hd INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO EM NUTRICAO CLINICA

EFEITO DA INGESTAO DE DUAS BEBIDAS DE CACAU NA
PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS

Trabalho submetido por
Odete Estévao
para a obten¢do do grau de Mestre em Nutricao Clinica

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Alexandra Bernardo
Professor Doutor Roberto Palma dos Reis

Agosto de 2013



EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS




DEDICATORIA

DEDICATORIA

Este estudo é dedicado a todos os que tornam possivel
usufruirmos da Bebida dos Deuses, o Cacau.



EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS




AGRADECIMENTOS

AGRADECIMENTOS

A Prof. Doutora Alexandra Bernardo que gentilmente aceitou participar e
colaborar neste trabalho dando-me atengdo, apoio, carinho e incentivo, principalmente
acreditando ser possivel e disponibilizando os seus conhecimentos que deram suporte a

este empreendimento.

Ao Professor Doutor Roberto Palma dos Reis pelo constante entusiasmo, pela

orientagdo e relevantes ensinamentos que me transmitiu.

A Prof. Doutora Margarida Moncada pelo apoio e partilha dos seus vastos

conhecimentos sobre antioxidantes.

A Prof. Doutora Fernanda Mesquita pelo incentivo ao tema do trabalho e todos

os conhecimentos transmitidos durante o meu percurso.

Ao Prof. Doutor José de Brito pela sua indispensavel ajuda na execugao deste

trabalho.

Ao Laboratorio (Bioquilab) do CiiEM por terem disponibilizado o seu espago e

equipamentos para a execugao pratica do estudo.

As colegas Carla Silva e Sandra Lopes do Curso de Mestrado de Nutri¢do

Clinica que gentilmente colaboraram no recrutamento dos participantes.

Aos estudantes e colaboradores do ISCSEM que, com alegria, participaram no

estudo e tanto se esforgaram por cumprir o programa diario.

A todos os que de alguma maneira me apoiaram na realizagdo deste trabalho, em
particular ao Fernando M., a Cassilda A., a Lena E., a Joana M., ao Jorge N., ao Filipe

N., a Ana Maria, a Casimira, a Isabel S., a Patricia F., a Ana Isabel e a Florinda.



EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS




RESUMO

RESUMO

Enquadramento: O efeito benéfico da ingestdo de cacau nos valores da pressdo arterial
tem sido associado a presenga de compostos bioactivos (polifendis) com poder
antioxidante, aos quais se atribuem propriedades vasodilatadoras. O cacau passa por
diversos processos de tratamento, originando produtos com diferentes teores de
polifendis e caracteristicas organolépticas.

Objectivo: Determinar o efeito da ingestdo de duas bebidas de cacau em pd, cru e
alcalinizado, nos valores da pressao arterial. Comparar o conteido em polifendis e
poder antioxidante de amostras aquosas dos cacaus.

Métodos: Estudo aleatorizado paralelo, mascarado, em 58 individuos que foram
distribuidos em dois grupos, 29 ingeriram a bebida de cacau cru (CC) e 29 a bebida de
cacau alcalinizado (CA), durante 15 dias consecutivos. As medigdes dos parametros da
pressao arterial foram efectuadas no inicio e fim do estudo. A analise estatistica foi
efectuada com o SPSS (versdo 17.0). Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) de
medicdes repetidas de tipo misto a 2-factores. As 2 bebidas de cacau foram sujeitas a
analise quimica para determinagdo do seu teor em fenois totais, proantocianidinas e
capacidade antioxidante.

Resultados: O estudo foi concluido por 28 individuos. Nao se verificaram diferencas
com significado estatistico nos parametros da pressdo arterial em relagdo aos cacaus e
ao tempo com excep¢ao da frequéncia da pulsacdo em que se verificaram diferengas
significativas entre medigdes (p<0.05). A analise quimica da amostra aquosa de CC
mostrou um teor de fendis e proantocianidinas superior ao CA. As duas solucdes de
cacau exibem uma elevada capacidade antioxidante total revelada pelos métodos FRAP
e ABTS.

Conclusao: Os polifenodis e a capacidade antioxidante do CC sdo superiores aos do CA.
Nao se observaram diferengas significativas na pressao arterial entre as duas bebidas de
cacau, com excepcao da frequéncia de pulsagdo entre as duas medigdes. Os valores
obtidos mostram uma tendéncia de diminuigdo dos parametros avaliados. E de salientar
no entanto que existe uma diferenca significativa nos valores da FP independentemente
do cacau, quando se considera a amostra total.

Palavras-chave: cacau, alcalinizagao, pressao arterial, polifendis

Nota: Trabalho apresentado nas IV Jornadas de Ciéncias da Saide — Doengas

Neurodegenerativas, ISCSEM, Abril 2013
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ABSTRACT

ABSTRACT

Introduction: The beneficial effect of cocoa on blood pressure is due to the presence of
bioactive compounds (polyphenols) with antioxidant capacity and vasodilator
properties. Cocoa undergoes several processing treatments originating products with
varied polyphenol contents and different organoleptic properties.

Objective: To determine the effect on blood pressure values from the intake of two
cocoa powder drinks, raw and alkalized. To compare the content of polyphenols and the
antioxidant capacity in aqueous cocoa samples.

Methods: A parallel randomized, masked study was conducted on 58 subjects who
were divided into two groups, 29 ingested the raw cocoa (CC) drink and 29 drank the
alkalized cocoa (CA) for 15 consecutive days. Blood pressure readings were taken at the
beginning and end of the study. Statistical analyses were performed with SPSS (version
17.0). ANOVA was used for repeated measurements of mixed type to 2-factors. Both
cocoa beverages were subjected to chemical analysis to determine their content of
phenols, proanthocyanidins and antioxidant capacity.

Results: The study was completed by 28 subjects. There were no statistically
significant differences in blood pressure parameters with respect to time and cocoas
except that of the pulse frequency where significant differences were found between
measurements (p <0,05). The chemical analysis of the aqueous CC sample showed a
higher content of phenols and proanthocyanidins than the CA. Both cocoa solutions
show high total antioxidant capacity revealed by FRAP and ABTS methods.
Conclusion: The polyphenols and antioxidant capacity of CC outweigh the CA. There
were no significant differences in arterial pressure between the two cocoa drinks, with
the exception of pulse frequency between the two measuring. The values obtained show
a decreasing trend of the evaluated parameters. It should be noted, however, that there is
a significant difference in the values of PF regardless of cocoa, when one considers the
total sample.

Keywords: cocoa, alkalinisation, blood pressure, polyphenols

Note: This paper was presented at the IV Conference of Health Sciences -

Neurodegenerative Diseases, ISCSEM, April 2013
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RESUMEN

RESUMEN

Introduccion: El efecto benéfico del cacao en la presion arterial es debido a la
presencia de compuestos bioactivos (polifenoles) con capacidad antioxidante y
propiedades vasodilatadoras. El cacao pasa por varios tratamientos en su procesamiento,
dando lugar a diversos productos con distintos contenidos de polifenoles y propiedades
organolépticas.

Objetivo: Determinar el efecto de la ingestion de dos bebidas de cacao en polvo, crudo
y alcalinizados en los valores de la presion arterial. Comparar el contenido de
polifenoles y el poder antioxidante de muestras acuosas de cacaos.

Métodos: Estudio aleatorizado, enmascarado en 58 pacientes distribuidos en dos
grupos, 29 ingirieron la bebida de cacao crudo (CC) y 29 la bebida de cacao
alcalinizado (CA) durante 15 dias consecutivos. Se efectuaron mediciones de los
parametros de la presion de arterial en el inicio y en el final del estudio. El andlisis
estadistico se realiz6 con SPSS version 17.0. Se utilizo ANOVA para las mediciones
repetidas de tipo mixto a 2-factores. Ambas bebidas de cacao fueron sometidas a
analisis quimico para determinar su contenido de fenoles, proantocianidinas y capacidad
antioxidante.

Resultados: Completaron el estudio 28 sujetos. No se verificaron diferencias con
significado estadistico en los pardmetros de la presion arterial con respecto al tiempo y
cacaos, excepto en la frecuencia de pulsacion (FP) donde se encontraron diferencias
significativas entre las mediciones (p <0,05). El analisis quimico de la muestra acuosa
de CC mostr6 un mayor contenido de fenoles y proantocianidinas que la muestra del
CA. Ambas soluciones de cacao muestran una alta capacidad antioxidante total revelada
por los métodos FRAP y ABTS.

Conclusion: Los polifenoles y la capacidad antioxidante del CC superan el CA. No
existen diferencias significativas en la presion arterial entre las dos bebidas de cacao,
con la excepcion de la frecuencia del pulso entre las dos mediciones. Los valores
obtenidos muestran una tendencia a la disminucion de los pardmetros evaluados. Cabe
sefialar, sin embargo, que existe una diferencia significativa en los valores de la FP
independientemente del cacao, cuando se considera la muestra total.

Palabras clave: cacao, alcalinizacion, presion arterial, polifenoles

Nota: Este estudio fue presentado en la IV Conferencia de Ciencias de la Salud -

Enfermedades Neurodegenerativas, ISCSEM, Abril 2013
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1. ENQUADRAMENTO

A pressdo arterial (PA) pode definir-se como a pressdo exercida pelo sangue
(expressa em milimetros de mercurio — mmHg) sobre as paredes dos vasos sanguineos,
e representa a accdo do bombeamento do coragdo. A pressdo arterial sistolica (PAS)
traduz a contrac¢do cardiaca que permite o0 bombeamento do sangue para as artérias. A
pressdo arterial diastolica (PAD) representa o relaxamento cardiaco entre as
contracgoes. PAS e PAD correspondem respectivamente aos valores mais elevado e
mais baixo que se obtém quando da medi¢ao da PA (World Health Organization, 2003).
A pressao de pulso (PP) define-se como a diferenca entre a PAS e a PAD. O seu valor
aumenta com o endurecimento das artérias (Sesso et al., 2000). A frequéncia de
pulsacdo (FP) ¢ o nimero de batimentos cardiacos por minuto detectados numa artéria
periférica. Corresponde as variagcdes de pressdao sanguinea na artéria durante as fases de
contrac¢do e relaxamento cardiacos.

A PA ¢ um parametro fisioldégico que ¢ influenciado por factores ambientais
bem caracterizados e factores genéticos (Vasdev, Stuckless, & Richardson, 2011).

Os niveis da PA podem ser agrupados em diferentes categorias: a pressao
sistolica normal em repouso, no adulto, situa-se entre os 100 e os 140 mmHg ¢ a
diastolica entre 60 e 90 mmHg. O aumento da pressdo na arvore arterial sistémica acima
desses valores obriga a um maior esfor¢o para o coragao bombear o sangue ¢ denomina-
se hipertensao arterial (HTA).

PA elevada ¢ um dos factores de risco cardiovascular que tem sido objecto de
atencdo (Egan, Laken, Donovan, & Woolson, 2010). A HTA ¢ um problema de satde
universal, e constitui um factor de risco cardiovascular de alta prevaléncia, responsavel
por elevadas morbilidade e mortalidade cardiovasculares nomeadamente acidentes
corondrio e vascular cerebral e ainda insuficiéncia renal e cegueira (Beg, Sharma, &
Akhtar, 2011; Vasdeyv, et al., 2011).

