato HA (14,51 mg ESF/g ES) e do extrato AQ (8,72 mg ESF/g ES), novamente com
diferencas significativas entre os trés (p<0,05).

Comparando com o estudo de Silva et al. (8), os resultados de ABTS no extrato HA de M.
nodiflorumforam semelhantes aos do extrato AL da haldfita D. crassifolium (9,37 mg EAA/g ES),
tendo, no entanto, obtido um resultado inferior no ensaio FRAP (149,69 umol ESF/g ES). Da
mesma forma, os extratos de M. nodiflorum apresentaram menor atividade antioxidante e
antiradicalar do que os extratos da espécie S. ramosissimapreparados por ESA (ABTS: 39,50 mg
EAA/q ES; FRAP: 422,57 umol ESF/g ES) (7) e EAM (ABTS: 17,74 ug EAA/q ES; FRAP: 65,56
umol ESF/g ES) (9).

A técnica de EAU com o solvente etanol obteve melhores resultados para a maioria dos
ensaios comparando com os resultados obtidos para a mesma espécie com recurso a técnicas
de extracdo diferentes, nomeadamente a maceracao (107). Com efeito, esta técnica revelou ser
promissora, empregando tempos de extracao mais curtos, quantidades reduzidas de solventes e

baixo consumo energético (100).

4.3. Digestao gastrointestinal in vitro

4.3.1. Efeitos dadigestao gastrointestinal in vitrono TPT e TFT

Os efeitos da digestao gastrointestinal in vitrono TPT e TFT dos trés extratos de M. nodiflorum
estdo sumarizados na Tabela 4.

Apds digestao gastrointestinal in vitro, verificou-se que houve uma variacao significativa no
TPT ao longo da fase digestiva, aumentando pela seguinte ordem oral < gastrico < intestinal
(p<0,05) para os trés extratos obtidos com diferentes solventes de extracdo. As percentagens de
aumento do TPT apds as fases gdstrica e intestinal foram de 1,9 e 2,0 vezes, respetivamente,
para o extrato AQ; 1,6 e 2,2 vezes, respetivamente, para o extrato HA; e 14 e 21 vezes,

respetivamente, para o extrato AL.
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Comparando os resultados dos extratos nao digeridos com os digestos, o TPT diminuiu apés
digestao oral, sem significancia quando comparado com os extratos nao digeridos (p>0,05), com
excecao do extrato AL, tendo aumentado na fase gastrica para valores superiores aos dos
extratos (p<0,05), novamente com excecao do extrato AL. O TPT, em relacao aos extratos nao
digeridos, aumentou 3,9 vezes no extrato AQ, 2,6 vezes no extrato HA, e 1,6 vezes no extrato AL
apds a fase intestinal, sendo o melhor resultado obtido para o extrato AL (21,25 mg EAG/g ES).

Num estudo semelhante, o mesmo padrao de variacao de TPT foi observado por Li et al. (48),
em nozes (Juglans regia), améndoas (Prunus dulcis) e cajus (Anacardium occidentale). Os autores
reportaram uma ligeira descida no TPT apds a fase oral, em compara¢ao com os extratos nao
digeridos, e um constante aumento durante as restantes fases digestivas. O melhor resultado foi
obtido em nozes cruas, onde o TPT aumentou 6 vezes, de 0,52 para 3,14 mg EAG/g entre o
extrato nao digerido e apés afase intestinal (48). lgualmente, Liu et al. (98), obtiveram resultados
semelhantes em cereja selvagem do Himalaia (Prinsepia utilis), com o TPT aumentando
significativamente durante o processo digestivo em comparacao com a amostra nao digerida,
correspondendo a um aumento de 1.2 vezes apos a fase gastrica e 1,4 vezes apds a fase
intestinal. Noutro estudo envolvendo uma espécie de algas vermelhas (Porphyra haitanensis),
também se verificou um aumento do TPT durante todo o processo digestivo, incluindo na fase
oral (90). Resultados semelhantes foram também obtidos em polpa de jaca (Artocarpus
heterophyllus) (89), na pele de prata dos graos de café (Coffea arabica, de vérias origens) (108),
em algas marinhas de praias australianas (Phyllospora comosa, Ecklonia radiata, Durvillaea sp.,
Sargassum sp., e Cystophora sp) (91), em sementes de sésamo (Sesamum indicum L.) (97) e em
feijao daespécie Vigna (V. angularis, V. radiata, V. mungo e V. unguiculata) (109).

Estes resultados sugerem que os fluidos digestivos e as respetivas mudancas de pH levam a
uma libertacao lenta e progressiva dos compostos fendlicos da matriz da haldfita durante o
processo digestivo, ou facilitam a sua metabolizagao noutros compostos fendlicos que se tornam
potencialmente disponiveis para absorcao intestinal. Os polifendis em ambiente acido podem
sofrer hidrélise e alguns glicosideos podem ser convertidos em agliconas, aumentando o
contedido fendlico (89).

Existe igualmente a possibilidade de existirem compostos fendlicos ligados a fibras da matriz
da planta, por ligacdes glicosidicas e ésteres (dificeis de separar e extrair) (91, 95), ocorrendo a
sua libertagao durante a digestao, tal como descrito por Dong et al. (92). Esta libertacao ocorre

por hidrélise acida, hidrdlise alcalina e pela acao enzimatica (95). A pepsina promove a hidrélise
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de ligaces quimicas (ligacdes covalentes, ligacdes de hidrogénio, etc.), levando a libertacao de
polifendis que estejam ligados a macromoléculas, como proteinas e hidratos de carbono,
enfraquecendo também algumas das ligagoes éster onde os acidos fendlicos interagem com a
parede celular, libertando-os (89).

Contrariamente, o TFT diminuiu significativamente (p<0,05) nos trés extratos apés a digestao
gastrointestinal in vitro, seguindo a ordem oral < gastrico < intestinal < extrato nao digerido, com
excecao entre as fases oral e gdstrica em que a diferenca nao foi significativa (p>0,05). As
percentagens de aumento do TFT apds as fases gdstrica e intestinal foram de 12,9% e 422,3%,
respetivamente, para o extrato AQ; 132,8% e 190,1%, respetivamente, para o extrato HA; e 79,6%
e 255,9%, respetivamente, para o extrato AL. Na fase gastrica verifica-se uma recuperacao de
flavonoides pouco expressiva em comparacao com a fase oral para os trés extratos, os quais
foram mais eficazmente recuperados na fase intestinal, explicando a acao da pancreatina, dos
sais biliares e do pH neutro na libertacao de flavonoides dos extratos de M. nodiflorum para o
meio digestivo. Estes resultados estao de acordo com os resultados obtidos em casca de
castanha, frutos de mirtilo, graos de café torrados e bolachas funcionais enriquecidas com

extratos fendlicos (12, 41,96, 109, 110).

4.3.2. Bioacessibilidade

A bioacessibilidade refere-se a quantidade de compostos fendlicos que sao liberados do
extrato durante a digestao gastrointestinal, tornando-se assim potencialmente disponiveis para
absorcao intestinal (41).