Em Portugal cerca de 45,7% dos adultos (idade superior a 18 anos) sofrem de
HTA, sendo esta prevaléncia superior nos homens. Quanto ao conhecimento da HTA, ¢
superior nas mulheres, ¢ s6 7,2% dos homens ¢ que controla contra 15,4% nas
mulheres. O grau de desconhecimento da HTA quase que triplica quando se compara
individuos com idade inferior a 35 anos aos com 64 anos, o que significa que os jovens

nao dao importancia a medi¢cdo da PA (Macedo et al., 2007).
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A PA ¢ regulada por varios mecanismos nomeadamente neural, renal, hormonal
e vascular. A regulacdo a curto prazo, esta directamente ligada a reflexos neurais que
modificam as variaveis hemodinamicas que determinam a pressdo, sendo o 6rgdo alvo o
coragdo; na regulagdo a longo prazo sdo os mecanismos hormonais e renais e estdo
ligados a volemia, sendo o 6rgao alvo os rins. A regulacdo da PA a curto prazo ¢ feita
pelo sistema nervoso simpatico (SNS) dando respostas para regular o stress fisico e
emocional. O sistema renal simpatico (SRS) contribui para regular a PA a longo prazo,
promovendo a reten¢do do sodio. Quando existe um desequilibrio na capacidade de
absor¢do versus excre¢do renal, resulta num aumento da pressdo arterial (DiBona,
2005). O controlo da PA constitui um factor relevante para a monitorizagdo do risco
para doencas cardiovasculares ou renais (Appel et al., 2006).

O mecanismo a curto prazo actua em consonancia com o mecanismo a longo
prazo. No mecanismo a curto prazo, sao os barorreceptores que sinalizam as alteragdes
da PA e que promovem o aumento da actividade simpatica, alterando a frequéncia
cardiaca (FC), a vasoconstrigdo/vasodilatacdo periférica e estimulando também a
secrecdo da renina. Os reflexos emitidos pelos barorreceptores podem permitir a
correccao das variagdes da PA (Flammer et al., 2012; Guyenet, 2006).

No mecanismo a longo prazo ¢ o SRS que regula a PA. A renina é uma enzima
que faz parte do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sistema hormonal
que também regula a PA e o equilibrio do fluido no organismo. Se o SRAA estiver
anormalmente alterado a PA ficara muito elevada, promovendo o estado de hipertensao.
O deficiente funcionamento deste processo metabdlico facilita a disfung¢do endotelial e
eleva a resisténcia vascular periférica (Actis-Goretta, Ottaviani, & Fraga, 2006; Vasdev,
etal., 2011).

A nivel do mecanismo vascular (outro dos mecanismos reguladores da PA),
podem existir alteragdes na estrutura e fung¢do das pequenas e grandes artérias. Os
disturbios vasculares sdo influenciados, para além de outros factores, pela diminui¢ao
da sintese e biodisponibilidade de o6xido nitrico (NO) promovendo a disfun¢do
endotelial. O revestimento endotelial dos vasos sanguineos ¢ de elevada importancia
(Luscher & Barton, 1997) para a saude vascular e desempenha um papel importante na
protec¢do contra a aterosclerose e HTA, diminuindo o risco de acidente cardiovascular.
A desregulacdo da fun¢do endotelial pode conduzir a um aumento da resisténcia
vascular periférica devido a determinados factores, um dos quais ¢ quando a sintase do

oxido nitrico endotelial (eNOS) ndo esta activada resultando em vasoconstricdo dos
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vasos sanguineos (Munzel, Sinning, Post, Warnholtz, & Schulz, 2008). E de extrema
importancia que haja um constante fluxo de NO porque este constitui um dos
mecanismos responsaveis pela regulagdo da PA. Como vasodilatador que é, produzido
nas cé¢lulas endoteliais, a fungdo do NO ¢ a de tonificar os vasos vasculares periféricos
(Paravicini & Touyz, 2008).

Estudos clinicos tém demonstrado que a HTA ¢ acompanhada por um aumento
de stress oxidativo (SO) e este aumenta a pressdo sanguinea ao promover a
desregulacao do NO (Beg, et al., 2011). O SO ocorre quando ha desequilibrio entre a
actividade de enzimas oxidantes e a capacidade antioxidante do organismo ou quando a
ingestao de antioxidantes da dieta ¢ inapropriada. Assim o NO pode ser degradado pelas
espécies reactivas de oxigénio (ROS) resultando numa situagdo de SO e
consequentemente promovendo alteragdes na PA (Andres-Lacueva et al., 2008;
Paravicini & Touyz, 2008).

As alteracdes da PA estdo relacionadas com vdrios factores, entre os quais,
factores genéticos e outros associados ao estilo de vida, nomeadamente regime dietético
e exercicio fisico (Vasdev, et al., 2011).

As mudancas no estilo de vida das tultimas décadas (excesso de ingestdo de
agucar, sal, alcool e o défice em vitaminas e antioxidantes, obesidade e¢ sedentarismo)
(Beg, et al., 2011) tém sido apontadas como factores que tém contribuido para a subida
dos valores da PA e por isso ¢ frequente a referéncia nas guidelines a modificagdo do
estilo de vida (sugerindo mais exercicio fisico e uma alimentagdo adequada) como
complemento a terapéutica médica (Egan, et al., 2010; Medina-Remon & al., 2009;
Muniyappa et al., 2008; Ried, Sullivan, Fakler, Frank, & Stocks, 2010)

Perante este quadro preocupante, e tendo em conta a diversidade e complexidade
de mecanismos propostos para a regulacdo da PA e os elevados valores de prevaléncia
da HTA, justifica-se a existéncia de diferentes abordagens no tratamento e prevencao da
HTA (Macedo, et al., 2007).

A terapéutica medicamentosa ¢ uma das abordagens que permite se atinja mais
rapidamente a pressdo alvo, diminuindo assim o risco de acidentes cardio ou
cerebrovasculares. Outra abordagem passa pela alteracio do regime alimentar
adoptando uma dieta rica em frutos, vegetais e com baixo teor de gorduras saturadas,
reducdo da ingestdo de sal, aumento de ingestdo de potdssio, consumo moderado de
alcool, abstinéncia tabagica e pelo aumento da actividade fisica através de exercicios

aerdbicos (Appel, et al., 2006; Vasdev, et al., 2011).

23



EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS

Entre as medidas dietéticas tem sido referida uma potencial associa¢do benéfica
entre a ingestdo de cacau (Anexo I-a)) e a diminui¢do dos valores da PAS e da PAD.
Esta reducdo foi inicialmente observada nos Indios Kuna, nativos das ilhas de San Blas
no Panamad, que ingerem tradicionalmente elevadas quantidades de cacau e revelam uma
baixa incidéncia de desenvolvimento de HTA com o aumento da idade. No entanto,
quando estes mesmos indios migram para o continente, onde consomem menos cacau €
adquirem outros habitos, acabam por revelar problemas de HTA a medida que
envelhecem. Assim, ndo estando os indios Kuna geneticamente protegidos da HTA,
poderia ser a alteragdo da ingestdo de cacau um dos factores que contribui para esta
diferenga (Corti, Flammer, Hollenberg, & Liischer, 2009; Desch, Schmidt, & al., 2010;
Egan, et al., 2010).

O conhecimento deste facto deu origem a varios trabalhos de investigacdo com
cacau tendo sido publicados véarios estudos que sugerem uma associagdo entre a reducao
dos valores da PA e a ingestdo de produtos de cacau. Esta accdo benéfica parece estar
relacionada com compostos fenolicos bioactivos constituintes do cacau. Sao também

referidos efeitos de anti-envelhecimento e reducdo da aterosclerose. (Tabela 1)
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Estes estudos sugerem que os efeitos benéficos do cacau sdo maioritariamente
devidos a um aumento da biodisponibilidade do NO o que explica a melhoria da fung¢do
endotelial com a consequente vasodilatagdo e outros potenciais efeitos benéficos na PA
(Almoosawi, Fyfe, Ho, & Al-Dujaili, 2010; Buijsse, Weikert, Drogan, Bergmann, &
Boeing, 2010; Corti, et al., 2009; Desch, et al., 2010; Fisher, Hughes, Gerhard-Herman,
& Hollenberg, 2003).

Evidéncias como esta serviram de base a Corti (2009) para propdr que os
flavonodides, e dentre estes os flavanois, especialmente a epicatequina/catequina, que se
encontram em elevadas concentragdes no cacau quando comparados com outros
alimentos (Tabela 2), melhoram a fun¢do vascular e a sensibilidade a insulina,

reduzindo a reactividade plaquetaria e diminuindo a PA (Corti, et al., 2009).

Tabela 2- Concentragdo de catequina/epicatequina em diversos alimentos

Alimento Conteudo Flavondides, mg/kg ou mg/L
Chocolate 460-610
Feijoes 350-550
Damascos 100-250
Cerejas 50-220
Péssegos 50-140
Amoras 130
Magas 20-120
Cha Verde 100-800
Cha Preto 60-500
Vinho Tinto 80-300
Cidra 40

Fonte: Adaptado de Corti, R. (2009).

Para além destes trabalhos os polifenois do cacau tém sido mencionados em
varios estudos como compostos bioactivos com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatodrias, antiaterogénicas e anticancerigenas (Buitrago-Lopez, Sanderson, &
Johnson, 2011; Monagas et al., 2009; Muniyappa, et al., 2008; Ortega et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos fendis deve-se principalmente as suas
propriedades redox, as quais permitem actuar como agentes redutores e fornecedores de
hidrogénio (Othman et al., 2010).

Dentro da classe dos polifenois, os flavonoides sdo aqueles que demonstraram
ter maior poder antioxidante. No grupo dos flavonodides distinguem-se os flavanois,
também denominados “flavan-3-ols”, que tém suscitado particular interesse porque se
podem encontrar em elevadas concentragdes no cacau. Os flavanois encontram-se no
cacau na forma monomérica (epicatequinas e catequinas) e em longas cadeias

poliméricas (procianidinas e proantocianidinas) (Bel§¢ak, Komes, Horzi¢, Gani¢, &

26



ENQUADRAMENTO

Karlovi¢, 2009; Latif, 2013; Miller et al., 2008; Muniyappa, et al., 2008; Scalbert &
Williamson, 2000) (Tabela 3).
Dreosti (2000) verificou que 60% do total de compostos fendlicos na semente de

cacau sao flavanois e procianidinas (Dreosti, 2000; Othman, et al., 2010).

Tabela 3 - Composi¢do dos cacaus em po6 utilizados em bebidas de cacau

Composicdo por dose (31g) Cacau
Energia (kcal) 119
Polifendis do Cacau (mg) 451
Epicatequina (mg) 87
Catequina (mg) 31
Procianidinas (mg) 338
Gordura Total(g) 1.4
Gorduras Saturadas (g) 0.8
Colesterol (mg) 4.4
Hidratos de Carbono (g) 17
Proteinas (g) 9.40
Fibras (g) 3.0
Cafeina (mg) 18.3
Teobromina (mg) 337
Sédio (mg) 105
Potassio (mg) 530
Calcio (mg) 244
Ferro (mg) 1.9
Fosforo (mg) 280
Magnésio (mg) 86
Zinco (mg) 1.6
Cobre (mg) 0.4
Manganésio (mg) 0.6

Fonte: Adaptado de Muniyappa (2008).