A recuperacao de polifendis e flavonoides aumentou pela seguinte ordem: fase oral < fase
gastrica < fase intestinal. Como mostra na Tabela 4, a digestao oral foi a que reteve menos
polifendis (97,76%, 78,18% e 54,97%, respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL). Uma grande
parte foi recuperada na digestao gastrica (198,97%, 121,33% e 75,59%, respetivamente, nos
extratos AQ, HA e AL). As maiores taxas de recuperacao foram obtidas apds a digestao intestinal
(385,23%, 261,79% e 157,53%, respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL), com diferencas
significativas entre as trés fases (p<0,05).

Quanto abioacessibilidade dos flavonoides, a digestao oral foi a que reteve menos flavonoides
(8,70%, 8,56% e 8,23%, respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL), aumentando ap6s a digestao
gastrica (9,82%, 19,92% e 14,78%, respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL). A maiores taxas
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de recuperacao foram obtidas apds a digestao intestinal (5131%, 57,80% e 52,58%,
respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL).

Estes resultados foram de encontro aos valores de TPT obtidos, revelando-se bastante
promissores. As taxas de recuperacao acima dos 100% apds a digestao intestinal reforcam a
hipdtese de que a neutralizacao do pH e as enzimas intestinais, tais como a pancreatina e os sais
biliares, exercem uma influéncia significativa na recuperacao de compostos fendlicos, quando
comparados com os ambientes gdstrico e oral (83). Estas taxas de recuperacao elevadas podem
estar associadas a maior solubilidade e polaridade destes compostos no meio intestinal (83),
favorecendo a sua libertacao da matriz alimentar e subsequente metabolizagao em compostos
menos complexos ou biotransformacao de acidos fendlicos complexos e flavonoides em
metabolitos mais pequenos (12). As interacdes dos compostos fendlicos e flavonoides com
minerais, pigmentos, acidos gordos e aclicares pode igualmente justificar as taxas de
recuperacao obtidas (41), uma vez que os fluidos digestivos em pH &cido e alcalino podem
precipitar os compostos fendlicos (41).

As taxas de recuperacao dos compostos fendlicos superiores a 100% sao consistentes com
estudos efetuados em nozes (J. regia), améndoas (P. dulcis) e cajus (A. occidentale) (48), bem
como em feijao da espécie Vigna (V. angularis e V. unguiculata) (109), apds a fase intestinal. Um
padrao idéntico foi também observado em bolachas enriquecidas com extrato de cascas de

castanha (12), mas com valores inferiores.

4.3.3. Atividade antioxidante e antiradicalar apds digestao in vitro

As propriedades antioxidantes e antiradicalares dos trés extratos aumentaram pela sequinte
ordem: oral < gastrico < extrato nao digerido < intestinal (Tabela 4) A atividade antioxidante e
antiradicalar, quando comparada com os extratos nao digeridos, aumentou ao longo do processo
digestivo pela acao de enzimas e alteracoes do pH.

No que diz respeito ao ensaio ABTS, o aumento da capacidade de captacao de radicais entre a
fase oral e gastrica nao foi significativo (p>0,05), correspondendo a 16%, 46,5% e 35,3%,
respetivamente, para os extratos AQ, HA e AL. Apds a fase intestinal, houve um aumento
significativo (p<0,05) de 416,7%, 275,7% e 371,9%, respetivamente, para os extratos AQ, HA e
AL. O melhor resultado obtido para o ABTS foi de 27,14 mg EAA/q ES apds a digestao intestinal
do extrato HA.
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No ensaio FRAP, as taxas de aumento tiveram um comportamento diferente entre os
diferentes extratos. No extrato AQ, o maior aumento ocorreu entre a fase oral e gastrica,
correspondendo a 130%, enquanto um aumento de 68,7% foi obtido apds a fase intestinal. No
extrato HA, o aumento foi de 79,8% e 75,5%, respetivamente, apds as fases gastrica e intestinal.
No extrato AL, apds a fase gastrica o aumento foi de 41,7%, tendo aumentado para 63,3% apds a
fase intestinal. Comparando as diferentes fases da digestao, as alteracoes foram significativas
(p<0,05), com excecao entre as fases oral e gdstrica do extrato AL. O melhor resultado obtido no
ensaio de FRAP foi de 33,84 mg ESF/q ES apds a digestao intestinal do extrato AL.

Perante estes resultados, é possivel afirmar que os efeitos da digestao gastrointestinal
(alteracdes de pH e enzimas) otimizaram a capacidade antioxidante e antiradicalar dos trés
extratos, apresentando resultados concordantes com os valores obtidos para o TPT e
confirmando aimportancia dos compostos fendlicos na atividade antioxidante e antiradicalar. O
potencial antioxidante e antiradicalar dos extratos de M. nodiflorum apds digestao
gastrointestinal pode estar associado ao aumento dos grupos hidroxilo dos fendlicos libertados
dos mondmeros ou agliconas em ambiente intestinal, oferecendo melhores propriedades
antioxidantes (83, 89). Além disso, a libertacao dos compostos fendlicos da matriz alimentar e a
sua biotransformacao durante a digestao, com influéncia da alteracao do pH e enzimas, em
moléculas soltiveis e interacao com outros nutrientes (por exemplo, minerais, vitaminas, acidos
gordos, e fibras) podem conferir um maior potencial de captacao de radicais livres (ABTS) e
reducao deides férricos (FRAP) aos digestos em comparagao com os extratos nao digeridos (41).
Foram verificados resultados semelhantes em feijao da espécie Vigna(109), na pele de prata dos
graos de café (108) e em cereja selvagem do Himalaia (P. utilis) (98), nos quais se verificou um

aumento da atividade antioxidante e antiradicalar apds a fase intestinal.

4.3.4. Capacidade de eliminacao de espécies reativas de oxigénio (ERO)

De acordo com a Tabela 5, os extratos nao digeridos evidenciaram maior capacidade de
captacao de espécies reativas, sequidos pelos digestos intestinais (expeto para 0,*-). As
eficiéncias de captacao mais elevadas, apds a digestao, foram obtidas para o HOCI.

A capacidade de eliminacao de Oz*", entre os extratos nao digeridos, foi mais alta no extrato
AL (IC50=32,12 ug/mL), mas com uma capacidade de eliminacao inferior quando comparada com
o acido galhico (ICso de 23,84 ug/mL) usado como controlo positivo (p>0,05). Entre os digestos,

obteve-se um comportamento diferente para os trés extratos. No extrato HA, afase oral foi a que
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revelou melhor percentagem de inibicao (97,95%), sequida das fases gdstrica e intestinal (88,11%
e 23,73%, respetivamente), com diferencas significativas (p<0,05). No extrato AQ, a melhor
percentagem de inibicdo foi obtida na fase gdstrica (96,92%), mas sem diferencas significativas
guando comparada com a fase oral (91,52%), e com menor capacidade de inibicao determinada
na fase intestinal (7,95%, p<0,05). No extrato AL, a fase gdstrica teve a maior percentagem de
inibicao (62,39%), sequida da fase intestinal (49,13%) e fase oral (557%), com diferencas
significativas entre os trés digestos (p<0,05).

Relativamente ao ensaio de captacao de H.0,, os trés extratos apresentaram valores
semelhantes para os digestos, nao havendo diferencas significativas (p>0,05) entre digestos no
extrato AQ e entre as fases oral e gastrica no extrato AL. A digestao intestinal foi a mais eficiente
na eliminacdo desta espécie reativa, inibindo 54,97%, 54,66% e 54,41% do H:0: produzido,
respetivamente, nos extratos AQ, HA e AL. Apés a digestao oral, observou-se uma captacao
desta espécie de 50,00% no AL, 46,31% no HA e 42,01% no AQ. No que diz respeito a digestao
gdstrica, verificou-se que esta foi a etapa menos eficiente na eliminagao de H.0,, com valores de
captacao de 44,37% no AL, 41,61% no AQ e 37,52% no HA. Com efeito, a digestao revelou um
aumento do potencial de neutralizacao desta espécie reativa. Dos trés extratos nao digeridos, o
extrato HA apresentou melhores resultados (43,46%), sequido do extrato AQ (38,25%) e do
extrato AL (16,88%). O &cido galhico, usado como controlo positivo, foi 0 mais eficiente na

eliminagao do H.0: (ICso = 400,71 ug/mL).
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Tabela 5: Capacidade de eliminacao de ERO dos extratos de M. nodiflorum preparados por EAU antes e depois da digestao in vitro.

02" H.0: HOCI ROO
% Inibicao | 1Cso (ng/mL) % Inibicado | ICso (ng/mL) | % Inibigcao ICso (ng/mL) ug ET/mgES
a _ a _ c _ d
3 Digestio Oral 9152+5,30 42,01£0,44 73,98+164 2,45+0,02
Py simulada | Gastrico | 96,92+0,21° - 4161+£191°2 - 8146+142° - 1713+151°¢
=) ..
g | nvItro | intestinal | 7,95+0,40° - 54,97+ 4,88 - 89,29+0,13° - 35,89 +4,95°
Extrato nao digerido - 33740+5032 | 3825+356" - - 78,42 +3,08° 198,99+ 25,04 22
o a _ b _ b _ d
k= Digestio Oral 9795+0,02 4631+ 0,22 72,08 + 0,57 1,43 +0,21
§ simulada | Gastrico | 8811+162°" - 3752+067°¢ - 86,84 +195° - 1099+166°¢
8 | MV | ntestinal | 2373+068° - 54,66+111° - 86,63+0,61° - 26,58 +1,01°
-
I | Extrato ndo digerido - A47727+2062" | 4346+234"b¢ - - 85,86+311° 218,59+ 34,902°
C - b _ C _ C
o Digestio Oral 557+0,02 50,00+150 27,92+ 333 2,97+ 0,41
% simulada | Gastrico | 62,39+2,74° - 4437+131° - 63,95+330°" - 2133+330°
5] in vitro . b a s b
é’ Intestinal | 49,13 +256 - 54,41+ 0,60 - 9518 + 0,22 - 5353779
Extrato nao digerido - 3212+0,403 16,88+ 05632¢ - - 179,91+16,34" 230,58 + 26,0127
=]
o .2 ;
*‘é’ = Acido galhico - 23,84+0323 - 400,71+5,68 - 367+0,04° 76414+ 0,00
o ©
U

ICso refere-se a concentracao in vitro necessaria para eliminar 50% das espécies pro-oxidantes num meio testado (média + desvio padrao da média, n = 3). Nimeros diferentes (1, 2 e 3) indicam
diferencas significativas (p<0,05) entre os resultados de |Cso do controlo positivo e extratos nao digeridos. Letras diferentes (a, b, c e d) denotam diferencas significativas (p<0,05) entre as percentagens
de inibicao dos digestos dentro do mesmo extrato. As percentagens de inibicao foram determinadas diretamente nas aliquotas recolhidas de cada fase da digestao (fases oral, gdstrica e intestinal) apds

0 tempo necessario.
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No ensaio de HOCI, o potencial de captacao mais elevado entre os extratos nao digeridos foi
determinado para o extrato AQ (ICso = 78,42 ug/mL), sem diferencas significativas (p>0,05) entre
o extrato HA (ICso = 85,86 ug/mL) e o extrato AL (ICso = 179,91 ug/mL) (p<0,05). Em relagao aos
digestos, a digestao intestinal foi a que apresentou melhor capacidade de eliminacao do HOCI
(95,18% no AL, 86,63% no HA e 89,29% no AQ), sequida da digestao gastrica (63,95% no AL,
86,84% no HA e 81,46% no AQ) e com menor percentagem de inibicdo na digestao oral (27,92%
noAL,72,08% no HA e 73,98% no AQ). Entre as diferentes fases da digestao, as diferencas foram
significativas (p<0,05), exceto no extrato HA entre a fase gdstrica e intestinal (p>0,05). O 4cido
galhico (ICso = 3,67 ug/mL) foi o melhor inibidor da espécie HOCI.

0 potencial de eliminacdo de ROO* foi maior nos extratos nao digeridos (230,58 pg ET/mg
ES no extrato AL, 218,59 ug ET/mg ES no extrato HA e 198,99 ug ET/mg ES no extrato AQ), sem
diferencas significativas entre os extratos (p>0,05). Relativamente aos digestos, a fase intestinal
foi a que apresentou maior capacidade de eliminacdo deste radical (53,53 ug ET/mg ES no
extrato AL, 35,89 ug ET/mg ES no extrato AQ e 26,58 ug ET/mg ES no extrato HA), obtendo
resultados significativos (p<0,05) quando comparado com as restantes fases digestivas. A
capacidade de captacdo de ROO* diminuiu apés as fases gastrica (21,33 ug ET/mg ES no extrato
AL, 17,13 ug ET/mg ES no extrato AQ e 10,99 ug ET/mg ES no extrato HA) e oral (2,97 ug ET/mg
ES no extrato AL, 2,45 ug ET/mg ES no extrato AQ e 1,43 pg ET/mg ES no extrato HA). O cido
galhico foi, novamente, o melhor inibidor (764,14 ug ET/mg ES).