Os flavanois, mais particularmente as procianidinas, tém sido descritos como o
maior grupo responsavel pela actividade antioxidante nas sementes de cacau, revelando
capacidade de aumentar a formacao de 6xido nitrico endotelial (Egan, et al., 2010;
Karim, McCormick, & Kappagoda, 2000; Ried, et al., 2010) e consequentemente a
capacidade de promover efeitos benéficos no organismo humano (Gu et al., 2004;
Ortega, et al., 2008).

O estudo de Sudarma (2011) revela também que o chocolate negro ¢ muito rico
em flavandis, e possui um nivel bastante elevado de antioxidagdo comparado com
outros alimentos, baseado na Capacidade de Absor¢do de Radicais Livres (ORAC), o
que promove o efeito de diminui¢do na PAS e PAD.

Apesar do elevado conteudo de compostos bioactivos (compostos polifenolicos)
presentes nas sementes de cacau e seus derivados, esse teor pode variar segundo as

variedades de cacau (Anexo I-b), suas cultivares e distribui¢ao geografica ao longo da
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zona equatorial, para além dos processos de transformacdo a que o cacau ¢ submetido
(Belscak, et al., 2009; E. S. Brito et al., 2000; Egan, et al., 2010; Ortega, et al., 2008;
Othman, et al., 2010).

O efeito dos processos de transformacgdo (Anexo I-d) do cacau foi estudado por
Miller, (2008) propondo o autor uma relacdo entre a actividade antioxidante e o
conteido em polifenodis totais (PT) e flavanodis totais em cacaus com diferentes

tratamentos de processamento, desde o natural até ao forte. (Tabela 4)

Tabela 4 - Actividade Antioxidante (ORAC), Polifenois Totais (PT) e volume de flavanol
de diferentes cacaus

Categoria Actividade .. ..  Flavanéis
.. Polifenois .
do Antioxidante Totais totais
Processo (ORAC) (mg/g)
(PT)
(pmol de (mg/g) N>10
TE/g) (mg/g)
Natural 846 63.20 35.69
Natural 628 56.40 36.21
Natural 615 61.90 40.25
Natural 822 49.60 37.97
Natural 620 40.59 22.86
Ligeiro 544 51.89 24.65
Ligeiro 398 23.84 8.76
Ligeiro 365 27.28 11.48
Ligeiro 395 24.71 10.31
Médio 321 19.03 7.33
Médio 398 33.04 14.00
Médio 279 13.20 3.94
Médio 237 15.68 492
Médio 297 26.51 8.91
Forte 254 13.25 5.70
Forte 233 11.52 451
Forte 294 30.97 6.05
Forte 94 7.66 1.33
Forte 198 10.79 2.92
Forte 259 9.54 3.04

Fonte: Adaptado de Miller, (2008).

O processamento da semente crua inclui numerosos passos realizados ainda na
zona da plantacdo. Um dos primeiros processos ¢ a fermentacdo da semente, a qual ¢
crucial para produzir a cor e as qualidades organolépticas desejaveis do cacau (Ortega,
et al., 2008). As sementes permanecem em caixas a fermentar durante cerca de 4 a 5
dias, e posteriormente sdo submetidas a um tratamento de secagem, que tem como
objectivo a remogao quase total de dgua das sementes (Hii, Law, Suzannah, Misnawi, &
Cloke, 2009). Contudo, neste passo de transformacdo verificam-se consideraveis

reducdes (Forsyth, 1952; Othman, et al., 2010), particularmente no estudo de Brito
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(2000), em que se da uma redugdo de 34 a 58% na quantidade dos fenois da semente de
cacau através da oxidagdo e exsudacao (L. Brito et al., 2012).

O estudo de Nazaruddin, (2006) mencionado por Othman, (2010) revela que as
sementes de cacau nao fermentadas contém 1187mg/100g de epicatequina, enquanto
que as sementes de cacau fermentado contém unicamente 985mg/100g (Nazaruddin,
Seng, Hassan, & Said, 2006). Ou seja, como menciona Rusconi, (2010), em sementes
de cacau ndo fermentado a epicatequina representa aproximadamente 35% do conteudo
dos seus compostos fenolicos (Rusconi & Conti, 2010). Quando nao ocorre uma
correcta fermentacdo, o cacau nao desenvolve aromas e ¢ excessivamente adstringente e
amargo. Virios estudos testam a correlagdo entre o conteudo fendlico e a sua
capacidade antioxidante (Othman, et al., 2010). Na tabela 5 pode-se observar como
diminuem os valores dos Fendis totais assim como outros compostos durante a

respectiva transformacgdo da semente de cacau (E. S. Brito, et al., 2000).

Tabela 5 — Efeitos da fermentag@o, secagem e torra na composi¢ao do cacau

Fermentado
Oh 72h Seco Torrado
Fenol total (mg 4cido tanico g ) 231 + 5a 213 +£5° 157 + 6b 131 +6¢
Proteina (mgg ™) 220 + 8a 157 +9b 1148 + 8b 138+ 7b

Grupos amino-terminais (mg glicina g ™) 21.6+0.2b 35.6 1.2° 326+ 1.9a 22.1+1.1b

Aminodcidos livrem (mgg ) 25.7+0.7a  32.1+1.8b 353+£1.3b 24.1+2.1a
Agucares redutores (mg glucose g ™) 50.1£0.3b 63.0£0.5? 28.0£0.5¢ 14.6+0.1d
Oligossacarideo (mg glucose g ™) 79+ 1.4a 6.7+ 1.9% 7.9+0.7a 7.7+ 1.1a
Amido (mg glucose g™ 140 + 5a 127 £ 5° 136 +9a 162 +4a

Fonte : Adaptado de Brito (2000).

Apds a secagem, as sementes ficam prontas para serem armazenadas e
transportadas para as fabricas de transformacdo onde sdo objecto de outros tantos
processos (por exemplo: alcalinizag@o e torrefac¢do) cujos principais passos envolvidos

sdo mostrados na Figura 1.
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Sementes de

Cacau Secas
i
Limpeza
: Prensagem
Micronizacao
i
Peneira
e quebra
i
Alcalinizagao MANI;I'IIEEIGA BCD):EO
i CACAU CACAU
Torrefacgao l
3 Pulverizacdo
Moagem
LICOR CACAU
DE EM
CACAU PO

Figura 1 - Processos de transformagdo das sementes de cacau em produtos semi-acabados.

Adaptada de Hii, (2009).

A alcalinizagdo e a torrefacgdo sdo 0s processos que mais contribuem para o
flavour e cor dos produtos semi acabados resultantes (licor de cacau ou pasta de cacau,
semente de cacau e cacau em pod), excepto a manteiga de cacau (Hii, et al., 2009;
RadoJ¢I¢ RedoVNIkoVI¢, Delonga, & Mazor S, 2009). O cacau natural tem elevado
conteudo de flavanois mas quando passa por estes processos, este conteudo fica
substancialmente reduzido (Hii, et al., 2009; Miller, et al., 2008).

O tratamento de alcalinizagdo, também conhecido como Dutching (Anexo 1-c)),
€ um processo que escurece a substancia magra da semente de cacau e altera o seu sabor
por reducdo da sua acidez. O processo de alcalinizagdo envolve varios agentes, o mais
comum ¢ o carbonato de sodio dissolvido em 4gua directamente no cacau em pd, na
pasta ou nas sementes de cacau, deixando a mistura reagir (Miller, et al., 2008). No
processo de torrefacg¢do, as sementes de cacau no estado natural (cru), ou ja com o
tratamento de alcalinizagdo, sao torradas a elevadas temperaturas (120°C a 150°C) para
desenvolver melhor o aroma e o flavour no tipo de chocolate pretendido (Rohan & M.,
1964). O tempo, a temperatura e a concentragdo do alcalino sdo varidveis que podem
afectar o produto final nomeadamente no que diz respeito ao seu conteudo em
polifendis (E. S. Brito, et al., 2000; Hii, et al., 2009; Wollgast & Anklam, 2000).

Na Tabela 6 pode observar-se como se modifica o pH e a cor com diferentes

niveis de alcalinizagdo (do tratamento natural a alcalinizagdo forte).
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Tabela 6 — Valores de pH, % gordura e descrigdo de cor de amostras
de cacau com diferentes processamentos

Categoria %
do pH Gordura Descricio Cor
Processo

Natural 5.39 11.01 Castanho Claro
Natural 5.53 12.40 Castanho Claro
Natural 5.60 11.20 Castanho Claro
Natural 5.69 10.40 Castanho Claro
Natural 5.76 10.43 Castanho Claro
Ligeiro  6.77 11.80 Castanho
Ligeiro  6.94 10.42 Vermelho/Castanho
Ligeiro  7.00 10.50 Vermelho/Castanho
Ligeiro  7.13 11.08 Castanho
Médio 7.21 10.20 Castanho-escuro
Médio 7.25 11.60 Vermelho/Castanho
Médio 7.36 11.17 Castanho-escuro
Médio 7.46 10.91 Vermelho/Castanho
Médio 7.52 10.90 Vermelho/Castanho

Forte 7.69 11.50 Vermelho-escuro

Forte 7.81 12.70 Preto

Forte 7.82 10.00 Preto

Forte 7.92 11.00 Preto

Forte 8.05 10.69 Vermelho-escuro

Forte 8.06 10.30 Preto

Fonte: Adaptado de Miller, (2008)
No estudo de Hii (2009), ¢ revelada a diferenga entre o cacau em po natural

(cru), com (pH 5.39-5.76) e elevada capacidade antioxidante, ¢ o cacau em po

fortemente processado (alcalinizado) (pH 7.69-8.06). Se a temperatura da torra

aumentar de 127 °C para 181°C, o contetido em polifendis diminui de 24618 para 12706

ug/g, diminuindo igualmente as procianidinas de 1953 ng/g para 425 pg/g (Hii, et al.,

2009).

Ainda no trabalho do mesmo autor, expresso na Tabela 7, podem-se encontrar

diferengas na constituicdo do cacau cru e alcalinizado no que diz respeito aos flavandis

totais, procianidinas e catequinas. O autor atribui esta perda de flavandis totais a

oxidagdo de compostos fendlicos em condi¢des de elevado pH, tornando os pigmentos

castanhos devido aos diferentes graus de polimerizacao (Hii, et al., 2009).

Tabela 7 — Conteido em polifendis de cacau natural e cacau alcalinizado

Total Flavanéis Catequinas Procianidinas
(ng/g) (mg/g) (mg/g)
Cacau Natural (Cru) 2109.0 —3058.5 29-35 32.2-48.7
Cacau Alcalinizado 848.8 —1148.3 0.4-0.7 7.0-10.8

Fonte: Adaptado de Hii, (2009)

Estas diferencas sdo também ilustradas no trabalho de Andres-Lacueva (2008),

onde se verificou que as elevadas temperaturas e prolongado tempo de exposi¢do, no
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processo de torrefac¢do, reduzem o contetido de polifendis no cacau, podendo afectar as
propriedades e a biodisponibilidade dos polifendis, ja que este tratamento resulta numa

perda em 60% do conteudo total de flavonodides. (Ver Tabela 8)

Tabela 8 - Concentragédo (ng/g) de flavandis e flavonois no cacau natural e alcalinizado, e seus produtos
derivados de cacau em p6 (A, B e C)

Flavandis e Flavonois (ng/g)

Cacau natural em pé 2653.13 (£123.08)
produto cacau A 563.27 (£31.32)
Cacau em po6 alcalinizado 1055.37 (£59.57)
produto de cacau B 530.41 (£22.68)
produto de cacau C 223.47 (£6.97)

Fonte: Adaptado de Andrés-Lacueva (2008).