Comparando com o extrato da haldfita D. crassifolium, utilizando as mesmas condicoes de
extracao (8), e com a S. ramosissima para extratos obtidos por EAM e extracao convencional
(maceracao com aqua) (6, 9), a M. nodiflorum revelou uma maior capacidade de eliminacao de
0z* no extrato AL e maior potencial de eliminacao de ROO* nos extratos AQ, HA e AL .. De acordo
com o estudo de Silva et al. (8) na D. crassifolium, o extrato AQ apresentou melhores resultados
para 02* (ICso = 172,46 pg/mL) e ROO* (0,08 umol ET/mg), enquanto o extrato AL revelou
melhor capacidade de eliminacao do HOCI (ICso=1,97 ug/mL). No que toca a S. ramosissimaPinto
et al. (6) obtiveram, por extracao convencional, um valor de ICso = 324,82 pug/mL para 02*", ICso =
760,08 ug/mL para Hz0; e ICs = 27,61 ug/mL para HOCI. Ja por EAM, Silva et al. (9) obtiveram
paraa S.ramosissimaobtiveram uma percentagem de inibicao de 39,76% para 02", 1Cs0=104,64
ug/mL paraHOCl e 0,061 ug ET/mg para o ROO®.

Relativamente ao comportamento de eliminacao de espécies reativas durante o processo

digestivo, estes resultados apresentam um comportamento semelhante ao obtido na digestao
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simulada de extratos de casca da castanha, em que a proficiéncia de eliminagao aumentou na
seguinte ordem: oral < gastrica < digestao intestinal < extrato nao digerido, alcancando a maior

eficiéncia de neutralizacao contra HOCI (47, 83).

4.3.5. Inibicao da acetilcolinesterase

0 acetato e a coling, envolvidos na transmissao sindptica, resultam da hidrdlise da acetilcolina
pela acdo da enzima AChE, na fenda sinaptica (111). O aumento da acetilcolina, por inibicao da
enzima AChE, melhora o sistema colinérgico proporcionando melhorias nas fungdes cognitivas,
tais como a aprendizagem e a memdria (111). De igual modo, previne a formacao de placas 3-
amildides, retardando a morte neuronal induzida por processos inflamatdrios (111). Os inibidores
da AChE, como a galantamina, sao usados no tratamento de algumas doencas, tais como
Parkinson e Alzheimer (111). Como alternativa aos farmacos com efeitos colaterais significativos,
alguns hiocompostos tém demonstrado atividade anticolinérgica, sendo potenciais candidatos
para a terapia de disturbios neurodegenerativos em fases iniciais e moderadas, tais como
alcaldides, flavonoides e terpendides (111).

A Figura 7 apresenta os resultados de inibicao da AChE obtidos antes e depois da digestao in

vitro dos extratos de M. nodiflorum.
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Figura 7: Inibicdo da atividade da AChE dos extratos de M. nodiflorum preparados por EAU antes e depois da digestao in vitro. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrao (n = 3). Letras diferentes (a, b e c) denotam diferencas significativas
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Os extratos nao digeridos, testados a 1000 ug/mL, obtiveram percentagens de inibicao de
3117%, 28,31% e 27,38%, respetivamente, no AL, HA e AQ (sem diferencas significativas
(p>0.05) entre os extratos AQ e HA).

Ao longo da digestao gastrointestinal in vitro, a inibicao da AChE nos extratos AQ e HA
diminuiu pela sequinte ordem: oral > gastrica > intestinal (17,25%, 14,86% e 14,06%,
respetivamente, no extrato AQ; 23,96%, 18,05% e 17,57%, respetivamente, no extrato HA).
Contudo, os extratos AQ e HA nao digeridos apresentaram maior capacidade de inibicao da AChE
(27,38% e 28,31%, respetivamente) em comparagao com os respetivos digestos. Pelo contrario,
no extrato AL, as percentagens de inibicao diminuiram apds as fases oral e gastrica, aumentando
apds a fase intestinal para 37,70%, sendo ligeiramente superior a percentagem de inibicao do
extrato nao digerido (31,17%). Este ligeiro aumento apds a fase intestinal em comparacdo com o
extrato ndo digerido corrobora com os resultados obtidos para o TPT, no qual o processo
digestivo levou a um aumento da concentracao de compostos fendlicos. Estes resultados
sugerem uma melhoria da atividade anticolinérgica associada a estes compostos, conduzindo a
um aumento das propriedades neuroprotetoras. Esta tendéncia observada ao longo do processo
digestivo foi também evidenciada apds a digestao simulada de extratos de casca da castanha
preparados por diferentes técnicas de extracao (37,14%, 40,34%, e 45,19% apds afase intestinal,
respetivamente, para extratos preparados por extracao convencional, EFS e ESA, com melhores
percentagens de inibicao nos extratos nao digeridos, respetivamente, 68,02%, 70,79%, e
74,47%) (41,47, 83).

Os resultados dos extratos nao digeridos estdo de acordo com os obtido por Pinto et al. (6) no
subproduto de S. ramosissimapor extracdo convencional em que obtiveram um valor de 32,34%

a concentracao de 1000 ug/mL.

4.3.6. Atividade das enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica

O stress oxidativo é minimizado pelas enzimas antioxidantes que diminuem os efeitos tdxicos
de espécies pré-oxidantes (41). A atividade destas enzimas diminui com a idade e com uma
alimentacao desequilibrada, sendo este efeito contrariado por compostos bioativos que
aumentem a sua atividade (41). Na Tabela 6, encontram-se os apresentados os resultados do

efeito dos extratos nao digeridos e digestos na atividade das enzimas antioxidantes e LPO.
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Tabela 6: Efeitos dos extratos de M. nodiflorum preparados por EAU nas atividades das enzimas antioxidantes e na peroxidagao
lipidica antes e depois da digestao in vitro.

CAT GSH-Px SOD LPO
(nmol/min/g ES) (rmol/min/g ES) (mmol/min/g ES) (nmol MDA/mg ES)
— oral 33,28 + 4,502 52,48 +8,00b 63,29+ 1,02t 198,43 + 20,67 ©
Digestao
2 | simulada | Géstrico 31,85 + 2,86 2 93,33+2,31b 32,25+0,17 ¢ 612,39 + 81,88 b
g >
g | MV | ntestinal | 32,40+1,75° 276,23 £74,25° 70,77 £1,02° 3938,27 £67,73°
Extrato ndo digerido 24,38 +2,25 22 154,34 + 44,56 21 43,36+2,22 L.¢ 228,09 +34,45¢2
o | . . oral 73,01+ 6,74t 47,46 8,55 46,86+ 2,73 b 427,84 + 27,56
.2 | Digestao
8 |simulada | Gastrico | 98,16+8,52" 153,99 + 10,25 2 37,20+ 1,02°¢ 332,08+ 55,13 b
S | MV [ Intestinal | 323,45+24,30° 171,61413,20° 66,18 £1,71° 1984,83 + 116,55 2
T
T | Extrato ndo digerido | 60,94 + 4,50 b2 98,39+ 23,65 b1 32,97+1,20L¢ 380,35 + 43,07 b.2
- oral 92,09+ 9,44 b 64,69 + 13,64 ¢ 41,79+ 2,73t 383,58 + 0,00 ¢
o Digestao
£ |simulada | Géstrico | 53,73+4,81° 134,23 42,635 50,97+ 1,71t 368,20 58,37 ¢
s |
ke INVItro | | ntestinal | 130,46 + 16,80 178,46 + 7,67 2 65,82+ 0,17 2 3178,72 + 133,09 b
Extrato ndo digerido | 447,18 + 62,94 a1 104,50 + 9,55 b 22,10+4,612¢ | 374845+ 223,951

Letras diferentes (a, b e c) denotam diferencas significativas (p< 0,05) entre os digestos do mesmo extrato. Os resultados sao
expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Nimeros diferentes (1, 2 e 3) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
resultados dos extratos nao digeridos. Os digestos foram testados diretamente, enquanto os extratos nao digeridos foram
testados a 10 mg/mL.