O processo de alcalinizagdo nao ¢ indispensavel na confec¢do de chocolate mas
¢ comum a sua aplicagdo em produtos como o cacau em po, bebidas de cacau ou como
coberturas, devido ao proposito de apresentar uma cor de chocolate mais convencional
(Wollgast & Anklam, 2000).

O cacau em p6 ¢ um importante ingrediente na induastria alimentar, grandes
quantidades sao utilizadas em xaropes, coberturas, gelados, bebidas e pastelaria assim
como para aromatizar e dar cor a comidas pré-confeccionadas.

O cacau em po natural, com elevado conteido em polifendis, ndo ¢ tio
requisitado para a elaboracdo de produtos semifinos devido ao seu amargor e
adstringéncia e por mascarar as caracteristicas de sabor do chocolate, no entanto
existem nichos de mercado que procuram produtos de cacau ou chocolate com elevado
contetido de polifendis que sdo solicitados por consumidores conscienciosos do seu
efeito para a saude (Hii, et al., 2009).

Tendo em conta as diferencas no conteudo em polifendis de cacaus sujeitos a
diferentes graus de processamento e a associacdo destes compostos aos efeitos
benéficos nos valores da PA pretende-se neste trabalho verificar se existe diferenga nos
valores da PA apds ingestdo de 2 tipos de cacau comerciais (cacau em p6 cru — CC e
cacau em pod alcalinizado — CA), bem como caracterizar o respectivo conteudo em

fenois e poder antioxidante.
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2. OBJECTIVOS DO ESTUDO

Considerando a diferenga de conteudo em compostos bioactivos no cacau, antes
e apOs o processamento por alcalinizagdo e a potencial ac¢do nos valores da PA, o
objectivo deste estudo consiste na analise do efeito da ingestdo de dois tipos de cacau

em po, cru e alcalinizado, nos valores da PA em adultos.

2.1 Objectivo Geral:
Determinar o efeito da ingestdo de duas bebidas de cacau em pd cru e

alcalinizado na pressdo arterial em adultos.

2.2 Objectivos especificos:
2.2.1 Analise dos valores médios da pressdo arterial sistolica (PAS), da pressao
arterial diastolica (PAD), da pressao de pulso (PP) e da frequéncia de
pulsagao (FP).

a. antes e ap6s a ingestdo de uma bebida de cacau em p6 cru;
b. antes e ap0s a ingestao de uma bebida de cacau em po alcalinizado;

¢. entre os dois tipos de cacau.

2.2.2 Comparacao do contetido em polifenois e poder antioxidante de amostras

aquosas de cacau em po cru CC) e cacau em po alcalinizado (CA).
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3. METODOLOGIA

O estudo foi efectuado exclusivamente no Instituto Superior de Ciéncias da
Saude Egas Moniz (ISCSEM), tendo a recolha de dados sido efectuada entre Novembro
e Dezembro de 2012.

O protocolo do estudo foi aprovado pela Comissao Cientifica e pela Comissao

de Etica do ISCSEM .
3.1. Desenho do Estudo e Amostra
3.1.1. Desenho de Estudo

O estudo consistiu num ensaio aleatorizado paralelo mascarado de acordo com o

esquema apresentado (Figura 2).

O EFEITO DA INGESTAO DE DUAS BEBIDAS DE CACAU
NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS

ORGANOGRAMA

l SUBMISSAO DA PROPOSTA DE TESE A COMISSAO CIENTIFICA DO ISCSEM l

l

l PEDIDO DE ACEITAGAO DE TESE A COMISSAO DE ETICA ‘
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Fornecer Embalagens
com doses de cacaus
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l

DOSE DIARIA: 4g cacau em p6 + 50ml de dgua

15 dias Grupo A bebe cacau cru
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l

Medir a Pressao Arterial | Frequéncia da
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Recolha de Dados da Amostra
Anilise Estatistica dos Dados

Figura 2 — Desenho de Estudo
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No primeiro dia de aplicacdo do estudo foi pedido o consentimento informado a
todos os que se apresentaram. Apds a informagdo recolhida sobre os critérios de
inclusao e exclusdo definiu-se a amostra (58 individuos).

No gabinete médico do ISCSEM, apds o registo dos dados antropométricos, os
individuos foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos (A e B) de acordo com o
tipo de cacau utilizado nas bebidas. A ingestdo da bebida foi efectuada, no local do
estudo, de manhd, durante 15 dias consecutivos. A PA e FP foram avaliadas
imediatamente 5 minutos antes da ingestdo e cinco minutos apds a ingestao, no primeiro
e ultimo dia do estudo, respectivamente.

Os dados recolhidos foram posteriormente registados e tratados estatisticamente.

3.1.2. Constituicao da Amostra

Os individuos participantes no estudo foram recrutados através de convite por
comunicacao oral no ISCSEM. Foi obtido o consentimento informado de cada um, onde
se explicava o ambito e os objectivos do estudo (Anexo II).

Os critérios de inclusdo conduziram ao recrutamento de adultos de ambos os
géneros (idade > 18 anos) e os critérios de exclusdo rejeitaram os adultos que
possuissem: PA> 160/100 mmHg; doenga aguda ou crénica descompensada; diabetes;
insuficiéncia renal; intolerancia a alcaldides (cacau/café); tabagismo activo; qualquer
tipo de medicagao.

Recrutaram-se 58 adultos (9 homens e 49 mulheres) com idades entre os 18 ¢ os
50 anos, constituindo assim uma amostra por conveniéncia.

No inicio do estudo os individuos foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: grupo A de 29 individuos que iria ingerir uma bebida de cacau em p6 contendo
50 ml de 4gua e 4g de cacau cru (CC) e o grupo B de 29 individuos que tomaria outra
bebida de cacau em p6 contendo 50 ml de dgua e 4g de cacau alcalinizado (CA). O tipo
e caracteristicas do cacau utilizado na bebida eram desconhecidos nos dois grupos.

Durante o ensaio em ambos os grupos houve desisténcias por impossibilidade de
comparéncia continua. No grupo A descontinuaram 13 individuos e no grupo B 17

individuos. Terminaram o estudo 28 sujeitos. (Figura 3)
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Participantes Aleatorizados
n=58

.
. .

Intervencio n=29 Cacau A Intervencio n= 29 Cacau B
Perdidos no Perdidos no
seguimento seguimento

n=13 n=17
Finalizam Estudo n= 16 Finalizam Estudo n=12

I }
I

Finalizaram o Ensaio Clinico
n=28

Figura 3 — Fluxo de participantes

3.2. Recolha de dados

3.2.1. Habitos Alimentares
Foi requerido aos participantes que mantivessem os seus habitos alimentares e
fez-se um registo destes através da aplicacdo de um inquérito sobre os habitos

alimentares e outras informagodes (Anexo III).

3.2.2. Dados Antropométricos

Os individuos foram pesados em balanga Inner Scan Body Composition Monitor
e registados todos os seus dados antropométricos: idade, altura, peso, Indice de Massa
Corporal (IMC), perimetro abdominal (Per. Abd.), massa gorda (MG), massa muscular
(MM), massa 6ssea (MO) e massa visceral (MV).

3.2.3 Monitorizacao da Pressiao Arterial

As medidas foram efectuadas com um tensiometro de braco, Tensoval® duo
control, com grau de precisao A/A, de acordo com a Sociedade Europeia de
Hipertensao (De Greeff, 2008). A monitorizacdo da PA iniciava-se com um periodo de

relaxamento do individuo durante cerca de 5 minutos, na posi¢do sentado, apos o qual
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se colocava a bracadeira no brago esquerdo. Foram efectuadas 3 medigdes da PA com
intervalos de 5 minutos, em ambiente calmo e a temperatura controlada, registando-se a

PAS, a PAD, a FP e posteriormente determinaram-se os valores da PP.

3.3 Preparacio das Bebidas de Cacau

Os dois tipos de cacau em péd utilizados na elaboracdo das amostras foram
adquiridos em superficies comerciais.

A preparagao das bebidas consistiu em ferver SL medidos em baldo volumétrico
de 4gua mineral onde se juntaram 400g de cacau em po (cru ou alcalinizado), pesado em
balanga Sartorius analytica (sensibilidade 1 x10™g).

A mistura ferveu em lume brando durante 10 minutos, tendo sido mexida
durante esse periodo.

Uma vez preparados, os dois tipos de bebida foram distribuidos por recipientes
individuais esterilizados de 50mL (eurotubos DELTALAB). Cada recipiente foi
etiquetado com uma letra de cddigo correspondente ao tipo de cacau que continha (letra
A para o cacau cru e letra B para o cacau alcalinizado).

As bebidas apresentavam diferencas a nivel da cor e do sabor (Figura 4).

As doses foram produzidas com um dia de antecedéncia e mantidas no frio por 1
a 2 dias na cozinha experimental do ISCSEM.

Antes de serem ingeridas as doses eram agitadas.

Figura 4 - Doses das bebidas de cacau cru (A) e cacau alcalinizado (B)
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3.4. Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi efectuado no programa Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) (versao 17.0, New York, USA).

3.4.1. Constituicdo da Amostra

Para se conhecer a dimensdo da amostra utilizou-se o software G*Power 3.1.3
que disponibiliza um algoritmo de estimativa para avaliar a dimensao da amostra.

Por existirem dois grupos A e B, e dois momentos de medi¢ao de pressdo arterial
(antes e depois da ingestdo), tem de se assumir o parametro 1 para a correc¢do de nio
esfericidade, escolhendo-se como nivel de significancia a=5%, a poténcia do teste de
95%, escolhendo 0,3 (valor médio) para os parametros de correlagdo. Obteve-se o valor
de 54 para a dimensao amostral minima ideal.

De uma amostra inicial de 58 sujeitos, apos a execucao dos inquéritos, tendo
ocorrido varias desisténcias, erros de preenchimento e eventualidades de continuagdo do
estudo, finalizaram-no 28 sujeitos.

Assim, se a dimensao inicial da amostra se tivesse mantido nos 58, teriamos uma
amostra de dimensdo suficiente para confirmar eventuais resultados. Dada a dimensao
ser 28, ha uma diminuigdo significativa da robustez do teste, dado que esse valor de
dimensdo amostral corresponde a uma poténcia de apenas 70%. Logo deve-se encarar

este estudo como um Estudo Piloto.

3.4.1.1 Tratamento de Dados Antropométricos

Para determinar as diferencas nas respostas entre os sujeitos (Grupo A e Grupo
B) dos dados antropométricos utilizou-se o teste de Shapiro Wilk (adequado a amostras
pequenas) verificando-se a normalidade da distribui¢ao (p = 0,05).

Aplicou-se o teste de Levene para se verificar a homogeneidade das variancias
com p > 0,05 nos resultados que apresentavam distribuicdo normal. Para os que ndo
apresentavam homogeneidade das variancias (p<0,05) aplicou-se o teste nao

paramétrico independente Mann-Whitney.
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3.4.1.2 Tratamento do Inquérito
As respostas sobre os tipos de alimentos que habitualmente ingerem foram
comparadas por grupos e por frequéncias através de percentagens e tratamento

estatistico.

3.4.1.3 Tratamento dos dados da PAS, PAD, PP e FP

Considerou-se a média das duas ultimas medi¢des de PA, no momento inicial ¢
no momento final, e posteriormente determinou-se a média total do grupo A (CC) e
grupo B (CA) no inicio (TO) e no final (T1) e os seus desvios padrao (DP), tendo-se
procedido de igual modo para PP e FP.

Para determinar as diferengas nas respostas entre sujeitos para os tratamentos
mencionados Grupo A vs Grupo B e Antes vs Depois da ingestdo, utilizou-se uma
analise de varidncia ANOVA de medi¢des repetidas de tipo misto (1 factor de medic¢des
repetidas-tempo e 1 factor independente-cacaus). Como trabalho prévio testou-se a

Normalidade dos dados pelo teste de Shapiro Wilk, com o nivel de significancia p>0,05.

3.5 Analises Quimicas das Amostras Aquosas das Duas Bebidas de Cacau

3.5.1 Reagentes e Solucoes

Os reagentes Cloreto de Ferro (III) hexahidratado (FeCls.6H,0O), reagente de
Folin-Ciocalteu (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido  carboxilico), TPTZ 2.4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina, etanol (CH3;CH,OH), metanol (CH3OH), Persulfato de potassio (K,S,0g),
ABTS 2,20-azino-bis(3-etillbenztiazolina-6-acido sulfonico) sal de diamoénio e o 1-
butanol (C4H;00) foram adquiridos a Sigma-Aldrich, o dacido galico-1-hidratato
(C¢H2(OH);COOH.H,0) foi adquirido & Acros Organics ¢ o carbonato de soédio
(NayCOs) foi adquirido a ICS Science group.

Foram efectuadas as solucdes de 4cido cloridrico 40 mM (HCI1 37% adquirido a
Sigma-Aldrich), tampao fosfato pH=7 (NaH,PO4 ¢ Na,HPO, adquiridos a Scharlau),
tampao acetato 300mM pH=3,6 (NaCH3COO.3H,0 ¢ CH3;COOH adquiridos a AnalaR

Normapur).
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3.5.2 Preparaciao do Extracto

Os cacaus foram sujeitos a uma extrac¢ao hidro-etanolica (80:20). A mistura foi
posteriormente filtrada usando-se papel de filtro.

Obtiveram-se amostras homogéneas e sem precipitados que foram

posteriormente sujeitas a andlise.

3.5.3 Determinacao dos Fenois Totais

O conteado em fenodis totais foi determinado por adaptacdo do método de
Prahba, (Prabha & Vasantha, 2011). As amostras foram analisadas em triplicado,
pipetaram-se, para tubos rolhados, 312,5 pL de amostra em etanol: 4gua 80:20(V/V) ao
qual se adicionou 187,5 pL de agua, SmL solugdo reagente de Folin-Ciocalteu (1:10
diluido com 4gua) e 4 mL solugdo aquosa Na,CO3; I1M. Realizou-se um branco onde se
substituiu a amostra por uma solucdo em etanol: agua (80:20(V/V) e 187,5 uL de agua.
Ap0s agitacao dos tubos aguardou-se 15 min e leu-se a absorvancia a 765 nm.

O 4cido galico foi usado como padrio (Y=0,0034X-+0,018; R*=0,9966) ¢ os

resultados sao expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG)/L.

3.5.4 Determinacio do Teor em Proantocianidinas

O conteudo em proantocianidinas foi determinado por adaptagdao do método de
Gu (Gu, et al., 2004). O método utilizado baseia-se na hidrolise 4cida dos polimeros de
proantocianidinas produzindo-se pigmentos avermelhados como a cianidina e
delfinidina, em solugdo a quente. Assim, quanto maior a absorvancia maior sera o teor
em proantocianidinas. As analises foram efectuadas em triplicado, pipetaram-se, para
tubos rolhados, 150ul de amostra a qual se adicionou 2850ul da solu¢ao de HCI/1-
butanol (10% V/V). Realizou-se um branco onde se substituiu a amostra por 150ul de
solucdo etanol/agua (80: 20). Apds agitacdo a mistura foi incubada 50 minutos a 100°C

e leu-se a absorvancia a 550nm.
3.5.5 Determinacio da Capacidade Antioxidante
3.5.5.1 Método FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

Este método foi adaptado de Thaipong (Thaipong, 2006), e baseia-se na

. S . S + +
capacidade dos compostos antioxidantes em reduzirem, em meio acido, o Fe>" a Fe*" na
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presenca de (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) formando um intenso complexo azul
Fe* (TPTZ).

Foi previamente preparada uma solu¢ao para o FRAP adicionando 25mL de
tampao acetato 300mM pH=3,6 a 2,5mL de TPTZ 10mM em HCL 40mM e a 2,5mL de
FeCl;.6H,0O 20mM. Esta solugao foi aquecida a 37°C antes de usar.

As andlises foram efectuadas pipetando-se para tubos rolhados 150ul da amostra
aos quais se adicionou 2850ul da solu¢do FRAP. Os tubos foram mantidos no escuro,
durante 30 minutos. Realizou-se um branco onde se substituiu a amostra por 150 pul de
H,0 (nas mesmas condigdes). Leu-se a absorvancia a 593 nm.

O Trolox (“6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid”) analogo
da vitamina E, foi usado como padrio (Y=2,17x10°X+2,32x10% R?=0,998) ¢ os

resultados sao expressos em uM TE.

3.5.5.2 Método pela Captacgdo do Radical ABTS

Estudou-se a capacidade de reduzir o radical ABTS’ por compostos
antioxidantes através de dois testes semelhantes, o TAS (Capacidade Antioxidante
Total) ¢ o TEAC (Capacidade Antioxidante Total Equivalente), utilizando o
antioxidante sintético Trolox como padrao. Este radical forma-se a partir do 2,2’-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) por via enzimatica (ac¢ao de
uma peroxidase TAS) e pela reac¢ao quimica pelo persulfato de potassio (TEAC).

O ABTS ¢é um substrato da peroxidase que quando oxidado por radicais peroxilo
ou outros oxidantes na presenga do peroxido de hidrogénio gera o radical catido meta
estavel ABTS’, a cor deste catido é um verde-escuro, visivel num comprimento de onda
de 600 a 750 nm. O poder antioxidante ¢ determinado pela capacidade de resgate deste
radical sendo o produto resultante incolor. Conforme o agente antioxidante vai reagindo
com este catido, a cor vai perdendo intensidade, resultando num decréscimo dos valores
de absorvancia. Assim, quanto menor a absorvancia maior a concentragao de moléculas

antioxidantes.

3.5.5.2.1 Teste TAS

Este teste foi executado num apareclho RANDOX modelo RX Daytona
utilizando o Kit RANDOX - NX 2332. Nesta determinagdo, em cada replicado,
610pmol/L de ABTS (2,2 azino-di-3-etilbenzotiazolina sulfonato) foram adicionados a

6,1umol/L de peroxidase-metamioglobina e a 250umol/L de perdxido de hidrogénio, na
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presenca e auséncia das amostras. A formagdo do radical ABTS. foi medida

espectrofotometricamente a 600nm. O resultado foi expresso em mM de trolox/L.

3.5.5.2.2 Teste TEAC

Foi previamente preparada uma solugdo juntando 10ml de ABTS™ 7mM com
176 ul de persulfato de potassio 140mM que se armazenou durante 12h, a temperatura
ambiente, na auséncia de luz. Apos este tempo, diluiu-se a solugcdo em etanol até atingir
uma absorvancia de 0,7 a 734nm (cerca de 70 vezes) (Zulueta, Esteve, & Frigola, 2009).
As analises foram efectuadas pipetando-se 150ul da amostra e 2850ul da solugdo de
ABTS em etanol, para tubos rolhados. Realizou-se um controlo onde se substituiu a
amostra por 150 ul de etanol. Leu-se a absorvancia a 734 nm .Com o fim de comparar o
poder antioxidante das duas amostras de cacau foi determinado para cada um o nimero
de dilui¢des necessarias para que a percentagem de inibi¢ao do radical atingisse os 50%

de acordo com a seguinte equacgao:

%] — Acontrolo B AAmostra Xl 00

controlo

(Equacao 1)
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Quimica

Na tabela 9 encontram-se os resultados da quantificagdo dos fenois totais das

amostras. Verificou-se que estes se encontram numa concentragao 2,9 vezes superior no

cacau em po cru (1656,8mg/L), comparado com o cacau em péd alcalinizado (563,1

mg/L). Dado que o valor da absorvancia ¢ directamente proporcional a concentragdo

podemos inferir que o cacau em po6 alcalinizado tem cerca de 5,3 vezes menos

proantocianidinas (0,177) que o cacau em po6 cru (0,948).

Tabela 9 — Quantifica¢do dos fenois totais e teor em proantocianidinas

Analise efectuada Fendis totais | Proantocianidinas
. (mg/L)
Unidades Acido Gilico Abs
Cacau Cru 1656,8 0,948
Cacau Alcalinizado 563,1 0,177

Foram elaborados os testes FRAP, TAS e ABTS para determinar a capacidade

antioxidante das duas solugdes aquosas de cacau em p6 (Tabela 10). Verificou-se que os

cacaus exibem um elevado potencial antioxidante no entanto o CC ¢ superior ao CA em

qualquer dos testes.

Tabela 10 — Caracterizagao da capacidade antioxidante

Andalise Efectuada FRAP TAS ABTS
Unidades mol TROLOX/L mmol TROLOX/L 1C50

H (N° de dilui¢oes)
CACAU
CRU 1002,3 24,4 12,6
CACAU
ALCALINIZADO 716,6 >1 39

Verificou-se que os dois cacaus (CC e CA) diferem no nimero das diluigdes que

sd0 necessarias para que a percentagem de inibicdo do radical atinja os 50%. O CC

necessita cerca de trés vezes mais diluigdes que o CA para se atingir o IC50, ou seja, ¢

necessaria uma quantidade 3 vezes menor para que a percentagem de inibicao do radical

atingisse os 50%, (Figura 5).
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...

Figura 5 - % de Inibigdo do radical em fungéo do inverso do nimero de dilui¢des do CC e CA

No presente estudo, a dose que foi fornecida no tratamento de 15 dias continha
50ml de 4gua e 4g de cacau em p6 (CC ou CA). O CC continha 82,8 FT, e o CA
continha 28,2 FT, verificando-se que o poder antioxidante do CC ¢ superior ao do CA,

pela determinagdo da sua capacidade de antioxidante.

4.2. Caracterizacdo da Amostra

Finalizaram o estudo 28 individuos dos quais 26 (93%) eram do sexo feminino e
2 (7%) do sexo masculino, com idades compreendidas entre os 18 e 50 anos, sendo a
média de idades igual a 23.4 + 8.8 anos.

O Grupo A (CC) finalizou o estudo com 16 individuos (15 femininos e 1

masculino) e o grupo B (CA) com 12 individuos (11 femininos e 1 masculino).