0 extrato AL nao digerido evidenciou melhor atividade da CAT (447,15 nmol/min/g ES), sendo
7,3 vezes superior ao extrato HA e 18,3 vezes superior ao extrato AQ (p<0,05). Contudo, apés a
digestao simulada in vitro do extrato AL, houve perda de atividade da CAT nas fases oral e
gastrica, com uma ligeira subida na fase intestinal, mas sem diferencas significativas (p>0,05)
entre as fases digestivas. O extrato AQ apresentou valores muito baixos de atividade de CAT, nao
se verificando diferencas significativas (p>0,05) entre os digestos e extrato ndo digerido. Os
melhores resultados da atividade de CAT, apds digestao, foram obtidos no extrato HA. Com
efeito, a capacidade de regular a atividade da enzima CAT aumentou ao longo do processo
digestivo pela sequinte ordem: extrato nao digerido < oral < gastrico < intestinal. Apds a fase
intestinal, o aumento da atividade da CAT foi 5,3 vezes superior em relacdao ao extrato nao
digerido.

A atividade da GSH-Px nos trés extratos melhorou apds o processo digestivo, obtendo-se
valores superiores aos obtidos nos extratos nao digeridos. Comparativamente aos extratos nao
digeridos, apos a fase intestinal, a atividade da GSH-Px aumentou 1,7 vezes nos trés extratos,
sendo o melhor resultado obtido no extrato AQ.

Foi observada uma resposta semelhante para a atividade da SOD, com aumentos de 1,6, 2 e
2,9 vezes, respetivamente, apos a digestao intestinal dos extratos AQ, HA e AL, em comparacgao

com os extratos nao digeridos, verificando-se diferencas significativas (p<0,05).
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A LPO ocorre, normalmente, por influéncia das ERO, resultando na producao de MDA. Com
efeito,aLPO é umindicador util de lesdes oxidativas nos tecidos vivos, desempenhando um papel
fundamental na patogénese de varias doencas crénicas (47). Em oposicao aos resultados das
enzimas antioxidantes, apds a fase intestinal, houve perda da protecao contraa LPO. Os extratos
nao digeridos (exceto o AL), apés as fases oral e gastrica, evidenciaram uma resposta mais
protetora, comparativamente com a fase intestinal. O melhor resultado foi obtido no extrato AQ
apds a fase oral (198,43 nmol MDA/g ES), seguido do seu extrato nao digerido (220,09 nmol
MDA/gES).

No geral, o processo digestivo melhorou a atividade das enzimas antioxidantes estudadas, o
que corrobora, uma vez mais, os resultados obtidos para o TPT. Apds a fase intestinal, o extrato
AQ revelou melhor atividade das enzimas antioxidantes, exceto na CAT.

No estudo realizado por Pinto et al. (41, 47) em casca de castanha houve um comportamento
semelhante durante a digestao simulada, em que a as digestoes intestinal e gastrica melhoraram
mais eficientemente as atividades da SOD, CAT e GSH-Px, mas o extrato nao digerido demostrou
uma melhor eficiéncia na atividade destas enzimas, o que corrobora com o valor de TPT que

obtiveram.

4.4. \Viabilidade celular

A maior parte da digestao e absorcao de compostos bioativos ocorre no intestino delgado. Por
estarazao, foram selecionadas duas linhas celulares intestinais,nomeadamente Caco-2 e HT29-
MTX, para avaliar os potenciais efeitos dos compostos bioativos no intestino delgado (15). As
células Caco-2 formam uma monocamada de células polarizadas com juncoes estreitas e
microvilosidades, carateristicas que se assemelham aos enterdcitos do intestino humano (113).
Contudo, apresentam a desvantagem de nao produzir muco (113). Esta desvantagem pode ser
ultrapassada com recurso as células HT29-MTX, as quais produzem mucina, considerando que
o muco tem influéncia no transporte de compostos no trato intestinal (113).

A viabilidade celular pode ser avaliada quantitativamente através da medicao da absorvéncia
dos cristais de formazan produzidos por reducao do MTT pela desidrogenase mitocondrial das
células vivas (114).

Os resultados da viabilidade celular pelo ensaio de MTT estao apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Efeitos dos extratos de M. nodiflorum preparados por EAU em diferentes concentracdes na viabilidade celular de Caco-
2 e HT29-MTX, através do ensaio de MTT. Os valores expressam a média + desvio padrao (n=3). * p<0,05 versus controlo.

No extrato AQ, a viabilidade celular mais elevada foi alcancada apds exposicao a concentragao
de 500 pg/mL do extrato, em ambas as linhas celulares (94% nas células Caco-2 e 90% nas
HT29-MTX), sem diferencas significativas (p>0,05) quando comparado com o controlo positivo
(DMEM). lgualmente, no extrato HA, a concentragao de 500 pug/mL conduziu a viabilidade celular
mais elevada (104% nas Caco-2 e 69% nas HT29-MTX), tendo-se verificado diferencas
significativas (p<0,05) com o controlo positivo (DMEM)

O extrato AL, de forma geral, foi 0 que mais diminuiu a viabilidade celular. Nas células Caco-2,
em relacao ao controlo, ndo houve diferencas significativas (p>0,05) nas concentracdes de 62,5
e 31,25 ug/mL, obtendo-se percentagens de viabilidade de 77% e 86%, respetivamente. No que
toca as células HT29-MTX, a viabilidade celular mais elevada foi verificada apds exposicao a
concentragao de 250 pg/mL.

Fazendo uma comparacao entre extratos nas mesmas concentracoes, existem diferencas
significativas (p<0,05) na concentracao de 500 pg/mL para o extrato AL nas células Caco-2. Nas
células HT29-MTX, houve diferencas significativas (p<0,05) entre todos os extratos na

concentracao de 250 pug/mL e na concentracao de 500 pg/mL entre os extratos AQ e HA.
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Com base nos resultados obtidos para ambas as linhas celulares, pode-se considerar que a
concentracdo Gtima nao citotéxica foi de 500 ug/mL para os trés extratos. As menores
percentagens de viabilidade celular foram observadas no extrato AL, com 67% para as células
Caco-2, e no extrato HA com 69% para as células HT29-MTX.

Arena et al. (19) avaliaram a citotoxicidade em fibroblastos HS-68 por exposicao ao extrato
de M. nodiflorum preparado por EFS. De acordo com os autores, apds 48 horas, o extrato nao
induziu toxicidade em comparagao com o controlo, concluindo que protege as células contra a
mortalidade induzida pelo stress oxidativo. No estudo realizado por Pinto et al. (9) na haldfita S.
ramosissima por extracao convencional e EAM, verificaram que a concentracao mais elevada
testada (1000 pg/mL), a viabilidade das células HT29-MTX foi de 97,04% e 94,32%,
respetivamente, para os extratos de extracao convencional e EAM. Jd para as células Caco-2, a
amostra obtida por extracao convencional conduziu a uma diminuicao da viabilidade em
concentragdes até 1000 pg/mL e por EAM, a concentracao mais elevada (1000 pg/mL), a
viabilidade de Caco-2 diminuiu para 86,55% (9).

Silva et al. (8) avaliaram o efeito na viabilidade celular das células Caco-2 e HT29-MTX apds
exposicao do extrato de D. crassifolium, ao qual verificaram que a concentracao mais elevada
testada (1000 pg/mL) para o extrato AQ, a viabilidade foi de 77,35% para as células HT29-MTX
e a concentracao 0,1 ug/mL a viabilidade foi de 76,7% para as células Caco-2.

Num estudo realizado por Elhawary et al. os extratos de M. nodiflorum obtidos por maceracao
em etanol a 70% demonstraram atividade inibidora de crescimento de linhas de cancro do coldn
(HCT116; 1C50=0,82 p/poco), do colo do ttero (HELA,; ICso= 0,705 p/poco), do figado (HEPG2; 1Cso=
1,39 u/poco) e pele (HFB4; 1Cso=1,01 u/poco) (60).

45. Perfil fitoquimico (metabdlico)

O perfil metabdlico foi obtido através de UPLC acoplada a detecao por espetroscopia de
massa. A Figura 9 apresenta o cromatograma que sintetiza os principais compostos identificados
no extrato AQ de M. nodiflorum, apés digestao intestinal, com base nos tempos de retencao (TR)

e nos ioes fragmentados detetados pelo espetrémetro de massa.
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Figura 9: Principais compostos identificados no extrato AQ de M. nodiflorum.

0 extrato AQ apresentou um ndmero limitado de picos com absorcao UV significativa e uma
quantidade relativamente reduzida de picos de alta intensidade. Com base nos sinais mais
intensos e nos dados obtidos por espetroscopia de massa, foram selecionados dez compostos
distintos para monitorizacdao durante os ensaios de permeacdo. Entre os compostos
selecionados encontram-se o aminodcido triptofano; a amina cinamamida; os péptidos treonil-
treonina e Lys-Asp-Tyr (lisina-aspartato-tirosina); os sesquiterpenos dihidroactinidiolida e
loliolida; e, como compostos fendlicos, o alcool coniferilico (alcool fendlico), o rosmanol (fenol
diterpénico) e 0 acido 5,5'-dihidroferdlico (dcido hidroxicinamico). Estes compostos tém atividade
bioldgicas que estao descritas na secao da permeabilidade intestinal in vitro.

0 pico principal a m/z 274 nao pode ser atribuido a nenhum derivado conhecido e pode estar
relacionado com a degradacao de lipidos.

Durante o processo de digestdo in vitro, a cromatografia revelou alteracées limitadas na
composicao dos compostos. No entanto, a amostra da fase intestinal apresentou um
cromatograma significativamente distinto, devido a elevada presenca de sais biliares e outros

constituintes do suco intestinal, como se pode observar na Figura 10.
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Figura 10: Cromatograma por UPLC do extrato AQ ndo digerido, e respetivas fases oral, gdstrica e intestinal de M. nodiflorum.

Até a data, a literatura sobre a quimica desta planta é muito limitada e as plantas da espécie
Mesembryanthemum que foram previamente estudadas, atestando a presenca de classes muito
diferentes de metabolitos secunddrios. Assim, apesar da grande quantidade de compostos
menores detetados, foi avaliada a permeacao dos compostos mais proeminentes.

Todos os compostos identificados no extrato AQ também foram detetados no extrato AL. O
extrato AL exibiu uma composicao mais diversificada, com um maior niumero de constituintes, os
quais poderao ser analisados em maior detalhe em estudos futuros por LC-MS. Assim como, o
perfil metabdlico dos extratos nao digeridos AQ, HA e AL serd analisado com mais detalhe em
estudos posteriores.

Num estudo por realizado por Elhawary et al. (60), foram identificados nove terpenos
(tetratriacontanoato de o-amirina, torvosideo A, ofiopogonina C, espinacdsido D, (3R,9R)-3,9-
dihydroxymegastigm-5-en-4-one, 6,10,14-trimetilpentadecano-2-ona, isoterpinoleno,
capsianosideo VI, e apteniol A), oito acidos fendlicos (1,26-hexacosanediol diferulado, cido 3,4-
dihidroxi-5-prenilcinamico, ferulado de metilo, 4-sulfato de acido dihidroferdlico, 1,.2-
disinapoilgentiobiose, acido dihidrocafeico, 2-fenil-4-benzopirdo, e ramontosideo), sete
flavondides (rutina, kaempferol 3-[2"-glucosil-6"-acetilgalactosideo] 7-glucésido, kaempferol

3-0-rutindsido, apigenina-7-0-glucdsido, taxifolina-3-0-a-L-arabinofuranosideo, lamprantina
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Il, e 2',8-dihidroxi-3'4' 5' 7-tetrametoxiflavano), cinco esterdis (c-linolenato de campesterilo,
sitoindosideo I, palmitato de 3-sitosterol, occidentdsido, e espinacésido D), trés lignanas (acido
arjundlico 3-glucésido, torvdsideo A, e ofiopogonina C), trés alcaldides (hordenina, isobutilamida
do acido 2,4,14-eicosatriendico, e dcido torméntico) e um composto hidrocarbonado (octano) no
extrato de M. nodiflorum obtido por maceracao em etanol a 70% (60).

Jano estudo realizado por Oliveira-Alves et al. (1), em extratos obtidos por extracao em banho
de ultrassons com etanol a 80%, foram identificados os seguintes compostos: dcidos
hidroxicinamicos (dcido ferdlico), acidos hidroxibenzdicos, cidos fendlicos, flavona, flavanol
(hidrato de epicatequina e galocatequina), flavanona (eriodictiol e do seu derivado hexosideo),
flavonol (avicularina), flavondides, e galotanino.

Até a data, a composicao de M. nodiflorum por EAU nao se encontra descrita na literatura.

4 6. Permeabilidade intestinal in vitro

Para além dos ensaios de digestao gastrointestinal, sao também utilizados modelos in vitro
de cultura celular que mimetizam a mucosa intestinal humana para prever a absorcao dos
nutrientes digeridos a partir dos digestos recolhidos apds digestao simulada in vitro (76, 115). Os
modelos de cultura celular, comparados com os modelos in vivo, sao de baixo custo, pouco
Morosos e apresentam vantagens em termos de preocupacdes éticas (76). Como alternativa aos
modelos in vivo, 0 modelo de co-cultura de células Caco-2 e HT29-MTX tem sido habitualmente
usado para avaliagao da permeacao intestinal de compostos bioativos (76, 115).