4.2.1. Perfil Antropométrico

Os dados antropométricos idade, altura, peso, IMC, Per. Abd, MG, MM, MO e
MV foram recolhidos no inicio do tratamento para uma observacdo descritiva da
amostra sobre as possiveis diferengas entre o Grupo A e o Grupo B. Na Tabela 11
encontram-se as médias e respectivos desvios padrdo destes parametros para posterior

comparacao dos respectivos grupos (Anexo 1V).
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Tabela 11 — Comparagdo dos dados antropométricos

Grupo A Grupo B
Média = Desvio Padrao | Média + Desvio Padrao
Idade 24,37 +9,62 22,00 £+ 7,66
Altura (m) 1,60 = 0,03 1,66 £ 0,07
Peso (Kg) 58,4 +4,44 65,03 +£9,54
IMC /Kg/m?) 23,14 + 1,83 23,52+25
P. Abdominal (cm) 83,37+5,4 88,05 £ 8,63
Massa Gorda (%) 27,40+ 5,72 28,80 + 4,80
Massa Muscular (%) 41,30 £4,95 43,70 £ 5,70
Massa Ossea (%) 2,15+0,13 2,33+ 0,30
Gordura Visceral (%) 2,25+1,29 2,60+ 1,80
Agua (%) 53,60 + 3,90 52,80 + 3,32

Para aferir a normalidade das varidaveis em estudo utilizou-se o teste de Shapiro-
Wilk (p> 0,05) uma vez que a amostra ¢ reduzida (n<30) e este teste apresentar mais

robustez (Tabela 12).

Tabela 12 - Teste de normalidade das varidveis em estudo, para os dois grupos

Teste Shapiro-Wilk
Sig.
Grupo A Grupo B
Idade ,000* ,000*
Peso ,300 ,240
Altura ,490 ,581
IMC ,034* ,221
Per. Abd ,766 ,266
MG ,024* ,226
Agua ,085 246
MM ,001* ,075
MO ,031%* ,033%*
GV ,007* ,088

* Parametros que apresentam distribuigdes ndo normais (p<0.05)

Para os parametros (Idade, IMC, MG, MM, MO, GV) cuja distribui¢do nao ¢
normal (p < 0,05) foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney e verificou-se
que ndo existem diferengas significativas entre grupos. Para os restantes casos, utilizou-

se o Teste de Levene (p > 0,05) (Tabela 13) para aferir a homogeneidade de variancias.

Tabela 13 - Teste de Levene para as variaveis Peso, Altura, Per. Abd e Agua.

Sig. (2-tailed)
Peso ,043*
Altura ,005%*
Per. Abd , 133
| Agua 552

* Parametros que ndo apresentam homogeneidade de variancias (p < 0,05)
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Os parametros “Agua” e “Per.Abd” cumprem ambos os pressupostos, pelo que
foi aplicado um teste # entre médias. Para os restantes parametros foi utilizado um teste
ndo paramétrico Mann-Whitney para aferir das diferencas entre grupos, em que se
verificou ndo existirem diferencas significativas no peso, mas sim na altura (Sig. (2-

tailed) 0,003) entre grupos.

4.3 Perfil Alimentar e Outras Informacoes

No que diz respeito ao Inquérito Alimentar aplicado aos participantes no estudo
(Anexo III), o objectivo era conhecer os habitos alimentares dos individuos, visando as
classes de alimentos mais importantes para uma alimentacdo adequada e outros
alimentos habitualmente incluidos na alimentacdo da sociedade ocidental que podem

contribuir para alteragcdes na PA (Figura 6 (a,b), Figura 7 (a,b e c)).
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Figura 6 — Ingestdo de proteinas e gorduras
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Ingestdo de Lacteos (a)
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Figura 7 — Ingestdo de lacteos, alimentos processados e bebidas

Verificou-se em ambos o0s grupos que raramente comem carnes gordas,
preferindo com maior frequéncia as carnes magras. Também o peixe ¢ raramente
consumido, sendo o peixe magro o mais frequentemente utilizado. Quanto a ingestao de

leite e iogurtes, a maioria dos inquiridos ndo opta pelas variantes gordas, preferindo as
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alternativas magras. De uma forma geral, todos os inquiridos consomem queijo, mas
raramente optam por queijos salgados. Fiambre, bacon, salsichas, enchidos, sopas ou
vegetais enlatados quase ndo sao ingeridos. As refeicdes pré-confeccionadas assim
como o fast food ttm uma frequéncia de consumo bastante fraca. Alguns snacks
salgados s3o ingeridos mas sem representatividade. O azeite ¢ dos alimentos com maior
utilizagdo e a manteiga ¢ preferida em relagdo a margarina. As oleaginosas raramente
sdo ingeridas assim como as bebidas alcodlicas. Refrigerantes t€ém algum consumo mas
pouco frequente (Anexo V).

Globalmente, pode dizer-se que os alimentos que o0s participantes
preferencialmente incluem nas suas refeigdes sdo as carnes magras € 0 peixe, queijos e
carnes frias, azeite, manteiga e refrigerantes.

Foram ainda recolhidas outras informagdes adicionais sobre os participantes

(Anexo III, P1 a P8) que de alguma forma poderiam condicionar a amostra. (Figura 8).

Informagoes Adicionais

Costuma adicionar sal aos alimentos?

Bebe chd preto?

GRUPO B (12) SIM
GRUPO B (12) NAO

Bebe café?

Faz algum tipo de alimentagdo especial? M GRUPO A (16) SIM

B GRUPO A (16) NAO

Costuma usar suplementos?

0,0 200 400 60,0 80,0 1000 120,

Percentagens

Figura 8 - Informacdes adicionais sobre os participantes

Verificou-se que nos participantes havia um nimero minimo que tinham o
habito de ingerir suplementos e de praticar uma alimentacdo especial. No entanto, para
melhor compreensdo sobre as varidveis sal, chd e café recorreu-se a tratamento
estatistico onde se verificou ndo haver diferencgas significativas entre os dois grupos.
Ainda se constatou que nos dois grupos, 75% do total adicionam sal as refei¢des,
liderando o grupo B essa tendéncia.

No inquérito aplicado, pedia-se aos participantes que registassem os alimentos

ingeridos ao longo de um dia (Anexo III P-9). Pretendia-se assim conhecer o tipo de
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alimentos que os dois grupos ingeriam ao longo de seis refei¢cdes didrias. (Figura 9 - a) a

)

Peq. Almog¢o

GrupoA H GrupoB

77
«@ 5 5 o > > 5
& && & NG & i N
he > \\ & & < & ®
N ) G <P &
Nl
3
<
&0

Meio Manha

GrupoA HGrupoB

b)

Cha/ Café Bolachas Fruta
Almocgo
GrupoA M GrupoB
6 6
55
33 3 3
22 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 1
gl N3 POR I g2
5 & o R (4 o =3 A 2 S 3 S >
F & F P E S E O K FES
%,b\\ 6@0 & S Q}’DQ CZ} @ ¥ O o \‘?5 ) (_;b\lb @'g" 0(& ,3;<
& & & o &
& & & & 3 <
«oﬂk N RN X

51



EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS

Lanche

GrupoA H GrupoB

1 1
0 0
& g K & > 4 e o .
\«\ \}{x ? (\b X <<<° & /b(‘\& <Z>°\ &
$ B P o ¢ S &
© AN N Q & N
o N &
> ng )
&
<0
Jantar
GrupoA H GrupoB
7
2 2
1 1 1 1
f B¢ RFEFS
& > > O
39 r.,’z}’bb @@@ é&e é((oo
N (<’Z>
:_)0
e)

Ceia

GrupoA H GrupoB

2
1 1 1 1 1 1 1
o [ o o] o o b
- b_ -
<& o >

S
P

& & L L2 & &
N2 "b\Cb G),b(\b 0\’bé\ & "b(\ § ({\Q/ &<<0
S 2 < AN &
3 AN o
k’b ng )
<&

Figura 9 [a) a f)]- Diario alimentar dos participantes

52



RESULTADOS

Foi possivel verificar que os grupos das proteinas, vegetais, gorduras, hidratos
de carbono, frutas e legumes ndo eram frequentemente ingeridos. Dos 28 participantes a
percentagem que pratica uma alimentacdo adequada, fazendo as 6 refeigcdes diarias ¢
diminuta como se pode inferir da observacao das figuras relativas a cada refeigdo e

Anexo VL

4.4 Tratamento Estatistico dos dados (PAS, PAD, PP e FP)

Recolhidos e registados todos os dados das medi¢des da PAS, PAD, PP ¢ FP,
foram determinadas as médias e os desvios padrao no inicio e final do estudo para cada

grupo A e B. (Tabela 14)

Tabela 14- Registo das médias e desvio padrao dos valores dos pardmetros nas duas medicdes

Grupo A (CC) Grupo B (CA)
Média = DP Média £ DP
PAS TO 106,1? +7.6 112,46li 12.4
mmkHg T1 104,07 9.8 110,08 + 15,5
PAD TO 69,84li 7.0 67,50li 8.9
mmkHg T1 69,53 + 6.9 69,08 + 12,6
PP TO 363172 4495+ 7.6
) !
mmHg T1 34,93+ 63 41.00+ 82
P TO 8844+ 11,1 76,25 = 10,7
! !
ppm T1 73,34+9.7 7433+ 11,7

Tabela 15 — Médias e desvio padrdo da diferenca dos valores dos parametros entre os dois periodos de

avaliagOes
Grupo A (CC) Grupo B (CA)

Média + DP Média = DP
PAS 1,68 +7,5 2374934
mmHg
PAD 031+54 +1,58 + 6,4
mmHg
PP 137+8,38 3,95+ 6,1
mmHg
FP 7,09409.1 1,94104
ppm

Como se pode verificar na Tabela 15 registaram-se diminui¢des na PAS, PP e
FP nos dois grupos e na PAD no grupo A. A excepgao verificou-se no Grupo B em que

a PAD aumentou no periodo de 15 dias.
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Para avaliar a interac¢cdo das duas bebidas de cacau em pd nos parametros da
pressdo arterial no CC e CA no periodo descrito foi efectuado um teste ANOVA de
medi¢des repetidas tipo misto a 2-factores (1 factor — medigdes repetidas-tempo e 1
factor independente-cacau) para se aferir se existiam diferencas significativas entre as
referidas medigdes e os dois tipos de bebida.

Para aferir a normalidade das varidveis em estudo utilizou-se o teste de Shapiro-
Wilk (p> 0,05) verificando-se que as distribuicdes das varidveis s3o normais com
excepcao da PAD do CA no inicio do tratamento (TO). No entanto, dado o caracter
piloto do estudo e a prevaléncia da normalidade para todas as demais varidveis, optou-se

por prosseguir os testes assumindo a normalidade global dos dados.

Tabela 16 — Resultados estatisticos entre cacaus e medi¢oes

Tempo Entre Grupos Interaccdio
T0-T1 CCvs CA
PAS 0,212 0,151 0,830
PAD 0,576 0,666 0,406
PP 0,086 0,004 0,395
FP 0,022%* 0,667 0,174

* diferencas significativas (p<0,05).

Na tabela 16 encontram-se os niveis de significincia obtidos na ANOVA de
medicdes repetidas tipo misto a 2-factores. Verifica-se que somente a FP teve diferencas
significativas entre medi¢des no periodo de 15 dias. Nao se verificaram nenhumas
outras diferencas ente a ingestdo 4g de cacau em po cru ou alcalinizado e entre estes e o

tempo decorrido no estudo.
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5. DISCUSSAO

As duas bebidas analisadas revelaram diferengas na constituicdo fenodlica e
capacidade antioxidante e verificou-se que os fendis totais se encontravam numa
concentracdo 2,9 vezes superior no CC (1656,8mg/L) comparativamente com o CA
(563,1mg/L) e que o CC tem 5,3 vezes mais proantocianidinas (0,948 para 0,177) que o
CA. Foram aplicados os testes FRAP, TAS e ABTS para determinar a capacidade
antioxidante tendo-se verificado que esta ¢ superior no CC. Esta relagdo existente entre
0 CC e o CA esta de acordo com os estudos de Hii (2009) e de Andres-Lacueva (2008).