Na Figura 11 encontram-se as medic6es de TEER durante os 21 dias de co-cultura (A) e
durante os 240 minutos do ensaio de permeabilidade (B). Este método nao invasivo é aplicado
paramonitorizar as células vivas durante varias fases de crescimento e diferenciagao, permitindo
confirmar a integridade e a permeabilidade das culturas celulares através da sua condutancia
ionica (116-118). Uma reducao dos valores de TEER pode ser um indicador de diminuicao da

integridade da membrana (118).
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Figura11:Medig6es da TEER durante 21 dias de modelo celular de co-cultura (30% Caco-2 e 10% HT29-MTX) em membranas
Transwell® (A) e durante os 240 minutos do ensaio de permeabilidade (B). Os resultados sdo expressos como média + desvio
padrao (n = 3) de duas experiéncias independentes.

De acordo com a Figura 11 A, os valores de TEER nos pogos onde se testaram os digestos de
M. nodiflorum tiveram um decréscimo gradual para os trés extratos até ao 112 dia (229,5 Q/cm?
no AQ, 255 Q/cm? no AL, 253 Q/cm? no HA e 238,1 Q/cm? no controlo). Ao 142 dia houve um
ligeiro aumento dos valores de TEER (290,5 Q/cm?no AQ, 254,8 Q/cm?no AL, 298,5 Q/cm? no
HA e 248,1Q/cm?no controlo), atingindo os valores mais baixos ao 212 dia (194,2 Q/cm? no AQ,
205,7 Q/cm2no AL, 202,5 Q/cm?no HA e 201,5 Q/cm? no controlo).

Os modelos de co-cultura com células HT29-MTX originam valores de TEER mais baixos do
que modelos sé com células Caco-2, uma vez que estas células segregam muco que modula as

juncoes estanques das células Caco-2, originando espacos intracelulares (47,117, 119).
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Durante o ensaio de 240 minutos (Figura 111 B), os valores de TEER mantiveram-se
constantes, variando entre 156 Q/cm? (aos 120 minutos) e 210 Q/cm? (aos 45 minutos) no
digesto AQ, entre 152,6 Q/cm?(aos 90 minutos) e 223 Q/cm?(aos 45 minutos) no digesto AL,
entre 149,7 Q/cm?(aos 180 minutos) e 237 Q/cm?(aos 15 minutos) no digesto HA e entre 214,4
Q/cm? (aos 15 minutos) e 180 Q/cm? (aos 240 minutos) no controlo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Silva et al. (76) na permeacao do extrato da folha de Actinidia arguta,bem como
por Pinto et al. (47) na avaliacao da permeacao do extrato da casca de Castanea sativa Mill e
Teixeira et al. (119) na permeacao do extrato de bagas de Lycium barbarum L.

Vdrios parametros podem influenciar a permeacao intestinal, tais como a concentragao, o
tamanho molecular, a estrutura e a hidrofilicidade do composto, o tempo de permeacao e o TEER
(47,19).

Como anteriormente foi referido, foram selecionados dez compostos diferentes para serem
monitorizados durante os ensaios de permeacdo. Na Tabela 7 encontra-se resumidos os

compostos detetados e quantificados nos diferentes pontos temporais.
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Tabela 7: Permeabilidade intestinal dos digeridos intestinais do extrato aquoso de M. nadiflorum.

Permeacao (%)

Tempo

de , .
retencao | IM*HI | Formula | o tos 15 min 30min | 45min 60 min 90 min 120min | 180min | 240min Apical
(TR) (m/2) |quimica 240 min
(min)

198 205,0975 | CuH2N202 | Triptofano 0,66+0,03° | 200+010° | 239+£012" 5,31+0,27° 8531+4.272 | 8750+£4382 | 9219+4,61% | 9250+4,63%2 | 12,81+0,64'
3,65 2841037 | CvHrzNOs | Cinamamida - - - - - - - - 098+0,05
397 22111665 | CgHisN20s | Treonil-treonina - - - - - - - - 73601368
414 181,08564 | CioH1203 Alcool coniferilico - - 9,41+ 047¢ 11,91+ 0,60° 1219+0,61° | 1250+£0,63" | 13,75+0,69° | 1750+0,8822 | 82,28 + 4,11
49 19711724 | CuHis03 Loliolida - - - - - - - - 7439+372
6,26 331,20923 | CaoH2604 Rosmanol 3,06+0,15¢ | 29,69+1,48"° | 3438172 | 50,00£2502 | 5156+258° | 52,81+2,64° | 56,88+2,84° | 59,062,952 | 92,98 + 4,65
6,56 42519225 | CigHz2gN207 | Lys-Asp-Tyr - - - - - - - - 941314171
8,28 1811224 CnHi602 Dihidroactinidiolida - - - - - - - - 9275+4,64
10,4 39113625 | CaoH2208 Acido 5,5'-Dihidroferulico 050+003° | 484024 | 11,31£0,57° 1,94+060° | 1406+0,70% | 14,220,712 1516+0,762 | 1538+ 0,7722 | 86,54 +4,33'
10,56 39113625 | CaoH220s Acido 5,5"-Dihidrofertilico 058+003° | 466+023" | 1138+057° | 1203+0,60° | 1359+0,682 | 1438+0,72% | 1525+0,76° | 1541+0,77%% | 78,80+3,94

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes (a, b, c) indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os diferentes periodos de tempo de cada composto. Niimeros
diferentes (1 e 2) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os fluidos no compartimento apical e no compartimento basolateral aos 240 minutos.
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0 triptofano (TR: 1,8 min) foi o principal composto identificado e quantificado em todos os
tempos analisados, alcancando uma permeabilidade intestinal de 92,5% aos 240 min. O
triptofano é um aminodcido essencial obtido apenas pela alimentacao, sendo fundamental na
biossintese de proteinas e o precursor de compostos hioativos importantes, influenciando
processos como a funcao neuronal, o metabolismo, ainflamacao, o stress oxidativo, as respostas
imunitdrias e a homeostasia intestinal (120).

Por outro lado, o rosmanol (TR: 6,26 min) foi o principal composto determinado no primeiro
tempo analisado (3,06%), atingindo uma permeabilidade de 59,06% no ltimo ponto. O dcido 5-
5'-Dihidroferdlico, com TR 10,4 e 10,56, apareceu também no primeiro tempo (0,5% e 0,58%,
respetivamente), atingindo uma permeabilidade de 15,38% e 15,41%, respetivamente, no tempo
final. 0 dlcool coniferilico foi detetado aos 45 minutos (TR: 4,14), alcancando uma permeabilidade
intestinal de 17,50%. As taxas de permeabilidade mais baixas podem dever-se a sua
biotransformacao em metabolitos e baixa solubilidade em solventes aquosos, influenciando a
permeacao intestinal (121). 0 rosmanol tem sido referenciado como potente antioxidante e anti-
inflamatario devido as suas capacidades de inibicao da producao de aniées superdxido, bem
como da LPO e capacidade de eliminagao de radicais livres (122). Um estudo in vitro também
demonstrou que o rosmanol inibe a proliferagcao do cancro do célon e do neuroblastoma humano
(122).