A diferenga de fendis totais e proantocianidinas do CC relativamente ao CA
poderda ser devida ao tratamento de alcalinizagdo a que o segundo foi submetido
(Andres-Lacueva, et al., 2008; E. S. Brito, et al., 2000; Miller, et al., 2008). Este
processo de transformagdo tem como objectivo a alteragdo da cor e das caracteristicas
organolépticas do produto para melhor aceitagdo do consumidor, mas apresenta
menores qualidades nutricionais (Hii, et al., 2009; RadoJ¢I¢ RedoVNIkoVI¢, et al.,
2009) (Figura 10). A analise quimica das doses diarias ingeridas pelos participantes
mostrou um contetido de FT de 82,8mg no CC e de 28,2mg no CA.

A ingestdao do cacau encontra-se referenciada em diversos estudos como estando
associada a efeitos benéficos, nomeadamente na diminui¢ao dos valores da PA, sendo
os constituintes fenodlicos bioactivos do cacau apontados como os principais
responsaveis por esses beneficios. Os estudos analisados sugerem que os efeitos
benéficos se devem a um aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) sendo
este um vasodilatador, o que explica uma melhoria na fungao endotelial e por sua vez,
uma melhor regulagdo da PA (Corti, et al., 2009; Desch, et al., 2010; Grassi, Necozione,
& Lippi, 2005; Vasdev, et al., 2011). A falta de producdo de NO provocara disfuncgao
endotelial associada a distirbios na fun¢ao metabolica promovendo a HTA (Muniyappa,
et al., 2008). Outro mecanismo proposto ¢ a inibicao da actividade da sintese da enzima
conversora da angiotensina, cuja ac¢do ¢ devida aos antioxidantes, mais especificamente
aos flavanois (Actis-Goretta, et al., 2006; Desch, et al., 2010; Othman, et al., 2010),
contribuindo para o efeito anti-hipertensivo.

Nos polifenois, a classe de flavanois tem mostrado em varios estudos o efeito de
proteccao no sistema cardiovascular, pela capacidade de diminuir produtos de oxidagao

e activar a sintese de NO endotelial (eNOS)(Medina-Remoén & al., 2009; Sudarma, S.,
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& Siregar, 2011). No grupo dos flavanois, sdo sobretudo as proantocianidinas os fendis
com maior poder antioxidante, ou seja, os que produzirdo maior efeito benéfico (Ortega,
et al., 2008).

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente por dois grupos. Os seus
dados antropométricos ndo apresentavam diferengas significativas, constatando-se
unicamente que a altura era superior no grupo que ingeriu CA. Nao ¢ esperado que este
dado antropométrico influencie os parametros da PA. Considerou-se os dois grupos com
caracteristicas semelhantes.

Relativamente aos habitos alimentares também nao se encontraram diferengas
significativas nos dois grupos. Em geral sdo escolhidos alimentos adequados a uma
alimentacdo equilibrada contudo, verifica-se que a maioria dos participantes ingere
poucos alimentos que contenham antioxidantes, tais como frutas e legumes, e
apresentam um elevado uso adicional de sal as refei¢des.

Os dois tipos de bebida de cacau em p6 conduziram a uma diminui¢do dos
valores da PAS, PAD, PP e FP com cacau em p6 cru, uma diminui¢cdo das PAS, PP e FP
e um aumento da PAD com cacau alcalinizado. As alteragdes que se observaram foram
meramente descritivas, no entanto com significado estatistico verificou-se no parametro
FP relativamente ao factor tempo independentemente do tipo de cacau, apesar das
composigoes das duas bebidas revelarem composicoes diferentes. Estes resultados estao
de acordo com a meta-andlise de Ried (2010) e os estudos de Faridi (2008) ¢ Egan
(2010) nos quais os participantes eram também normotensos, a amostra e duragdo do
estudo eram semelhantes ¢ onde se verificou que a PA nd3o sofreu redugdes
significativas, comparativamente com a meta-analise de Desch (2010), Taubert (2007) e
dos estudos de Grassi (2005), Corti (2009) e Ding (2006) onde se verificaram
diminuigdes significativas na PAS e PAD.

Com as duas bebidas de cacau verificou-se uma diminuicao da FP relativamente
ao factor tempo. No trabalho de Crews, (Crews, Harrison, & Wright, 2008) também este
foi o Uinico parametro com alteracdo significativa. Houve um aumento significativo na
FP no grupo que ingeriu o cacau com maior conteido de Fendis Totais, facto que o
autor atribuiu a um maior conteido de teobromina e cafeina no cacau cru.
Contrariamente no presente estudo houve uma diminui¢cdo na FP apesar de ter havido
ingestao nos dois grupos de café e cha onde se pode encontrar a cafeina.

Os resultados obtidos neste estudo estdo sujeitos a varios factores que podem ter

contribuido para as limita¢des do estudo, nomeadamente:
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- A amostra, que inicialmente tinha 58 individuos, terminou com 28 nao
atingindo o valor estatisticamente recomendado pelo software G*Power (54
individuos), era essencialmente constituida por adultos jovens e com valores basais de
PA normais (109/69mmHg), situacdo em que o organismo tem capacidade para se
adaptar facilmente as variagdes da PA, no entanto, nos estudos analisados, as amostras
sdo semelhantes ou mesmo menores;

- A duracao do estudo foi de 15 dias, em consonancia com alguns dos estudos
publicados, (Corti, et al., 2009; Desch, et al., 2010; Ding, Hutfless, Ding, & Girotra,
2006; Egan, et al., 2010; Grassi, et al., 2005; Ried, et al., 2010; Sudarma, et al., 2011;
Taubert, Roesen, & Schomig, 2007), no entanto, pode ter sido curta;

- A dose diaria de polifenodis (antioxidantes) na dieta alimentar deverd ser
aproximadamente de 500 a 1000mg (Scalbert & Williamson, 2000). Ao comparar a
dose diaria fornecida com a recomendada, pode-se verificar que aquela era muito baixa,
mas semelhante as utilizadas em varios estudos supra mencionados. A dose diaria de 4g
de CC ou CA em po6 pode ter sido insuficiente para produzir efeitos nos parametros da
PA, a excepcado da FP em que houve diminuicdo no intervalo de 15 dias
independentemente do tipo de cacau. Embora ndo se tenham obtido resultados com
diferengas significativas na diminui¢do dos valores da PA, verificaram-se diferencas
significativas na FP relativamente ao factor tempo, o que sugere um efeito
potencialmente benéfico que uma amostra maior € um maior tempo de exposicao

poderiam revelar.

Figura 10: Comparacdo da Cor dos 2 cacaus: cacau cru (claro), cacau alcalinizado (escuro)
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6. CONCLUSAO

Os resultados indicam que os dois tipos de cacau em po sdo excelentes fontes de
compostos fendlicos, com elevado poder antioxidante, sendo o do cacau em po6 cru
muito superior ao do cacau em po6 alcalinizado.

Relativamente aos valores da PA, apesar da ingestao das 2 bebidas de cacau nao
ter contribuido de forma significativa para a diminuicao da pressao arterial em adultos
jovens, os valores da FP diminuiram significativamente entre medi¢des. Os valores
obtidos mostram uma tendéncia de diminui¢do dos parametros avaliados.

Para a obtencdo de resultados mais significativos muito provavelmente
deveriam ter sido aplicadas doses com mais quantidade de cacau em po6 e durante um

periodo de tempo mais longo numa amostra maior.
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ANEXO 1

a) Breve Historia do Cacau

A aventura do cacaueiro, drvore que produz o cacau, originario da América Central e
do Sul, tem o seu inicio com a civilizagdo Olmeca (1500 anos a.c.). De acordo com os registos
histéricos, esta civilizagdo pré-colombiana tera sido a primeira a fazer uso dos frutos do
cacaueiro.

Seguiram-se-lhes mais tarde os Maias, que foram os primeiros a criar uma bebida fria e
amarga feita com as sementes de cacau. Posteriormente o rei Quetzalcdatl da civilizacdo
Tolteca utilizava a bebida que consideravam afrodisiaca nos seus festins. Mais tarde os
Azetecas praticaram o seu cultivo sistematico e desenvolveram o seu uso. Por considerarem
estas sementes sagradas, para além de as usarem como moeda de troca, torravam-nas e
esmagavam-nas para elaborar uma bebida quente e picante considerada fortificante, o
“tchocolat!”.

Mais tarde, conhecedor deste percurso histérico, Carl von Linné (1707-1778), botanico
sueco, classificou o cacaueiro como “Theobroma cacao L.”. Theobroma significa o “Alimento
dos Deuses”.

Com a descoberta do Novo Mundo, foi Herndn Cortés, um conquistador espanhol que
se apercebeu da importancia do cacau, e para além de levar para Espanha todo o ouro e prata
possivel, levou também as sementes de cacau, tornando-se responsavel pela introdugao das
sementes de cacau na Europa.

Fonte: Estévdo, O. Um Ano de Chocolate. 19 Ed. Casa das Letras, Alfragide.2011.
b) Caracteristicas e Variedades de Cacau

Ainda no século XVII, os espanhdis introduziram a produgdo do cacaueiro mexicano na
Venezuela e baptizaram-no de Criollo, que quer dizer “indigena”, para distinguir de outro que
julgavam de qualidade inferior, o “Forastero”, ou seja o “estrangeiro”. Para fazer face a pragas
e catastrofes naturais, no século XVIII seleccionou-se a cultivar Trinitdrio, um hibrido natural da
“Criollo” com a “Forastero”, mais resistente as pragas.

A posterior dissemina¢do do cacaueiro pelo planeta é fortemente condicionada por
factores climaticos. O cacaueiro é uma arvore fragil, muito sensivel a pragas, que se
desenvolve melhor a sombra de arvores de maior porte. Na idade adulta, em cultura, atinge
uma altura de 4 a 6 metros.

As plantacdes de cacau localizam-se apenas nas regides tropicais, entre os 152 de
latitude sul e os 182 de latitude norte, onde as temperaturas variam entre os 182C e os 322C e
o clima se caracteriza pela humidade relativa média superior a 65% e, elevada pluviosidade. O
cacaueiro prefere altitudes entre os 400 e 700m, solos profundos, férteis e bem drenados. A
proximidade do litoral proporciona os locais ideais para a cultura do cacau.

Outros factores ecolégicos com uma influéncia fundamental no desenvolvimento do
cacaueiro s3ao o solo e as suas caracteristicas fisicas e minerais, assim como as doengas e
pragas a que esta sujeito.

Fonte: Estévdo, O. Um Ano de Chocolate. 19 Ed. Casa das Letras, Alfragide.2011.
c) Dutching

O processo de Dutching foi desenvolvido no inicio do século XIX pelo quimico e
chocolateiro Coenraad Johannes Van Houten. O seu pai, Casparus em 1828 havia desenvolvido
o método que removia a gordura da pasta de cacau por prensagem hidraulica, o que deu
origem ao bolo de cacau. Van Houten desenvolveu entdo este método que consistia na adi¢ao
de carbonato de sédio ao cacau em pd com o objectivo de diminuir a acidez, aumentar a
solubilidade, escurecer a cor e suavizar o sabor do cacau.