Relativamente a cinamamida, verifica-se uma diminuicao de 99,02% no compartimento
apical apds 240 minutos, no entanto o composto nao foi detetado no compartimento basolateral,
0 que sugere que possa ter ficado retido na barreira celular intestinal, impedindo a sua passagem
para o compartimento basolateral. Este fendmeno pode dever-se a sua estrutura quimica
complexa, com multiplos anéis, ou a sua biotransformacao em metabolitos dificeis de identificar,
devido a auséncia de padroes de referéncia e a presenca de componentes celulares que
interferem com os métodos de detecao (47).

Ja os compostos dihidroactinidiolida, Lys-Asp-Tyr, Loliolida e Treonil-treonina, nao
atravessaram o modelo utilizado, uma vez que nao foram identificados no compartimento
basolateral apés 240 minutos. S6 uma pequena percentagem (26,4%, 25,61%, 5,87%, 7,25%,
respetivamente) destes compostos ficaram retidos na barreira intestinal.

Os compostos retidos na barreira celular podem também exercer beneficios para a saude (tais
como a citoprotecao celular), atenuando as consequéncias do stress oxidativo implicado no

transporte de compostos através das membranas celulares (121).
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5. Conclusao e perspetivas futuras

O presente estudo forneceu novos dados sobre a valorizacao da haldfita M. nodiflorum para
aplicacao nutracéutica, através do estudo dos efeitos da digestao gastrointestinal in vitro e da
permeabilidade intestinal na bioacessibilidade e bioatividade dos compostos extraidos.

Neste trabalho, trés extratos da M. nodiflorum foram obtidos por EAU, uma técnica verde e
amiga do ambiente, utilizando trés tipos de solvente, AQ, HA e AL, todos designados como
solventes GRAS. Nos resultados de rendimento de extracdo, ndao se observaram diferencas
significativas entre os trés extratos, mas, na maioria dos ensaios, o extrato AL foi o que
apresentou melhores resultados (TPT:13,49 mg EAG/g ES; TFT: 12,48 mg EC/g ES; FRAP: 30,98
mg ESF/g ES; 02*: 1C50=32,12 ug/mL; RO0*: 230,58 ug TE/mg ES; AChE: 31,17%; CAT: 447,15
nmol/min/g ES).

Os resultados da digestao in vitro simulada demonstraram um aumento do TPT (21,25 mg
EAG/qg ES), da capacidade antioxidante (33,84 mg ESF/q ES) e antiradicalar (23,72 mg EAA/g
ES) pela seguinte ordem: oral < gastrica < intestinal. As taxas de recuperacao de polifendis e
flavonoides aumentaram ao longo do processo digestivo, atingindo valores maximos apds a
digestao intestinal (percentagens de recuperacao dos fendlicos de 385% no AQ, 262% no HA e
157% no AL; percentagens de recuperacao de flavonoides de 51% no AQ, 58% no HA e 53% no
AL). Estes resultados corroboram com os resultados da TPT e da TFT, indicando que os
compostos fendlicos e flavonoides se tornaram mais bioacessiveis apds a acao das enzimas e
das alteracoes de pH na digestao in vitro. Contudo, os extratos nao digeridos evidenciaram maior
capacidade de captacao de espécies reativas em comparacao com os digestos intestinais, sendo
0 HOCl a espécie que revelou as melhores eficiéncias apos a digestao in vitro.

0 extrato AL demonstrou melhor capacidade neuroprotetora (37,7% apds a digestao intestinal
e 37,17% no extrato nao digerido). Contrariamente, o extrato AQ e HA evidenciaram melhores
resultados no extrato nao digerido (27,38% e 28,31%, respetivamente). De forma geral, o
processo digestivo melhorou a atividade das enzimas antioxidantes (CAT, GSH-Px e SOD), mas
os extratos nao digeridos evidenciaram uma resposta mais protetora contra a LPO,
comparativamente com a fase intestinal.

Um dos objetivos deste trabalho também passou pela avaliacao da toxicidade dos extratos de
M. nodiflorum em linhas celulares intestinais, nomeadamente Caco-2 e HT29-MTX, tendo-se
verificado que a concentracao de 500 pug/mL os extratos ndo apresentaram efeitos adversos em

ambas linhas celulares intestinais.
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A identificacao e quantificacao dos compostos fendlicos presentes nos extratos e digestos
terd seguimento em estudos posteriores. Foram identificados 10 compostos na fase intestinal no
extrato AQ (triptofano, cinamamida, treonil-treonina, Lys-Asp-Tyr, dihidroactinidiolida, loliolida,
alcool coniferilico, rosmanol e o dcido 5,5'-dihidroferdlico).

No modelo de co-cultura intestinal composto por células Caco-2 e HT29-MTX, o composto
com maior percentagem de permeabilidade foi o triptofano (92,5%), sequido do rosmanol
(59,06%), o acido 5,5'-dihidrofertlico (15,38% e 15,41%) e o alcool coniferilico (17,50%). A
cinamamida, embora nao tenha permeado para o compartimento basolateral, registou uma
diminuicao de 99,02% no compartimento apical apds 240 minutos, sugerindo que possa ter
ficado retida na barreira celular intestinal, impedindo a sua passagem para o compartimento
basolateral. Por outro lado, os compostos dihidroactinidiolida, Lys-Asp-Tyr, loliolida e treonil-
treonina nao atravessaram o modelo utilizado, uma vez que nao foram identificados no
compartimento basolateral apds 240 minutos. Apenas uma pequena percentagem (26,4%,
25,61%, 5,87%, 7,25%, respetivamente) destes compostos ficaram retidos na barreira intestinal.

Numa perspetiva futura e de continuidade do presente trabalho, irao ser analisadas em maior
detalhe o perfil metabdlico dos extratos nao digeridos e digeridos. Também deverao ser tidas em
conta a realizacao de andlises toxicoldgicas (por exemplo, pesticidas, metais, etc.), uma vez que
estas plantas se desenvolvem em habitats salinos caracterizados por apresentarem agua e solos
de baixa qualidade.

Os resultados obtidos podem representar um ponto de partida para estudos mais
aprofundados sobre os compostos libertados durante as fases de digestao in vitro e apds a
fermentacao da microbiota, a fim de avaliar os potenciais beneficios para a saude. Esta espécie
tem sido referenciada com atividade antimicrobiana, pelo que seria interessante explorar esta
atividade, especialmente em bactérias multirresistentes.

Deigual modo, seria interessante explorar o valor nutracéutico de subprodutos, como raizes e

sementes, para a aplicacao na cosmeética.
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