Fonte: Coe, SD; Coe, MD. The True History of Chocolate. Thames and Hudson Ltd.
London. 1996.
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d) Processamento do Cacau ao Chocolate

Do fruto ao chocolate
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Figura: Autoria de Odete Estévao
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ANEXO IT

CONSENTIMENTO INFORMADO

Monte da Caparica de Novembro 2012

Exmo.(a) Senhor(a),

No dmbito do Mestrado em Nutricdo Clinica na Unidade Curricular de Dissertagdo do Instituto
Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz, sob a orientagdo da Doutora Alexandra Bernardo
e do Professor Doutor Roberto Palma Reis, solicita-se autorizagdo para a participagao no
estudo clinico sobre “O Efeito da Ingestdo de duas Bebidas de Cacau na Pressao Arterial em
Adultos Normotensos® a aplicar a estudantes do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas
Moniz maiores de 18 anos, com o objectivo de determinar se existe diferenga entre os valores
da presséao arterial de adultos normotensos apds a ingestdo de uma bebida de cacau cru e

outra bebida de cacau alcalinizado.

A participacdo neste estudo é voluntaria. A sua nao participacdo nao lhe trara qualquer
prejuizo.

Este estudo pode trazer beneficios tais como efeitos antioxidantes no organismo, os quais
promovem a diminuicdo da oxidagao do LDL, a activagao plaquetaria e o stress oxidativo, e
aumento da capacidade antioxidante do o6xido nitrico, da fungdo endotelial, da concentragédo do
HDL e da sensibilidade a insulina.

Este estudo pode trazer potenciais riscos a individuos com intolerancia a alcalbdides (cafeina),

alérgicos a xantinas, com insuficiéncia renal e com doengas agudas descompensadas.

A informacgéo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e publicacdo e sera

tratada pelos orientadores acima identificados. A sua recolha é anénima e confidencial.

(Riscar o que néo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condicbes do mesmo.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do(s) orientadores)
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ANEXO III

INQUERITO
Dados:
Nome: Codigo
Sexo: Feminino o Masculino o
Idade: 2
1. Tem Diabetes? Ndo o Sim o
2. Esta gravida? Nao o Sim o
3. Toma algum medicamento? Nao o Sim o
Se sim, qual? Quais?
4. Costuma usar suplementos Ndo o Sim o
Se sim, quais?
5. Faz algum tipo de alimentacdo especial? Nao o Sim o
Se sim, qual?
6. Bebe café? Ndo o Sim o Quantos por dia?
7. Bebe cha preto? Ndo o Sim 0o Quantos por dia?
8. Costuma adicionar sal aos alimentos? Nae o Sim o

9. Durante o dia de ontem, nas refeigtes que fez, indique o que ingeriu.
Refeicao Alimentos Ingeridos
Peq. Aimogo

Meio da Manha

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia
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10. Relativamente aos seguintes alimentos, semanalmente, com que frequéncia os

consome?

A Muito
Nunca Raramente fis wects Frequentemente Frequentemente

(3a
(0 Vezes) (1 a 2 vezes) Avezes) (5 a 6 vezes) =7

Alimento

Carnes Gordas
(Porco, borrego)

O
O
O
O

O

Carnes Magras
(Peruy, frango, vitela)

Peixe

Peixes Gordos
(Atum, salmdo, sardinha)

Leite Gordo

Iogurte Gordo

Queijos

Queijos Salgados

Fiambre, Bacon,
Salsichas

Enchidos
(Chourigo, farinheira, etc)

Sopas Enlatadas

Vegetais Enlatados

Refeicdes
Pré-cozinhadas ou
congeladas

Fast Food
(Hamblrgueres, pizzas, etc)

Snacks Salgados
(Batatas fritas, aperitivos, etc)

Manteiga

Margarina/Creme de
Barrar

Azeite

Oleaginosas
(Nozes, améndoas, etc)

Bebidas Alcodlicas

e X i R e B e R R R
G E i e R S o e e ¢ TR o R e o o

Refrigerantes

25 5 R AR o e R e T B i B e S B R
B S 1 R B e v R B e e e Bl e B,
B A ] By GETe G B W ER R L R ]

Obrigado pela sua Colaboracéo!
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ANEXO IV

Minimos, maximos, médias e desvio padrao dos dois grupos de participantes

Descriptive Statistics
N M_L Minimum Maximum Mean Std. Deviation
Idade 16 18 50 24,37 9,625
Peso 16 52 65 58,44 4,438
. JAltura 16}, 1,53 1,64 1,5894 ,03376
IMC 16] 2,07093991671| 2,55983350676| 2,31493933204|1,833662495642
6E1 4E1 209E1 337E0
Per. Abd 15 75 93 83,37 5,400
MG 16 11,0 337 27,400 5,7234
AGUA 16 48,5 64,5 53,600 3,9399]
MM 16 36,7 57,0 41,281 4,9552)
MO 16 2,0 2,5 2,156 1315
GV 16 1 5 225 1,291
Valid N (listwise) 15
Descriptive Statistics
N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
ldade 12 18 46 22,00 7,663
Peso 12 53 81 65,03 9,549
Altura 12 1,57 1,80 1,6600} ,06849
IMC 12| 2,08264462809| 2,80445054107] 2,35219397748]2,496465829095
9E1 B6E1 339E1 406E0}
Per. Abd 11 75 99 88,05 8,627
MG 12 221 359 28,800 4,8112
AGUA 12 48,0 57.5 52,750 3,3247,
MM 12 37,0 58,1 43,692 5,6792
MO 12 2,0 3,1 2,333 ,2934
GV 12 1 6 2,58 1,782
Valid N (listwise) 11
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ANEXO V

Grelha de Respostas P 10

Frequéncia Nunca Raramente As Vezes Frequentemente Freqlll\grl:ti::(l)nen te
(1 a 2 vezes) (3 a4 vezes (5 a 6 vezes) @ 7 vezes)
Alimentos Grupo A Grupo B | Grupo A Grupo B | Grupo A Grupo B | Grupo A GrupoB | Grupo A  Grupo B
Carnes Gordas 1 1 11 5 4 4 0 2 0 0
Carnes Magras 0 0 3 1 7 7 5 4 1 0
Peixe 0 1 5 3 5 6 4 1 2 1
Peixes Gordos 1 0 9 9 5 3 0 0 1 0
Leite Gordo 15 7 1 3 0 0 0 1 0 1
Iogurte Gordo 13 6 1 3 1 2 0 0 1 1
Queijos 2 1 3 4 8 3 1 2 2 2
Queijos Salgados 10 5 3 5 2 2 0 0 1 0
Carnes Frias 3 2 8 2 4 3 0 4 1 1
Enchidos 9 5 5 5 2 1 0 1 0 0
Sopas Enlatadas 15 11 0 0 0 1 0 0 1 0
Vegetais Enlatados 13 8 1 3 1 1 0 0 1 0
g:éf—eciggierfhadas 7 3 > 6 3 3 0 0 ! 0
Fast Food 7 3 7 6 1 2 0 1 1 0
Snacks Salgados 8 4 6 6 2 2 0 0 0 0
Manteiga 3 1 3 2 4 4 3 4 3 1
Margarina 7 5 7 4 0 3 0 0 2 0
Azeite 1 0 3 0 0 3 6 7 6 2
Oleaginosas 6 5 4 6 3 1 2 0 1 0
Bebidas Alcodlicas 8 6 6 5 1 1 0 0 1 0
Refrigerantes 5 3 6 4 3 3 1 2 1 0
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ANEXO VI

Grelha de Respostas P. 9

Refeicdo | Pequeno Almogo Meio da Manha Almoco Lanche Jantar Ceia
Alimentos Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B | Grupo A | Grupo B
Leite 7 7 2 2 3
Togurtes 2 2 2 2
Cha/ Café 4 1 2 1 1
Torradas/Sandes 5 4 2 2 4 6 1
Bolachas 1 1 5 3 1 3 2 1 2
Fruta 2 1 1 1 1 2 3 1 3 2 1
Cereais 2 4 1
Sumos Naturais 2 1
Refrigerantes 2 1 1 1
Vinho/Cerveja 1 1
Carne 5 5 9 5
Peixe 6 2 2 2
Ovos 2 1 1
Legumes 3 3 1 2
Batatas/Arroz 6 4 5 4
Sopa 2 3 7 4
Saladas 2 1 2
Massas 2 3 1 2
Bolos 2 1
Sobremesas 1 1 1 1
Fast Food 1 1 1
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ANEXO VII

EFEITO DA INGESTAO DE 2 BEBIDAS DE CACAU NA
PRESSAO ARTERIAL DE ADULTOS NORMOTENSOS —
ENSAIO CLINICO

Esteviio, 0", Bernardo MA', Reis, RP?, Moncada M‘, Morgado MJ', Pereira P', Mesquita
* .
MF! (0.lestevao@gmail.com)

'Bioquilab, CiiEM — Centro interdisciplinar de investigagio Egas Moniz.
2 CEDOC da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNL

Apresentacio preferencial: Comunicagio oral
Resumo

Enquadramento: O efeito benéfico da ingestdo de cacau nos valores da pressio arterial
tem sido evidenciado em intimeros estudos.*? Este efeito tem sido associado a presenca
de compostos com poder antioxidante (polifendis) **! aos quais se atribuem propriedades
vasodilatadoras!!

Objective: O estudo desenvolvido teve como objectivos: a) determinar se existe diferenga
entre os valores da pressdo arterial apos a ingestdo de uma bebida de cacau cru (CC) ¢ os
valores de pressdo arterial apos a ingestdo de uma bebida de cacau alcalinizado (CA) em
adultos normotensos; b) comparar o conteudo em polifendis e poder antioxidante de
amostras aquosas de CC e de CA.

Métodos: Foram recrutados 22 adultos do ISCSEM. Foram constituidos 2 grupos, A ¢ B,
que ingeriram durante 15 dias uma bebida de CC e uma bebida de CA, respectivamente. A
pressdo arterial foi medida antes e apos a ingestio da bebida de cacau. As 2 bebidas de
cacau foram sujeitas a analise quimica para determinagdo do seu teor em fenois totais,
proantocianidinas e capacidade antioxidante.

Resultades preliminares: Verificou-se que ambos os cacaus diminuem a pressio arterial
sistolica observando-se uma maior diferenga nos valores médios da PA sistolica dos
individuos que ingeriram CC. No entanto, os valores médios da PA diastolica aumentam
em ambos os cacaus. Obtiveram-se valores superiores em teor de fendis totais,
proantocianidinas e capacidade antioxidante para o CC.

Palavras-chave: cacau, antioxidantes, pressdo arterial.

Referéncias:

1. Corti, R., et al., Cocoa and cardiovascular heaith. Circulation, 2009. 119(10): p. 1433-41.
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3. Othman, A, et al., Epicatechin content and antioxidant capacity of cocoa beans from four different countries.
Affican Journal of Biotechnology, 2010. 9((7)). p. 1052-1059.

4. Ortega, N., et al., Obtention and characterization of phenolic extracts from different cocoa sources. 1 Agric
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Neta: Escrito ao abrige do antigo acordo ortogrdfico.
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ANEXO VIII
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